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Résumé  

Les bactériocines sont un groupe abondant et diversifié de peptides antimicrobiens synthétisés 

par voie ribosomique, produits par des bactéries et des archées. La production de ces 

substances a été considérée comme un trait important dans le choix des bactéries probiotiques.  

Cette thèse avait pour objectif d’isoler des souches potentiellement probiotiques avec une 

forte activité bactériocinogène.  

Dans le premier chapitre de la partie expérimentale, nous avons criblé l’activité 

antimicrobienne de plusieurs souches provenant du tractus gastro-intestinal du porc et du 

poulet dont deux souches ont été sélectionnées. Une souche désignée Escherichia coli P2C 

était la plus efficiente, et la bactériocine produite par cette souche a fait l’objet d’une 

purification par RP-HPLC et d’une caractérisation, ensuite elle a été identifiée par LCMS/MS 

comme étant la microcine V.  

Le deuxième chapitre a été consacré à l’étude du mode d’action de la microcine V purifiée 

avec l’utilisation des techniques récentes de biologie moléculaire et cellulaire, ce qui a montré 

qu’en plus de son activité sur la membrane cellulaire, elle a aussi un effet intracellulaire 

contre la bactérie cible.  

La deuxième souche sélectionnée nommée Lactobacillus plantarum J34 a été exploitée dans 

le troisième chapitre du travail par une étude in vivo sur des poules pondeuses. L’utilisation de 

la souche a entrainé une prise de poids des poules et une baisse de la production des œufs 

dans le lot expérimental. La qualité des œufs est restée la même par rapport au témoin avec 

une amélioration de certains paramètres.  

Mots clés : 

Bactériocine, probiotique, Escherichia coli, Lactobacillus plantarum, RP-HPLC, Microcine 

V, Poule pondeuse, Qualité des œufs. 
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Abstract  

Bacteriocins are an abundant and diverse group of ribosomally synthesized antimicrobial 

peptides produced by bacteria and archaea. The production of these moleculs was considered 

an important trait in the choice of probiotic bacteria.  

The aim of this thesis was to isolate potentially probiotic strains with a strong 

bacteriocinogenic activity.  

In our first chapter, we screened the antimicrobial activity of several strains isolated from the 

pig and chicken gastrointestinal tract, among which two strains were selected. A strain 

designated Escherichia coli P2C was the most efficient, and the bacteriocin produced by this 

strain was purified by RP-HPLC, characterized, and then identified by LCMS / MS as 

microcin V.  

The second chapter was dedicated to the study of the mode of action of purified microcin V 

with the use of recent molecular and cellular biology techniques, which showed that in 

addition to its activity on the cell membrane, it also has an intracellular effect against the 

target bacteria.  

The second selected strain named Lactobacillus plantarum J34 was exploited in the third 

chapter of the work by an in vivo study on laying hens. The use of the strain resulted in hens 

gaining weight and decreasing egg production in the experimental batch. The quality of the 

eggs remained the same compared to the control with an improvement of certain parameters. 

Keywords : 

Bacteriocin, probiotic, Escherichia coli, Lactobacillus plantarum, RP-HPLC, Microcin V, 

Laying hen, Quality of eggs. 

 

 

 

 

 

 



 صــالملخ

 ϭيع˵ت΍ .ήΒلϜΒتيήيΎ بήτيقέ ΔيϭίϮΒميΔ تϨتجΎϬ لϤϠيϭήϜب΍ ΕΎل΍ ΓΩΎπϤلپپتيدΕ΍ من ϭمتϮϨعϭ ΔفيΓή مجϮϤعΔ هي Ϯسينــ΍لϜΒتيήي

ΝΎإنت ϩάه ΕΎΒكήϤل΍ ΔϤ˶س ΔمΎفي ه ΎيήتيϜبέΎختي΍ تيكϮبيϭήΒل΍. 

 . لϜΒϠتήيΎ قϱϮ مΩΎπ نشρΎ مع عϝΰ سااΕ بϜتيήيΔ جديدΓ لΎϬ خΎμئص بϭήبيϮتيϜيΔ جيدΓ ه΍ ϮلήسΎلΔ هϩά من ΍لϬدف 

 ΍لج΍ ϭ ίΎϬلϤπϬي لΰϨΨϠي΍ ήلجίΎϬ من سااΕ معϭΰلΔ لعدΓ لϤϠيϭήϜب΍ ΕΎل΍ ΩΎπϤلϨشρΎ بفحص ق΍ ΎϨϤأ΍ΏΎΒ ،ϝϭل في

ΝΎدجϠي لϤπϬل΍ قد ϭ تم έΎختي΍ نت. سالتينΎك Δلسال΍   بإسم Δ˴ϨَعيϤل΍ Escherichia coli P2C   هيήΜأك΍ ،ΓءΎتم   كفϭ 

ΔقيϨسين تϮيήتيϜΒل΍ لتي΍ ΎϬتجϨت ϩάه Δلسال΍ Δيقήτب RP-HPLC، منϭ   تحديد ثم ΎϬتΒكيήت ϝΎϤستع΍ يقήρ عن 

LCMS/MS ΎϤسين بϭήϜف ميή˴˵يع V.  

αήِل ك΍ΏΎΒ نيΎΜل΍ Δس΍έلد Δيقήρ لϤل ع΍سينϭήϜيϤ ΓΎقϨϤل΍ ϡ΍دΨستΎب ΕΎيϨتق ΎجيϮلϮيΒل΍ ΔيΌيΰلج΍ ΔيϮϠΨل΍ϭ ،ΔΜلحدي΍ لتي΍ϭ 

ΕήϬυأنه أ ΔفΎإضΎب ϰإل ΎϬρΎنش ϰϠء عΎغش ΔيϠΨل΍ ، ΎϬلدي ήخل تأثي΍Ω ΎايΨل΍ ΔيήتيϜΒل΍ ΔدفϬستϤل΍ . 

 من ΍لعϤل من ΍لΎΜلث ΍ΏΎΒل في ΍  Lactobacillus plantarum J34س΍ ΎϬϤلΎΜني΍ ϭ Δلتي ΍لΨϤت΍ ΓέΎلس ال΍ Δستغاϝ تم

ϝخا Δس΍έΩ ϰϠع νϮيΒل΍ ΝΎلدج΍ .ϯ Ωأ ϡ΍دΨست΍ Δلسال΍ ϰإل ΓΩΎيί ϥίϭ ΝΎلدج΍ خفضϭ ΝΎيض إنتΒل΍ في ΔعϮϤجϤل΍ 

ΔيΒيήلتج΍ .ت Ϡυ ΎϤك ΔعيϮيض نΒل΍ هي ΎϬهد نفسΎ  .΍لϤعΎييή بعض تحس ن مع بΎلϤقέΎنΔ بΎلدج΍ ΝΎلش 

Εال الكلما:Δمفتاحي 

΍لدجV،  ΝΎ ميϭήϜسين ،Escherichia coli ، Lactobacillus plantarum ، RP-HPLC بϭήبيϮتيك، بϜتήيϮسين،
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Avant-propos 

 

Cette thèse de doctorat est le fruit de six ans de travail. Etant maitre assistant à l’Université de 

Jijel, mon temps était partagé entre la pédagogie et la recherche. Cette thèse est répartie en 

quatre chapitres, dont le premier est une synthèse bibliographique et les trois autres sont des 

résultats de recherches et qui font l’objet d’articles scientifiques. 

Le chapitre deux s’est porté sur la sélection de nouvelles souches probiotiques et la 

purification de la microcine V à partir d’une souche nommée Escherichia Coli P2C a été 

réalisé dans les locaux de l’Université Laval, sous la direction du Pr Ismail Fliss et 

l’encadrement du Dr Riadh Hammami. Dans ce travail, les souches utilisées sont de trois 

origines : Certaines sont isolées du porc par Luca Lo Verso post doctorant à l’unité de Pr 

Fliss, d’autres sont isolées du poulet par Nour Ben Abdallah étudiante à la maitrise à 

l’université Laval, et une partie a été isolée par moi-même aux laboratoires de l’Université de 

Jijel sous la direction du Pr Idoui. Benoît Fernandez m’a donné toute l’aide nécessaire pour la 

réalisation des tests microbiologiques et de biologie moléculaire. L’article traitant ce chapitre 

a été rédigé par moi-même et corrigé en premier lieu par Dr Ahmed Gomaa et ensuite par Dr 

Riadh Hammami. 

Le troisième chapitre s’est intéressé à l’étude du mode d’action de la microcine V en utilisant 

des techniques récentes de biologie cellulaire et moléculaire a été réalisé dans les locaux de 

l’Université Laval, sous la direction du Pr Fliss et l’encadrement du Dr Riadh Hammami. La 

réalisation des expériences et le traitement des résultats ont été réalisés par mes soins. Ce 

chapitre sera publié dans un article qui est actuellement sous rédaction.  

Le quatrième chapitre qui traite l’application de la souche Lactobacillus plantarum J34 aux 

poules pondeuses a été réalisé conjointement dans un élevage de la région de l’Emir 

Abdelkader, Jijel et aux laboratoires de l’Université de Jijel, sous la direction du Pr Idoui. Les 

travaux sur terrain et la collecte des données ont été réalisés par moi-même Des étudiantes au 

cycle d’ingénieur en contrôle de qualité m’ont aidé aux analyses de laboratoire. 
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Introduction générale  

 

L'utilisation d'antibiotiques en aviculture a d'abord été introduite dans les années 1940 pour 

améliorer la croissance et l'efficacité alimentaire ainsi que pour réduire la mortalité [1]. Par 

conséquent, l'ajout d'antibiotiques en tant que promoteurs de croissance dans les aliments pour la 

volaille est devenu une pratique courante. Les mécanismes d'action de la promotion de la 

croissance induite par les antibiotiques sont étroitement liés à la réduction des bactéries 

pathogènes dans le tube digestif. Cependant, la concentration d'antibiotiques utilisés pour la 

promotion de la croissance est souvent inférieure à la concentration utilisée pour le traitement et la 

prophylaxie, qui est communément appelée «concentration sous-thérapeutique»[2].  

L'Organisation Mondiale de la Santé, l'Association Médicale Américaine, et l'Association 

Américaine de la Santé Publique ont demandé une interdiction des antibiotiques promoteurs de la 

croissance (APC), arguant que leur utilisation entraîne une augmentation du nombre des germes 

résistants aux antibiotiques humains [3]. Plusieurs pays ont interdit l’utilisation des APC dans 

leurs élevages dont l’Algérie comme décrit à l’article 4 de la décision ministérielle N°472 du 24 

décembre 2006 : « Les substances médicamenteuses considérées comme additifs, appartenant au 

groupe des antibiotiques, sont interdites d’utilisation dans l’alimentation animale ».  

Cependant, l'interdiction de l'utilisation des antibiotiques dans les aliments a entraîné des effets 

imprévus sur la production animale [4], comme l'augmentation des infections et la diminution de 

la production animale. Pour surmonter le taux accru de mortalité et de morbidité en raison de 

l'interdiction d’usage des antibiotiques, un certain nombre d'alternatives / remplacements ont été 

proposés [5]. Ce sont des vaccins antibactériens, des agents immunomodulateurs, des 

bactériophages et leurs lysines, des peptides antimicrobiens (PAM), des prébiotiques et 

probiotiques ou des symbiotiques, des extraits de plantes, des inhibiteurs de la détection 

bactérienne de quorum sensing (QS) et des enzymes alimentaires, etc [6]. 

Les derniers rapports ont indiqué que la supplémentation probiotique chez les animaux semble être 

une meilleure alternative à l'utilisation des antibiotiques pour lutter contre les pertes économiques 

dans les élevages [7]. Les probiotiques sont classés par la Food and Drug Administration en tant 

que généralement reconnus comme des ingrédients sûrs (GRAS)[7]. Parmi les diverses bactéries 

probiotiques, Lactobacillus est le genre des probiotiques le plus utilisé [8]. Les lactobacilles  sont 

des bactéries gram-positives, non mobiles, non sporulés, avec une bonne tolérance à l'acide, et qui 
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produisent l’acide lactique comme principal produit métabolique final de la fermentation 

glucidique [9]. Dans les animaux de ferme, ils confèrent une bonne santé intestinale en stimulant 

la croissance d'un microbiote sain [10]. Plusieurs paramètres sont nécessaires pour l'évaluation du 

potentiel d’un probiotique, comme la résistance à l'acidité gastrique et à la toxicité biliaire, 

l'adhésion au tissu épithélial intestinal, la capacité de coloniser le tractus gastro-intestinal, mais 

surtout la production de substances antimicrobiennes. Parmi ces substances, il y a les 

bactériocines. 

Les bactériocines sont des peptides produits par les bactéries, actives contre d'autres bactéries dont 

le producteur a un mécanisme d'immunité spécifique contre elles [11, 12]. Elles sont produites par 

toutes les lignées majeures de bactéries et d'archées et constituent un groupe hétérogène de 

peptides en fonction de la taille, de la structure, du mode d'action, de la puissance 

antimicrobienne, des mécanismes d'immunité et des récepteurs cellulaires cibles [13].  

Dans ce travail, nous nous sommes orientés vers les souches bactériennes qui ont une forte activité 

bactériocinogénique, car c’est le point le plus important du choix. Donc nous avons tracé l’objectif 

en prenant comme point de départ l’isolement et l’identification de souches bactériennes à partir 

du jabot de poulet et le tractus gastrointestinal du porc, screening de l’activité antibactérienne pour 

la recherche d’une nouvelle bactériocine, puis purifier et caractériser cette bactériocine. Ensuite, 

étudier le mode d’action de la bactériocine purifiée et déterminer sa concentration minimale 

inhibitrice ainsi que son spectre d’action. Puis enfin, faire des essaies in vivo pour évaluer 

l’activité probiotique de la souche isolée sur les poules et sur la qualité de la production (cas de la 

poule pondeuse et la qualité des œufs). 
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I. Partie 1 

Synthèse bibliographique  

Guide de lecture : 

Dans cette première partie, nous menons une étude bibliographique sur les antibiotiques 

promoteurs de croissance, décrire leurs bienfaits et leurs dangers lors de l’utilisation dans 

l’élevage de la volaille. Ensuite nous faisons une petite synthèse sur leurs alternatives possibles, et 

terminer par donner un bref aperçu sur les probiotiques et les bactériocines.   
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I.1 Antibiotiques promoteurs de croissance 

 

I.1.1 Utilisation des APC chez la volaille  
 

Les effets des antibiotiques promoteurs de la croissance sur le poulet de chair ont d'abord été mis 

en évidence par Moore et al. [14], ces auteurs ont montré que les poussins ayant reçu la 

streptomycine avaient une croissance accrue par rapport à leurs congénères témoins [14]. Comme  

la promotion de la croissance des volailles par les antibiotiques a été évidente, la FDA (Food and 

Drug Administration)  aux États-Unis a autorisé l'utilisation de ces derniers à des doses non-

thérapeutiques pour la promotion de la croissance dans l'alimentation animale depuis 1951 [15, 

16]. Les antibiotiques promoteurs de la croissance ont aidé l'industrie avicole à produire des 

poulets de chair en bonne santé tout en réduisant les coûts des traitements thérapeutiques et les 

pertes économiques du à la mortalité importante [17]. Au moment que les APC favorisent la 

croissance des animaux d'élevage, ils sont également connus pour sélectionner des variants de 

microorganismes résistants aux antibiotiques. Les coliformes ont montré un pouvoir de muter et 

devenir résistants chez la volaille où la streptomycine a été administrée [18, 19]. La crainte que les 

bactéries à l’origine des infections deviennent plus résistantes au traitement a abouti à 

l'interdiction des APC en Europe [20]. En outre, des souches pathogènes résistantes d’origine 

humaine ont été mises au point en raison de l'utilisation des  APC durant les 50 dernières années 

[2]. Ces souches pathogènes sont plus difficiles à traiter du fait qu'elles sont actuellement très 

résistantes à une gamme d'antibiotiques et les patients doivent subir des traitements antibiotiques 

pour des périodes plus longues afin d’assurer la destruction de l'agent pathogène [2]. 

I.1.2 Les antibiotiques dans la promotion de la croissance 
 

Le microbiote gastro-intestinal est soupçonné de diminuer les performances de l'hôte par 

absorption intestinale des nutriments, la concurrence directe pour les éléments nutritifs avec l'hôte, 

la production de métabolites qui affectent la croissance, et par induction d’infections subcliniques 

[21, 22]. Il a été démontré que les APC modifient le microbiote gastro-intestinal des animaux 

d'élevage [23, 24], ce qui réduit son effet négatif sur la performance de l'hôte. Lorsque les APC 

arrivent au niveau de l'intestin, la disponibilité des nutriments augmente. On croit que les 

antibiotiques diminuent également la population microbienne totale, ce qui induit l'amincissement 

de l'intestin grêle, et une augmentation de l'épaisseur de la muqueuse. La réduction des agents 
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pathogènes et leurs antimétabolites mènent à une meilleure absorption des nutriments, ce qui 

améliore la croissance des animaux d'élevage [2, 25]. 

La colonisation de la volaille par des agents pathogènes, y compris Clostridium perfringens est 

connue pour abaisser les taux de croissance chez les poulets en réduisant la productivité globale 

des poulets de chair [26]. L’inflammation en réponse à l'infection subclinique par C. perfringens 

par exemple provoque la libération d'hormones cataboliques, ce qui entraîne une réduction de la 

masse musculaire [27]. Les APC réduisent les populations de pathogènes avec peu d'impact sur les 

bactéries commensales, réduisant la baisse de croissance due à une infection subclinique [28].  

I.1.3 Les résistances aux antibiotiques   
 

Après une période de forte efficacité contre les maladies infectieuses, les antibiotiques deviennent 

de moins en moins efficaces face à certaines infections bactériennes. Déjà en 1940, juste après la 

découverte de la pénicilline,  une résistance à cet antibiotique chez Escherichia coli a été mise en 

évidence par Abraham et Chain [29]. Les bactéries s’adaptent aux antibiotiques et deviennent 

résistantes. Deux types de résistance bactérienne se présentent. La résistance naturelle et celle 

acquise. 

I.1.3.1 La résistance bactérienne naturelle  

 

Les  molécules naturelles d’antibiotiques sont synthétisées par la plupart des microorganismes 

pour éliminer d’autres micro-organismes dans un environnement donné. Ces molécules peuvent ne 

pas être actives sur toutes les bactéries. On dira que ces bactéries ont une résistance naturelle vis-

à-vis de cette molécule. La résistance naturelle à un antibiotique donné est un caractère présent 

chez toutes les souches de la même espèce [30].  

I.1.3.2 La résistance bactérienne acquise 

 

La résistance bactérienne acquise à un antibiotique est un phénomène qui apparait au niveau des 

souches d’une espèce donnée, normalement sensible à cet antibiotique. C’est l’acquisition d’un 

facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité à la molécule qui lui était fatale. 

Elle peut donc se faire soit par mutation chromosomique soit par acquisition des gènes transférés 

d’un autre micro-organisme [31].  
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I.1.4 Impact de la consommation des antibiotiques 
 

 L’utilisation inadéquate des antibiotiques peut contribuer fortement à la mise en place des 

bactéries pathogènes résistantes dans un environnement donné. Ce constat a amené à identifier des 

actes inappropriés qui favorisent ces évènements. Ces actes sont en général liés à l’emploi non 

approprié de ces molécules antimicrobiennes. Le premier concerne la consommation accrue et 

inappropriée des antibiotiques. On note l’existence d’un paradoxe, plus les antibiotiques sont 

utilisés, plus ils perdent leur efficacité. Leur utilisation excessive est identifiée comme contribuant 

à la mise en place des bactéries résistantes en particulier par utilisation non conforme [32].  

Selon la spirale de la résistance décrite par Carlet et collaborateurs [33](figure 1), l’apparition de 

formes résistantes ou multirésistantes de bactéries suscite une certaine inquiétude chez les 

cliniciens et chercheurs. Cette inquiétude induit une réaction au niveau des industries 

pharmaceutiques pour développer de nouveaux antibiotiques efficaces sur la nouvelle forme 

bactérienne résistante. L’utilisation constante de cette nouvelle molécule induira 

systématiquement de nouvelles formes de résistance d’où une nouvelle inquiétude [33]. 

 

                       Figure 1.Spirale de la résistance de Carlet et al. [33]  

 

I.1.5 L'interdiction de l'utilisation des antibiotiques promoteurs de croissance en production 
animale 

 

Džidic et al. [34] ont rapporté des preuves à l'appui du fait que les bactéries résistantes aux 

antibiotiques provenant d'animaux comme les porcs et les volailles entrent dans la chaîne 

alimentaire humaine et finissent par coloniser les voies digestives et transposer les gènes de 
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résistance dans la microflore intestinale. Le Royaume-Uni a été le premier à interdire l'utilisation 

d'antibiotiques dans la production animale en 1970, en interdisant l'utilisation de la pénicilline et 

de la tétracycline comme facteurs de croissance [35], suivi de la Suède, du Danemark et de l'Union 

européenne [2] respectivement. Dibner et Richards [2] et Vondruskova et al. [36] ont expliqué, 

qu'avec la sensibilisation actuelle des consommateurs sur la salubrité des aliments et leur impact 

sur la santé, il est très probable que d'autres parties du monde interdisent l'utilisation de tous APC 

et donc la nécessité d'étudier et de trouver la meilleure alternative aux APC qui seront également 

sûrs dans la chaîne alimentaire. 

I.2 Alternatives aux antibiotiques promoteurs de croissance  

 

L'impact de la suppression progressive des promoteurs de croissance animale pourrait être 

minimisé, à condition qu'une attention suffisante soit accordée à la mise en œuvre de stratégies 

alternatives de prévention des maladies et de facteurs de gestion tels que les pratiques d'élevage 

dans la production animale. En effet, les problèmes globaux de maladie et de performance ont été 

plutôt limités, en partie parce que les anticonvulsivants ionophores sont encore disponibles, 

l'utilisation d'antibiotiques thérapeutiques (par exemple, les macrolides et les pénicillines) a 

augmenté et les alternatives pour les APC ont été empiriquement utilisées de sorte que celles qui 

ont les meilleurs effets sur la performance sont actuellement utilisées comme additifs pour 

l'alimentation animale [37]. 

I.2.1 Caractéristiques des bonnes alternatives des APC 
 

Idéalement, les alternatives aux promoteurs de croissance devraient avoir le même effet bénéfique. 

Cependant, il n'est pas tout à fait clair comment les APC exercent leur action bénéfique. Le 

mécanisme le plus connu à proposer est que les APC ont une action antibactérienne qui favorise 

les performances de différentes façons: (1) en réduisant l'incidence et la sévérité des infections 

infracliniques [38, 39] ; (2) en réduisant l'utilisation microbienne des éléments nutritifs [40] ; (3) 

en améliorant l'absorption des nutriments en raison de l'amincissement de la paroi intestinale, et 

(4) en réduisant la quantité de métabolites déprimant la croissance produits par les bactéries Gram 

positives [41, 42]. La base de cette explication mécaniste est que les APC n'exercent pas d'effets 

favorisant la croissance chez les animaux axéniques [43]. 

Quel que soit le mécanisme d'action des APC, la principale caractéristique d'une bonne alternative 

du point de vue pratique est qu'elle doit améliorer les performances au moins aussi bien que les 
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APC. Sur la base du mécanisme d'action proposé des APC, les composés modulant les populations 

microbiennes et les composés immunomodulateurs pourraient présenter un potentiel. Il existe de 

nombreuses façons possibles pour que les composés modulants le microbiote puissent influer sur 

la population du microbiote intestinale sans ajouter d'APC à l'alimentation. La méthode la plus 

évidente est l'utilisation de doses thérapeutiques d'antibiotiques sous prescription, une pratique qui 

va sans aucun doute augmenter et (ironiquement) probablement augmenter l'émergence de 

pathogènes humains résistants. Aucune des alternatives non APC proposées ci-dessous n'est 

susceptible de compenser complètement la perte d'APC. Il convient de souligner que certaines 

stratégies ne contribueront qu'à compenser les APC partiellement, et travailleront par des 

mécanismes indirects. La liste n'est en aucun cas exhaustive et il y a aussi d'autres produits 

prétendant être de valeur dans les régimes sans APC [37]. 

I.2.2 Polysaccharides et enzymes exogènes     
 

Les polysaccharides non amylacés (PNA) dans les aliments pour animaux sont un ensemble 

complexe de composants qui diffèrent largement en composition chimique, en propriétés 

physiques et en activité physiologique, dont beaucoup ont des effets négatifs sur la croissance et 

les performances. Les PNA comprennent les (hémi) celluloses, les pectines et les oligosaccharides, 

ainsi que les arabinoxylanes et les β-glucanes (consistant soit en une fraction plus soluble, soit en 

une fraction non soluble) [44].  

Les enzymes alimentaires-PNA travaillent en réduisant la viscosité du digesta dans l'intestin grêle, 

de sorte que le passage du digesta et la vitesse de digestion des nutriments augmentent en 

fournissant moins de substrat et moins de temps pour que les organismes de fermentation 

prolifèrent. Cela peut restaurer la digestion enzymatique endogène normale et efficace des 

nutriments dans l'intestin grêle [45]. En outre, les enzymes dégradant les PNA réduiront également 

la prolifération de bactéries pathogènes telles que Clostridium perfringens [46]. 

I.2.3 Acides organiques     
 

Il a été montré que les acides organiques ont des effets bénéfiques sur les performances de 

croissance  de la volaille. Certains (par exemple l'acide butyrique) diminuent également 

l'incidence de l'entérite nécrotique subclinique causée par C. perfringens, un effet bénéfique 

supplémentaire très pertinent pour l'industrie de la volaille [47]. Les acides organiques sont 

largement répartis dans la nature en tant que constituants normaux de plantes ou de tissus 
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animaux. Ils sont également formés par fermentation microbienne de glucides principalement dans 

les cæca de la volaille [48]. 

Le mécanisme d'action des acides organiques reflète probablement leur nature antibactérienne, 

telle que la diminution du pH de l'eau potable et la réduction de la capacité tampon de l'aliment, 

avec un effet ultérieur sur la physiologie du jabot et du proventricule [49, 50]. La capacité des 

acides organiques de passer de la forme non dissociée à la forme dissociée (selon le pH de 

l'environnement) augmente leur effet antimicrobien. Lorsque l'acide est sous forme non dissociée, 

il peut se diffuser librement à travers la membrane semi-perméable des micro-organismes dans le 

cytoplasme cellulaire [50, 51]. Une fois dans la cellule, où le pH est maintenu près de 7, l'acide se 

dissocie et supprime les enzymes cellulaires bactériennes (par exemple les décarboxylases et les 

catalases) et les systèmes de transport des nutriments.  

I.2.4 Herbes et huiles essentielles     
 

De nombreuses plantes ont des propriétés multifonctionnelles bénéfiques dérivées de leurs 

composants bio-actifs spécifiques. Les constituants biologiquement actifs des plantes sont 

principalement des métabolites secondaires tels que les terpénoïdes (mono- et sesquiterpènes, 

stéroïdes, etc.), les phénols (tannins), les glycosides et les alcaloïdes (présents comme alcools, 

aldéhydes, cétones, esters, éthers, lactones, etc) [52].  

En raison d'une «synergie» possible entre les constituants, il reste peu clair quelles composantes 

des produits oléoriques éthériques peuvent stimuler les enzymes digestives endogènes, agir 

comme un antioxydant, un agent antimicrobien ou un immunomodulateur. Il existe des données 

expérimentales montrant les effets antimicrobiens in vitro avec les valeurs respectives de la CMI 

et le spectre d'activité [52, 53]. Selon Adams [54], l'activité antimicrobienne est plutôt faible pour 

le gingembre et le poivre, le cumin (p-cymène), la coriandre (lialol), l'origan (carvacrol), le 

romarin (cinéol), le saule (cinéol) et le thymol ; et forte pour le clou de girofle (eugenol), la 

moutarde (allylisothiocyanate), la cannelle (cinnamaldehyde) et l'ail (allicine). 

I.2.5 Prébiotiques 
 

Les prébiotiques peuvent être définis comme des ingrédients alimentaires non digestibles avec des 

effets sélectifs sur le microbiote intestinal. Les oligosaccharides sont les composants principaux et 

la gamme est diverse et peut être basée sur n'importe lequel des monosaccharides d'hexose, y 

compris le glucose, le fructose, le galactose et le mannose [55] avec un degré de polymérisation 
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compris entre 2 et 20 monosaccharides. Les légumineuses à grains sont les sources naturelles les 

plus courantes d'oligosaccharides, présentes sous forme de raffinose, de stachyose et de 

verbascose. Les oligosaccharides «synthétiques» sont dérivés de la polymérisation directe des 

disaccharides ou du fractionnement des cellules végétales et microbiennes. Des oligosaccharides 

tels que l'arabinogalactose, l'arabinoxylane et le rhamnogalacturonose sont dérivés de 

polysaccharides de soja (avec environ 3-5% de galacto-oligosaccharides), de blé et de fruits, 

respectivement [56, 57]. 

Le mécanisme d'action des prébiotiques en tant que substituants d’APC dépend de la nature du 

composé. Ce sont des ingrédients alimentaires non digestibles qui peuvent avoir une action 

bénéfique en raison de la stimulation sélective de la croissance ou de l'activité métabolique d'un 

nombre limité d'espèces de microbiote intestinal telles que Bifidobacteria et Lactobacillus spp. 

Ainsi, ils peuvent avoir un mécanisme d'action similaire à celui des probiotiques [58].  

I.2.6 Les probiotiques  
 

Micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantité suffisante, confèrent un 

avantage sanitaire à l'hôte [59].  

I.2.6.1 Caractéristiques d'un probiotique idéal 

 

Un probiotique idéal devrait avoir les caractéristiques suivantes [60-63] : 

 Capacité d'exercer des effets bénéfiques sur l'animal hôte, à savoir l’augmentation de la 

croissance ou résistance aux maladies ; 

 Non pathogène et non toxique pour les animaux et les humains ; 

 Être présent en tant que cellules viables, de préférence en grand nombre bien que la dose 

efficace minimale ne soit pas entièrement définie ; 

 Aptitude à supporter le traitement et le stockage ; 

 Haute tolérance à la bile et à l'acide gastrique (pH bas) ; 

 Capacité à adhérer à l'épithélium ou au mucus ; 

 Persistance dans les voies intestinales ; 

 Capacité à moduler la réponse immunitaire ; 

 Capacité à produire des composés inhibiteurs ; 

 Capacité à modifier l'activité microbienne. 
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I.2.6.2 Mode d'action des probiotiques 

 

Les effets bénéfiques des probiotiques peuvent être mèdiés par des effets antagonistes directs 

contre des microorganismes, entraînant une diminution du nombre ou un effet sur leur 

métabolisme ou par synthèse de certains nutriments essentiels ou par stimulation de l'immunité 

[64]. 

Le mode d'action des probiotiques (figure 02) a été proposé et discuté par de nombreux chercheurs 

[64-67]. 

 Suppression des pathogènes [64, 65] : 

 Par la production de composés antibactériens 

- Les substances antibactériennes comme la lactocidine, l'acidophilline, les acides 

organiques et les bactériocines ; 

- Production de peroxyde d'hydrogène. 

 Par exclusion compétitive 

- Compétition sur les sites d'adhérence ; 

- Compétition pour les nutriments. Les bactéries pathogènes et non pathogènes sont 

habituellement en compétition pour obtenir des nutriments. Les bactéries non pathogènes 

ont généralement un pouvoir compétitif élevé et ainsi colonisent mieux l'intestin. 

 Modification du métabolisme microbien [66, 67] : 

- Par augmentation de l'activité des enzymes digestives comme la β-galactosidase, α-

amylase, etc. qui aident à la digestion de divers glucides, graisses et protéines et absorption 

de nutriments ; 

- Par diminution de l’activité enzymatique bactérienne, par ex la glucoronidase, la 

nitroréductase et l'azoreductase, qui sont produites par certaines bactéries pathogènes ; 

- En diminuant la production d'ammoniac. 

 Stimulation du système immunitaire, rendant les hôtes moins vulnérables à la maladie [64, 

67] : 

- En augmentant le niveau d'anticorps ; 

- En augmentant l'activité des macrophages ; 

- En améliorant la production d'immunoglobuline-IgA, IgM et IgG ainsi que les cytokines. 
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                   Figure 2. La diaphonie entre les bactéries probiotiques et la muqueuse intestinale [68]. 

Les activités antimicrobiennes des probiotiques comprennent (1) la production de bactériocines / défensines, (2) 

l'inhibition compétitive des bactéries pathogènes, (3) l'inhibition de l'adhérence ou la translocation bactérienne, et (4) 

la réduction du pH luminal. Les bactéries probiotiques peuvent également améliorer la fonction de barrière intestinale 

par (5) l'augmentation de la production de mucus[68]. 

I.2.6.3 Les probiotiques en aviculture 

 

Les probiotiques  en aviculture ont deux rôles principaux, déjà pour remplacer les organismes 

bénéfiques qui ne sont pas présents dans les voies digestives, et pour fournir au poulet les effets 

d'organismes bénéfiques [65].  

De tels organismes bénéfiques peuvent être absents, peut-être parce que les méthodes actuelles 

d'élevage empêchent le contact entre les poussins nouvellement éclos et leurs parents, empêchant 

un transfert vertical rapide de micro-organismes bénéfiques ou par des pratiques de gestion qui 

peuvent perturber la microflore intestinale. Selon Barrow [69], il existe deux grands groupes de 

préparations probiotiques basés sur leur site d'action: ceux qui sont principalement destinés à être 

efficaces dans le jabot et les régions antérieures de l'appareil digestif et ceux dont les effets sont 

dirigés vers les cæca. Cependant, il est probable que les deux types de préparation sont dans une 

certaine mesure, efficaces dans l'intestin. 
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I.2.6.3.1 Effets sur la croissance   
 

Plusieurs études [66, 70-73] ont démontré une augmentation du gain de poids vif chez les poussins 

ayant reçu un  aliment aux probiotiques. D'autre part, Lan et al. [74] ont observé des gains de 

poids plus élevés (P <0,01) chez les poulets de chair alimentés avec un régime supplémenté de  

deux espèces probiotiques. Shareef et Dabbagh [75] ont indiqué que la supplémentation de 

l’aliment de poulets de chair en probiotique Saccharomyces cervisiae, à des doses de 1, 1,5 et 2%, 

avait significativement augmenté le gain de poids corporel, la consommation d'aliments et 

l'efficacité de la conversion alimentaire. D’autres rapports comme celui de Banday et Risam [76] 

ont suggéré que la supplémentation en probiotiques améliorait les performances du poulet de 

chair. Nikpiran et al. [77] ont rapporté que Saccharomyces cerevisiae avait des effets positifs sur 

les performances des cailles japonaises. De même, Zhang et Kim [78] ont obtenu une 

augmentation globale du gain de poids corporel chez les poulets aux probiotiques multisouches 

comparativement à ceux du groupe témoin. Mansoub [79] a également trouvé une augmentation 

significative du poids corporel du poulet de chair ayant reçu Lb. acidophilus et Lb.casei. 

Cependant, certaines études ont montré que la supplémentation probiotique n'améliore pas  les 

performances du poulet [66, 79, 80], tandis que Timmerman et al. [81]ont trouvé des résultats 

incohérents, peut-être en raison du type d'ingrédients alimentaires qui peuvent affecter la 

croissance des probiotiques ou l’activité de leurs métabolites. Par ailleurs, Yousefi et Karkoodi 

[82] ont constaté que les changements de poids corporel n'étaient pas significativement différents 

entre les groupes expérimentaux et que le taux de conversion alimentaire n'était pas affecté par la 

supplémentation probiotique. Un travail réalisé à Jijel (Algérie) par Idoui et al. [83] ayant 

supplémenté la ration du poulet de chair par Lactobacillus plantarum a  montré que les meilleures 

performances de croissance sont enregistrées avec les sujets à probiotique. 

I.2.6.3.2 Effet sur la prise alimentaire et l'efficacité de la conversion des aliments 

 
 
Naik et al. [84] ont évalué l'effet des probiotiques Lb.acidophilus, Saccharomyces cerevisiae et 

leur combinaison sur les performances du poulet de chair et ont rapporté que la supplémentation 

du régime basal par 0,05% de Lactobacillus améliorait l'efficacité alimentaire comparativement 

aux témoins. Safalaoh et al. [85]ont montré que les microorganismes efficaces (probiotiques) 

améliorent l'efficacité alimentaire  du poulet de chair seuls ou avec des antibiotiques, ce qui est 

plus prononcé à la dose la plus élevée (30g / kg d’aliment). Upendra et Yathiraj [86] ont observé 

que la supplémentation avec un produit multi-souches encapsulées à 250g / Tonne d’aliment a 
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abouti à une amélioration du ratio de la conversion alimentaire, qui était de 10,8% supérieure à 

celui du témoin. Chitra et al. [87] ont signalé que l'ajout de probiotiques et d'acide ascorbique, 

indépendamment ou simultanément, soit dans l'alimentation, soit dans l'eau potable pour le poulet 

de chair, avait permis une amélioration significative (P <0,01) de la consommation totale et de 

l'efficacité alimentaire pendant la saison estivale. Anjum et al. [88] ont obtenu une amélioration 

significative (P ≤ 0,05) du taux de conversion alimentaire après la supplémentation de la ration 

avec un probiotique multi-souches chez le poulet de chair, mais aucune amélioration de l'apport 

alimentaire n'a été observée. 

I.2.6.3.3 Réduction de la mortalité    
 

Shome et al. [89] n’ont obtenu une mortalité chez le poulet de chair à ration supplémenté avec Lb. 

acidophilus et Lb. salvarius et un taux de mortalité de 12,7% dans le lot témoin, principalement 

due aux bactéries entéropathogènes. Upendra et Yatiraj [86] ont enregistré une réduction 

significative (P <0,05) (54,25%) de la mortalité des poussins lorsque ceux-ci ont été nourris avec 

des régimes supplémentés par un produit multi-souches. Bhatt et al. [90] ont observé un effet 

favorable sur la survie des poulets de chair après l'ajout de probiotiques dans l'alimentation. 

Kaistha et al.  [91] ont enregistré une mortalité moindre chez les poulets de chair nourris avec des 

régimes supplémentés par Lb.acidophilus, Streptococcus uberis et Saccharomyces cerevisiae. De 

même, Samantha et Biswas [92] ont observé que la mortalité était réduite chez le poulet de chair 

nourris avec des suppléments probiotiques. Cependant Sabiha et al. [93] ont indiqué que la 

mortalité n'était pas affectée par la supplémentation de la ration par des probiotiques chez le poulet 

de chair. En Algérie, un travail mené par Temmim et al. a [94] montré que l’addition de 

Pediococcus acidilactici n’a pas significativement modifié la croissance des poulets mais a permis 

de réduire le taux de mortalité global. 

I.2.6.3.4 Effets sur la production et la qualité des œufs 
 

Beaucoup d’études ont été réalisées dans ce sens. Daneshyar et al. [95] ont indiqué que l'ajout de 

probiotiques n'a pas eu d'effet significatif sur la production d'œufs et leur taille, mais un effet 

significatif a été enregistré sur le poids de l'œuf. Le même résultat a été rapporté par Ramasamy et 

al. [96] ayant utilisés la culture de Lb.acidophilus, celle-ci n'a pas influencé la production d'œufs 

pendant toute la période expérimentale et aucune différence significative n’a été trouvée avec le 

poids des œufs. Davis et Anderson [97] n’ont également trouvé aucune amélioration significative 
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dans la production d'œufs chez les poules dont la ration était supplémentée avec un produit 

commercial contenant des espèces de Lactobacillus. 

Par ailleurs, Yörük et al. [98] ont rapporté que la production d'œufs chez les souches Hisex Brown 

à ration supplémenté par des probiotiques contenant Lb.plantarum, Lb.delbrueckii subsp. 

bulgaricus, Lb.acidophilus, Lb.rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Streptococcus salivarius 

subsp. thermophilus, Enterococcus faecium, Aspergillus oryza et Candida pintolopesii  était plus 

importante comparativement au lot témoin. De plus, il y a eu des augmentations linéaires de la 

production d'œufs avec l’augmentation de la supplémentation en probiotiques (relation 

dose/réponse). 

I.2.6.3.5 Potentiel de l'hypocholestérolémie 

 

A ce sujet assez de travaux ont été réalisés. Mansoub [79] a trouvé que le taux de cholestérol 

sérique diminuait significativement chez les animaux supplémentés avec les probiotiques  à 

Lactobacillus compararativement à celui du groupe contrôle. De même, par comparaison au 

témoin, il y  avait une diminution significative du taux de triglycérides chez les groupes de poulet 

de chair traités avec Lb. acidophilus et Lb. casei. Kurtoglu et al. [99] ont rapporté que les 

suppléments probiotiques à base de Bacillus licheniformis et Bacillus subtilis ont diminué le 

cholestérol du jaune d'œuf et le taux de cholestérol sérique dans les hybrides de la souche Brown-

Nick. 

Par ailleurs, Corcoran et al. [100] ont rapporté que la vitesse de digestion des graisses est liée à la 

concentration des acides de la vésicule biliaire dans la digestion de latex et par la suite la 

concentration en lipides. Les probiotiques Lb. acidophilus et Lb.casei utilisés dans le régime 

alimentaire ou l'eau provoquent une diminution de la sécrétion des acides biliaires, ce qui a 

entraîné une diminution de la capacité de la digestion des graisses, donc une diminution du niveau 

lipidique sanguin [100]. De même, il a été prouvé qu’in vitro Lb. acidophilus peut absorber le 

cholestérol et ce phénomène peut diminuer le taux de cholestérol sanguin [101]. 

I.2.6.4 Facteurs d’efficacité des probiotiques  

 

L'utilisation de probiotiques dans l'alimentation animale pourrait être renforcée par un criblage 

préalable in vitro: l'activité antimicrobienne, la survie dans le tractus gastro-intestinal, les études 

d'adhésion à la muqueuse intestinale et la sensibilité aux antibiotiques sont parmi les principales 

propriétés probiotiques qui devraient être analysées pour évaluer la fonctionnalité et la sécurité. 
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Les méthodes moléculaires avancées, par ex. les puces à ADN, permettra d'améliorer la détection 

de ces multiples caractéristiques et permet également l'analyse, au niveau génomique, des 

propriétés phénotypiques et génétiques utiles à la production industrielle [102]. 

L'activité probiotique pourrait être liée à des genres, espèces ou souches. Une approche dans 

l'application probiotique pourrait être l'utilisation de mélanges de souches appartenant à différents 

genres ou espèces [81]. Le moment et la durée de l'administration des probiotiques peuvent être un 

facteur influant sur l'efficacité. Un autre déterminant peut être l'âge des animaux; au début de la 

vie, les habitudes de colonisation sont instables et les animaux nouveau-nés sont alors sensibles 

aux agents pathogènes de l'environnement. La colonisation initiale revêt une grande importance 

pour l'hôte car les bactéries peuvent moduler l'expression des gènes dans les cellules épithéliales, 

créant ainsi un habitat favorable pour eux-mêmes [103]. 

I.2.6.5 Variation de l’efficacité des probiotiques chez la volaille  
 

Il existe un large éventail de micro-organismes utilisés comme probiotiques, avec des variations 

d'espèces et de souches de la même espèce, et par conséquent, ils présentent des variations dans 

leur activité métabolique et justifient les variations dans les résultats de leur utilisation. Cependant, 

d'autres facteurs peuvent justifier les variations dans les résultats de l'utilisation de probiotiques 

chez les volailles, telles que l'espèce d'origine, la méthode de préparation du probiotique, la survie 

des microorganismes colonisant dans les conditions du tractus gastro-intestinal, l'environnement 

où les poules sont élevés, le temps d'application des probiotiques et la voie d'application, l'état 

immunologique des animaux, la lignée de la volaille évaluée, ainsi que l'âge des poussins et 

l'utilisation concomitante d'antibiotiques [65]. 

Fuller [62] a souligné que la spécificité de l'adhésion des lactobacilles (l'un des types de 

probiotiques les plus utilisés chez la volaille) aux cellules épithéliales est spécifique à l'hôte, et si 

la colonisation est atteinte, il est essentiel d'administrer des bactéries issues de l'espèce hôte pour 

laquelle ils sont donnés. 

D'autre part, il est intéressant de mentionner qu'il existe des probiotiques présentant de l'efficacité 

même s'ils n'ont pas été isolés de l'espèce hôte originale. A titre d'exemple, on peut citer les 

travaux développés par Impey et al. [104] et Schneitz et Nuotio [105] ayant montré que le 

microbiote naturel du poulet et des dindes fournit une protection réciproque pour les poussins et 

les dindonneaux. 

En ce qui concerne la méthode de préparation des probiotiques, Fuller [106] a rapporté que même 

la source de glucides utilisée dans le milieu de croissance pendant la préparation du probiotique 
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peut affecter la capacité du micro-organisme à adhérer à l'épithélium intestinal de la volaille et la 

capacité d'adhérence peut également changer pendant son cycle de croissance. Par conséquent, 

même si deux souches sont identiques, la forme par laquelle elles ont été préparées peut entraîner 

des variations dans les résultats [107]. 

En outre, pour qu'un micro-organisme soit choisi pour être utilisé comme probiotique, il est 

nécessaire qu'il puisse surmonter certaines barrières qui seraient nuisibles à sa survie dans le 

tractus gastro-intestinal. Mills et al. [108] ont rapporté qu'avant que les bactéries probiotiques 

puissent commencer à remplir leur rôle physiologique dans l'intestin, elles devraient soutenir un 

certain nombre de tensions pour s'assurer qu'elles atteignent le site cible en nombre suffisant pour 

élucider leur effet. 

Pour être dans un état hautement viable pendant la transformation, le stockage et le transit 

intestinal, les bactéries passent par des conditions défavorables comprenant la température, 

l'acidité, la bile, l'exposition au stress osmotique et oxydatif à la fois dans la matrice de production 

et pendant le transit intestinal [109].  

Dans une recherche développée par Dilworth et Day [110], les auteurs ont vérifié que l'effet de la 

supplémentation avec Lactobacillus spp. sur la croissance de la masse corporelle et la conversion 

alimentaire chez les poulets de chair est significativement plus élevée lorsque les taux de 

méthionine, de cystine et de lysine dans l'alimentation sont réduits. 

Concernant l'âge, Mohan et al. [111] ont constaté que les effets bénéfiques des probiotiques ont 

été observés au cours de la phase de croissance initiale, avant 28 jours et non après 49 jours d'âge. 

Certes, au cours des premiers stades de la vie, le microbiote intestinal est dans un état instable et 

les micro-organismes donnés par voie orale trouvent probablement une niche à occuper [107]. Par 

conséquent, Siriken et al. [112] ont indiqué que l'existence d'un microbiote intestinal au moment 

de l'administration ainsi que l'état de santé de l'hôte doivent être pris en considération lorsqu'un 

probiotique est administré pour la suppression des bactéries pathogènes. 

 Genre Lactobacillus 

Le genre Lactobacillus (fig.3.3) appartient aux bactéries lactiques (BL), un groupe d'espèces 

bactériennes  Gram-positives, catalase négatives qui sont capables de produire l'acide lactique 

comme principal produit final de la fermentation des glucides. Lactobacillus est un genre bien 

caractérisé appartenant au phylum des Firmicutes, classe des Bacilli, ordre des Lactobacillales, et 

famille des Lactobacillaceae. Ce sont des bâtonnets non-sporulés gram-positifs qui sont catalase 

négative, habituellement non-mobile, ou mobiles par des flagelles peritriches. Leur température de 
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croissance va de 20 à 53 °C, l'optimum étant compris entre 30 et 40 °C et leur pH va de 5,5 à 6,2 

[110].  

Ce sont des anaérobies aérotolérants, et l'atmosphère microaérophile avec 5 à 10% de CO2 peut 

améliorer leur croissance. Le glucose est utilisé de façon homofermentaire ou hétérofermentaire et 

ils ont des besoins nutritionnels complexes pour les acides aminés, les glucides, les peptides, les 

dérivés d'acides nucléiques, les vitamines, les sels, les acides gras ou les esters d'acides gras [113]. 

Lactobacillus comprend 113 espèces reconnues et 16 sous-espèces. Le genre Lactobacillus est très 

hétérogène, englobant des espèces présentant une grande variété de propriétés phénotypiques, 

biochimiques et physiologiques. Cette hétérogénéité peut être vue dans la plage de pourcentage G 

+ C de l'ADN génomique des espèces incluses dans le genre, qui varie de 32 à 54% [114]. 

I.2.6.6 Méthodes d'administration des probiotiques 

 

Il existe quatre méthodes différentes pour administrer les probiotiques : 

I.2.6.6.1 Traitement des oiseaux individuellement 
Pratiquement, il existe quatre manières différentes de traiter individuellement les oiseaux [105, 

115]: 

 Introduire le matériau de traitement dans le jabot par un tube et une seringue ; 

 Introduire le matériau de traitement dans le bec en utilisant une seringue hypodermique ; 

 Permettre à chaque poussin de boire du bout d'une pipette ; 

 Tremper le bec de l'oiseau dans le matériau de traitement, qui est une méthode 

recommandée d’utiliser au laboratoire. 

I.2.6.6.2 Administration via l'eau potable 
Cette méthode a été introduite par Rantala [116]. La méthode est efficace en tant que traitement de 

poussins individuels par gavage même si la première application sur le terrain de la méthode n'a 

montré qu'une réduction de 11% de l'incidence de Salmonella typhimurium var. copenhagen [117]. 

L'application pratique des préparations de probiotiques à travers la première eau potable des 

poussins à peine éclos pendant que l'aliment est retenu n'est pas toujours optimale. Parfois, 

certains poussins refusent de boire et la préparation du probiotique se propage de façon inégale 

parmi le troupeau. La viabilité des organismes anaérobies montre un déclin rapide en particulier 

dans l'eau chlorée [65]. 

I.2.6.6.3 Administration dans l'aliment 
Les probiotiques classiques comme Lactobacillus ou Streptococcus donnent rarement des résultats 

optimaux dans les aliments granulés habituellement donnés aux poulets de chair. Cela semble être 
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dû au fait que les bactéries lactiques sont détruites partiellement ou totalement au cours du procédé 

de granulation [118]. La température optimale de viabilité des bactéries lactiques est d'environ 35-

38°C [65], tandis que la granulation peut augmenter la température de l'alimentation finie jusqu'à 

80°C. Gould et Hurst [119] ont signalé que les spores de Bacillus sont bien connues pour pouvoir 

survivre à des températures élevées. Toyocerin®, probiotique contenant des spores de Bacillus 

toyoi, est un promoteur de croissance potentiel [120]. 

 

Tableau 1. Liste des probiotiques appliqués ou étudiés pour l'application dans l'alimentation 
animale [121] 

Genres Espèces   

Bactéries  

Bifidobacterium B. animalis (B animalis subsp. animalis) 

B. lactis (B. lactis subsp. lactis) 

B. longum (B. longum subsp. longum) 

B. pseudolongum (B. pseudolongum subsp. 
pseudolongum) 

B. thermophilum 

Enterococcus  

 

E. faecium 

E. faecalis 

Lactobacillus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lb. acidophilus 

Lb. amylovorus 

Lb. brevis 

Lb. casei (L. casei subsp. casei) 

Lb. crispatus 

Lb. farmicinis 

Lb. fermentum 

Lb. murinus 

Lb. plantarum (Lb. plantarum subsp. plantarum) 

Lb. reuteri 

Lb. rhamnosus 
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Tableau 1. (Suite)   

 

 

 

Lb. salivarius 

Lb. sobrius (Lb. amylovorus) 

Lactococcus  

 

Lc. lactis subsp. cremoris 

Lc. lactis subsp. lactis 

Leuconostoc 

 

Ln. citreum 

Ln. lactis 

Ln. mesenteroides 

Pediococcus  

 

P. acidilactici 

P. pentosaceus subsp. pentosaceous 

Propionibacterium  P. freudenreichii 

Streptococcus 

 

 

S. infantarius 

S. salivarius subsp. salivarius 

S. salivarius subsp. thermophilus 

Bacillus 

 

B. cereus var. toyoi 

B. licheniformis 

B. subtilis 

Levures   

Saccharomyces 

 

S. cerevisiae 

S. boulardii (S. cerevisiae) 

S. pastorianus (synonyme de Saccharomyces 

carlsbergensis) 

Kluyveromyces  K. fragilis 

Champignons   

Aspergyllus  

 

A. orizae 

A. niger 
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I.2.6.6.4 Application aux gouttelettes et à la pulvérisation 
 

Pivnick et Nurmi [122] ont d'abord appliqué la méthode d'administration de probiotiques en 

utilisant des aérosols. Goren et al. [123] ont développé une méthode d'application par 

pulvérisation pour traiter des poussins nouvellement éclos, soit dans les éclosoirs eux-mêmes, soit 

dans les boîtes de transport des poussins. Les poussins nouvellement éclos ont été traités avec un 

homogénat de culture provenant soit du jabot ou de la  matière caecale ou un mélange des deux 

cultures de microorganismes des poules adultes cultivés de manière aérobie et anaérobie. 

L'application par pulvérisation de cultures de probiotiques dans les éclosoirs suivie par 

l'administration de l'eau potable à la ferme est très efficace pour le contrôle de Salmonella [124]. 

Schneitz [125] a étudié la méthode d'application automatisée par pulvérisation de probiotiques, 

une cabine automatisée pour la vaccination contre la bronchite infectieuse a été utilisée. 

Par ailleurs, Ghadban [126] a rapporté que l'application par pulvérisation de probiotiques lorsque 

50 à 60% des poussins ont été éclos, suivie d'un traitement des poussins par leur première eau 

potable à la ferme, était une méthode hautement efficace pour contrôler Salmonella, E.coli et dans 

l'amélioration de la croissance des poussins traités. 

                     

I.2.7 Les bactériocines  
 

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens synthétisés ribosomiquement par des bactéries 

qui sont actives contre d'autres bactéries, et contre lesquelles les souches productrices sont 

protégées par un système d'immunité dédié. Elles peuvent subir ou non des modifications post-

traductionnelles qui leur confèrent des structures et des mécanismes d'action très divers. Il est 

évident que les producteurs de bactériocines sont très répandus dans la nature. Leur présence 

fréquente est probablement un reflet de leur importance pour fournir des avantages concurrentiels 

dans des niches microbiennes complexes [127]. En effet, il a été suggéré que de nombreuses 

souches produisent seulement des bactériocines dans des environnements surpeuplés et privés de 

nutrition [128]. Le terme "bactériocine" a d'abord été inventé il y a plus de 50 ans pour décrire le 

prototype de bactériocine Gram-négative, la colicine [129]. Cependant, la première référence à 

l'inhibition à médiation par les bactériocines remonte à plus de 130 ans lorsque Pasteur et Joubert 

[130] ont signalé l'inhibition de Bacillus anthracis par des bactéries isolées d'échantillons d'urine. 

Les bactériocines se subdivisent en deux groupes : celles produites par des bactéries Gram 

positives et celles produites par des bactéries Gram négatives : 
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I.2.7.1 Bactériocines produites par les bactéries Gram positives  

 

La classification des bactériocines à partir de bactéries Gram-positives est compliquée par leur 

hétérogénéité et donc, comme le nombre de bactériocines Gram positives identifiées a continué 

d’augmenter, les schémas de classification ont dû évoluer en permanence. La classification 

présentée ici est revue en 2011 par Rea et al. [131] mais a été proposée avant par Cotter et al. en 

2005 [11].                        

I.2.7.1.1 Classe I: Bactériocines modifiées post-traductionnellement  
 

Traditionnellement, le groupe des bactériocines modifiées après la traduction ne contenait que les 

lantibiotiques. Cependant, l'identification d'un certain nombre de bactériocines supplémentaires 

modifiées après la traduction a confondu cette question. En conséquence, Rea et al. [131]  ont 

proposé de diviser la classe I en classe Ia (les lantibiotiques), Ib (les labyrinthopeptines) et Ic (les 

sactibiotiques) : 

a. Classe Ia (Lantibiotiques) 

Le terme lantibiotique, dérivé des antibiotiques contenant de la lanthionine, est généralement 

appliqué aux petits peptides (< 5 kDa; 19-28 acides aminés de longueur), qui subissent 

d'importantes modifications post-traductionnelles et contiennent de la lanthionine (Lan) et / ou la 

β-méthyllanthionine, ainsi que d'autres acides aminés inhabituels, le plus souvent, la 

déshydroalanine (DHA) et la dehydrobutyrine (Dhb) [130]. 

b. Classe Ib (Labyrinthopeptines) 

C’est une nouvelle classe de peptides modifiés post-traductionellemet. Les labyrinthopéptines sont 

nouvellement identifiées, ainsi nommées en conséquence de leur structure "labyrinthique", se 

distinguent par la présence de la labionine, un acide aminé carbacyclique, non encore identifié, 

modifié post-traductionnellement. Actinomadura namibiensis produit les labyrinthépéptines A2 et 

A1 qui sont remarquables en raison de leur activité contre le virus de l'herpès simplex et 

présentant un potentiel comme agents pour le traitement de la douleur neuropathique [132].  

c. Classe Ic (Sactibiotiques) 

L'élucidation de la structure de la subtilosine A a créé une énigme intéressante. La subtilosine A, 

produite par Bacillus subtilus, est un peptide cyclique mais diffère significativement de toutes les 
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autres bactériocines circulaires en ce qu'elle est considérablement plus petite en taille et largement 

modifiée après la traduction, avec des liaisons croisées formées entre les sulfures de trois résidus 

cystéine et le carbone a deux phénylalanines et d'une threonine [133, 134]. 

I.2.7.1.2 Classe II: Bactériocines non modifiées  
 

Le groupe de bactériocines de classe II est un groupe hétérogène de peptides (<10 kDa) constitué 

de résidus d'acides aminés standards (qui peuvent être liés par des ponts disulfure ou cyclisés aux 

extrémités N et C) [131]. 

a. Classe IIa (Bacteriocines de type Pediocine) 

Les bactériocines de type pédiocine sont produites par une large gamme de bactéries Gram 

positives. Ces dernières années, elles ont été reconnues comme ayant un potentiel de conservateurs 

naturels des aliments et dans d'éventuelles applications biomédicales par leur inhibition des 

bactéries détériorant / pathogènes telles que Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus et 

des bactéries formant des spores telles que Bacillus cereus et Clostridium perfringens [135]. 

Il existe 28 bactériocines différentes dans la classe IIa [136]. Une caractéristique qui unit tous les 

membres est leur spectre étroit d'activité et leur puissance élevée contre L. monocytogenes. Ils 

vont de 55 acides aminés pour l'acidocine A [137] à 37 acides aminés dans le cas de la sakacine G 

[138] et partagent une région N-terminale conservée contenant les acides aminés YGNGV- X1-C-

X2-K / N-X3-X4-C (où X représente un quelconque acide aminé). 

b. Classe IIb: Bactériocines à deux peptides non modifiées 

Il existe actuellement 16 bactériocines à deux peptides non modifiées [136]. Ceux-ci sont d'abord 

d'origine BL, mais cette sous-classe contient également la brotochine-B qui est une bacteriocine 

antibotulinum produite par Brochothrix campestris. Le nombre de résidus d'acides aminés à 

l'intérieur de ces peptides varie de moins de 40 résidus d'acides aminés, par exemple, la 

plantaricine S et la lactococcine G avec 26/24 et 39/35 résidus dans ses deux peptides 

respectivement [139, 140] à des peptides plus grands tels que la brochocine-C, la sakacine T, la 

gasséricine T et la lactacine F, auquel cas au moins un des peptides a une longueur supérieure à 50 

acides aminés [141, 142]. 
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c. Classe IIc: Bacteriocines circulaires 

Comme pour d'autres bactériocines, les peptides de classe IIc sont synthétisés ribosomiquement et 

sont donc distincts des peptides cycliques antimicrobiens synthétisés par voie enzymatique tels 

que la gramicidine-S et la mycosubtiline [143, 144]. Les protéines précurseurs de classe IIc 

subissent des modifications post-traductionnelles conduisant à la liaison covalente de leurs 

terminaisons N et C pour créer un squelette circulaire [144]. 

d. Classe IId: Bacteriocines non modifiées, linéaires, ne ressemblant 

pas à la pédiocine 

Selon les différents schémas de classement, les bactériocines peptidiques unidimensionnelles, ne 

ressemblant pas à la pédiocine, non modifiées sont placées dans la classe IId, Tout simplement 

parce qu'elles ne sont pas conformes à l'un des critères définis dans les schémas de classement 

actuellement disponibles [11, 136, 145]. En conséquence, ce groupe de bactériocines englobe une 

compilation hétérogène de peptides antimicrobiens provenant d'une grande variété de souches 

provenant de diverses niches écologiques dont la lactococcine A, la première à être isolée, et la 

plus caractérisée. Nissen-Meyer et al. [136] ont classé 31 bactériocines de classe IId qui sont 

principalement d'origine BL mais ont également été isolées de Staphylococcus et Weissella sp.  

I.2.7.1.3 Bactériolysines  
 

Les bactériolysines (anciennement des bactériocines de classe III) sont des protéines de grandes 

tailles, antimicrobiennes thermolabiles. Leur mécanisme d’action est diffèrent de celui des autres 

bactériocines car elles agissent en hydrolysant la paroi bactérienne des cellules sensibles. Il 

semblerait que la partie N-terminale montre des homologies avec les 26 endopeptidases alors que 

la partie C-terminale sert de site de reconnaissance. Les bactéries productrices ne possèdent pas 

toujours d’immunité contre leur production [11]. 

I.2.7.2 Bactériocines des bactéries Gram négatives  

 

Les bactériocines produites par les bactéries Gram négative sont majoritairement produites par des 

souches d’Escherichia coli. Ces bactériocines sont subdivisées en deux groupes, celui des 

protéines de haut poids moléculaire appelé colicines, et celui des peptides de faible poids 

moléculaire, les microcines [146]. 
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I.2.7.2.1 Colicines  
 

Les colicines sont les bactériocines les plus étudiées provenant de bactéries à Gram négatif [147-

149]. Il s'agit de protéines bactéricides de masse moléculaire élevée (30-80 kDa) produites par de 

nombreuses souches d'E. coli hébergeant un plasmide colicinogène en période de stress. La 

production de colicines est mortelle pour les cellules productrices, en conséquence de la 

production concomitante d'une protéine de lyse, coexprimée avec cette bactériocine. L'opéron de 

colicine typique contient un à trois gènes: un gène codant pour la colicine (cxa pour l'activité de la 

colicine X), un gène souvent situé en aval du gène structural codant pour la protéine d'immunité 

(cxi pour l'immunité à la colicine X ou imX) et un gène codant la protéine de lyse (ou protéine de 

libération de bactériocine), dont le produit permet la libération de la colicine dans le milieu 

externe [146]. 

La classification élaborée pour les colicines repose à la fois sur leurs mécanismes de destruction et 

sur la machinerie d'absorption qu'elles utilisent [147, 148]. En effet, les colicines tuent les cellules 

cibles à travers trois mécanismes principaux (1) en faisant des canaux dépendants de la tension 

dans la membrane interne des bactéries cibles, (2) par une action de nucléase dans le cytoplasme 

ou (3) en dégradant le peptidoglycane [150]. L'activité des colicines nécessite une étape de 

reconnaissance qui utilise un certain nombre de récepteurs normalement impliqués dans 

l'absorption de nutriments essentiels tels que la vitamine B12 (cobalamine), le fer ou les 

nucléosides liés aux sidérophores, qui ont été occupés par les colicines, les aidant à pénétrer plus 

efficacement dans les bactéries cibles [146]. 

a. Colicines du groupe A  

Les colicines du groupe A nécessitent les protéines Tol ou un sous-ensemble de ces protéines (par 

exemple TolA / TolQ pour la colicine E1 et TolA / TolQ / TolR pour la colicine N) en plus d’une 

lipoprotéine d’ancrage en dehors de la membrane. Elles sont codées par de petits plasmides et sont 

libérées dans le milieu de culture. Le groupe A comprend les colicines A, E1 à E9, K, N, U [148] 

et S4 [151]. 

 

b. Colicines du groupe B  

Toutes les colicines du groupe B ont besoin de protéines du système membranaire TonB / ExbB / 

ExbD. Ces colicines sont codées par de grands plasmides et ne sont pas libérées dans le milieu, le 

groupe B comprend les colicines B, D, Ia, M, 5 et 10 [148]. 
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En outre, les bactériocines de type colicine, qui ont été caractérisées dans des bactéries non-E. 

coli, sont également réparties entre les deux groupes A et B [130]. 

I.2.7.2.2 Les microcines  
 

Les microcines sont des peptides antibactériens codés par des gènes, avec des masses moléculaires 

inférieures à 10 kDa, produites par des entérobactéries, et sont généralement résistants aux 

protéases, aux pH extrêmes et à la température [146]. Ils sont sécrétés dans des conditions 

d'épuisement des nutriments et exercent une activité antibactérienne puissante contre des espèces 

étroitement apparentées. Des clusters de gènes typiques codant pour le précurseur de la microcine, 

le facteur d'auto-immunité, les protéines de sécrétion et fréquemment les enzymes de modification 

post-traductionnelle sont situés soit sur des plasmides, soit sur le chromosome. Contrairement à la 

plupart des antibiotiques d'origine microbienne, qui sont synthétisés de façon non ribosomique par 

des enzymes multimodulaires appelées synthétases peptidiques, les microcines sont synthétisées 

ribosomiquement comme précurseurs, qui sont en outre modifiées enzymatiquement. Ils forment 

une classe restreinte de puissants peptides antibactériens [130].  

Jusqu'à présent, 14 microcines ont été signalées, dont sept seulement ont été isolées et 

caractérisées. Malgré le faible nombre de molécules connus, les microcines présentent une 

diversité de structures et de mécanismes antibactériens[152]. 

a. Les microcines de classe I 
 

Elles sont codées par des groupes de gènes dans lesquels le gène d'auto-immunité n'est pas situé à 

proximité du gène de structure de la microcine. Deux ou trois gènes impliqués dans des 

modifications post-traductionnelles du squelette d'acides aminés sont situés adjacents au gène de 

structure. En outre, au moins un gène est impliqué dans l'auto-immunité et l'exportation [152]. 

Dans cette classe, on trouve trois peptides ayant une taille comprise entre 1 et 3 kDa, qui sont les 

microcines (Mcc) B17, C7/C51 et J25. La Mcc B17 est produite par diverses souches d’ E. coli 

hébergeant le plasmide conjugué pMccB17 de 70 kb [153, 154]. La Mcc C7/C5 est considérée la 

plus petite microcine caractérisée jusqu'à présent, la MccC7 a d'abord été isolée par Moreno et ses 

collaborateurs à partir de surnageants de culture de souches d’E. coli hébergeant le plasmide 

pMccC7 à une seule copie de 43 kb [155, 156]. Les auteurs l'ont appelé MccC7. Plus tard, la 

même molécule a été isolée par Khmel et ses collaborateurs provenant de souches de E. coli 

hébergeant le plasmide pMccC51 à faible nombre de copies de 38 kb [157] et le peptide a été 
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appelé MccC51. La Mcc J25 est codée par le plasmide pTUC100 à faible nombre de copies de 60 

kb, trouvé dans la souche fécale E. coli AY25[158]. Les peptides de la classe I subissent de 

nombreuses modifications post-traductionnelles telles qu’une cyclisation dans le cas de la Mcc 

B17, une adénylation de la partie C-terminale de la Mcc C7/C51 et la formation d’une structure en 

lasso dans la Mcc J25 [152]. 

b. Les microcines de classe II 
 

Elles sont des polypeptides d’une masse de 4,9 à 8,99 kDa produits par les Enterobacteriaceae et 

actifs contre ces mêmes bactéries. Suivant leur structure et l’arrangement de l’information 

génétique servant à la biosynthèse des peptides, elles sont divisées en deux groupes [152]. 

L’organisation du système génétique impliqué dans la biosynthèse des microcines de classe II 

comprend toujours au moins un gène de structure pour le précurseur, un gène d’immunité et au 

moins deux gènes codant le transporteur ABC et sa protéine accessoire nécessaire à la sécrétion du 

peptide [159]. Cet ensemble de gènes, qui sont homologues parmi les microcines de classe II, 

nécessite que la protéine tolC chromosomique soit fonctionnelle [147, 160, 161]. 

b1. Les microcines de la classe IIa 

Les microcines appartenant à ce groupe sont caractérisées par l’absence de modification post-

traductionnelle. On retrouve dans ce groupe trois bactériocines, que sont les microcines V, L et 24. 

Les mécanisme d’action des microcines de la classe II ont été très peu étudiés [159], ce qui nous a 

motivé à mieux chercher de comprendre le mécanisme d’action de la microcine V dans le chapitre 

II de la partie pratique de cette thèse. 

 La microcine V 

La MccV était la première substance antibiotique rapportée à être produite par E. coli [162]. Cet 

agent antibactérien a été initialement nommé colicin V (ColV) [163]. Cependant, en raison de 

plusieurs caractéristiques (faible poids moléculaire, production non inductible et système 

d'exportation dédié ), Il est devenu évident que ColV devrait être classé dans les microcines [161, 

164]. Dans cette thèse, nous continuons  de la nommer MccV, mais le lecteur doit garder à l'esprit 

que la plupart de la littérature sur cette microcine utilise la terminologie ColV. La MccV est 

sécrétée par diverses souches d‘E. coli hébergeant des plasmides pColV de grande taille (> 80 kb), 

à faible nombre de copies [165]. Un fragment d'ADN de 4,2 kb provenant du plasmide pColV-

K30 de 144 kb est requis pour la production, l'exportation et l'auto- immunité. Quatre gènes 
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répartis dans deux opérons convergents ont été identifiés [161, 166, 167]. Le gène structural cvaC, 

codant pour le précurseur de MccV de 103 acides aminés, et le gène d'auto-immunité cvi forment 

le premier opéron. Le système d'exportation dédié de MccV a été bien caractérisé [168, 169] et 

implique deux gènes qui forment le second opéron [161]. Le gène cvaA code pour une protéine 

ancrée à la membrane interne avec une région C-terminale s'étendant dans l'espace péri-

plasmique[170]. Le gène cvaB Code un transporteur ABC de membrane interne. Deux promoteurs 

ont été identifiés en amont de cvaA et en aval de cvi [171]. L'analyse de séquence nucléotidique 

de 12 plasmides producteurs de MccV isolés de souches naturelles d’E. coli a révélé un faible 

niveau de polymorphisme dans la région cvaC-cvi de 683 pb, ce qui suggère une forte stabilité du 

groupe de gènes de la MccV. 

 

                 Figure 3. Organisation génétique des grappes de gènes de la microcine [152].   

 

Les gènes sont indiqués par des flèches (figure 3) dont la direction fait référence à la transcription 

génique. Le gène codant pour les précurseurs de la microcine est représenté en vert. Les gènes 

nécessaires à l'auto-immunité et à l'exportation de la microcine sont indiqués respectivement en 

rouge et bleu. Les promoteurs sont indiqués par des croissants. Le nom des gènes est indiqué au-

dessous de chaque gène [152]. 

 

                      Figure 4. Séquences de la MccV mature comme mentionnée à Bactibase[172] 

 

 La microcine L 

La microcine L (MccL) est produite par la souche E. coli LR05 isolée de l'intestin de volaille 

[173]. Cet isolât exprime également la MccB17, la MccD93 et la MccJ25[174]. Le séquençage de 

pL102,  a montré que le gène cluster de la MccL est constitué de quatre gènes codant les 

105acides aminés, qui sont le précurseur de MccL (MclC), la protéine d'auto-immunité de la 

microcine (mclI), et les protéines d'exportation de la microcine (mclA et mclB). Les gènes mclA 
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et mclB sont hautement homologues (99% et 96% d'identité) à cvaA et cvaB codant pour le 

système d'exportation de la MccV[152]. 

 La microcine 24 

La Mcc24 (anciennement la colicine 24) est sécrétée par la souche uropathogène E. coli 2424 et 

ses déterminants génétiques sont situés sur le plasmide conjugué p24-2 [175]. 

b2. Les microcines de la classe IIb 

Les peptides de la classe IIb sont des polypeptides linéaires transportant en C-terminal un 

sidérophore ajouté après la traduction de la protéine [159]. Ces peptides possèdent en C-terminal 

une séquence de 10 acides aminés hautement conservée qui servirait à la reconnaissance [184]. 

L’information génétique pour la biosynthèse de ces microcines est portée sur le chromosome. En 

plus des gènes présents pour la biosynthèse des microcines de classe II a, des gènes codant des 

enzymes impliquées dans les modifications post-traductionnelles sont nécessaires [159]. On 

retrouve dans cette classe, les microcines E492, H47, M et sûrement les G492 et I47. La microcine 

E492 montre un mécanisme d’action de type formation de pores [176] alors que la microcine H47 

semble plutôt interagir avec la partie F0 de l’enzyme multimérique F0F1 ATP synthase [177]. 

I.2.7.3 Applications des bactériocines  

 

Les bactériocines produites par les BL présentent plusieurs caractéristiques qui les rendent encore 

plus attrayantes pour la conservation des aliments, vu que les BL ont une longue histoire 

d'utilisation sûre dans les aliments ; ces bactéries et leurs produits cellulaires - y compris les 

bactériocines  sont généralement reconnus comme sûrs; Les bactériocines des BL ne sont pas 

actives et non toxiques sur les cellules eucaryotes et en raison de leur nature protéique, les 

bactériocines devraient être inactivées par les protéases digestives et ne pas exercer d'effets 

significatifs sur le microbiote intestinal aux concentrations ingérées [128]. En outre, les 

bactériocines des BL peuvent être appropriées comme conservateurs, étant donné  leur spectre 

antimicrobien parfois large, leur activité synergique avec d'autres antimicrobiens, un mode 

d'action bactéricide exercé au niveau membranaire, la stabilité sous les conditions de chaleur et de 

pH exercées lors du traitement de nombreux aliments, et surtout leurs déterminants génétiques 

(habituellement codés par un plasmide), ce qui facilite la manipulation génétique et le 

développement de souches productrices avec des propriétés technologiques améliorées [5].  
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L'utilisation de bactériocines dans la conservation des aliments peut être bénéfique sous plusieurs 

aspects [178, 179]: (1) réduire les risques d'intoxication alimentaire, (2) diminuer la contamination 

croisée dans la chaîne alimentaire (3) améliorer la durée de conservation des produits alimentaires, 

(4) protéger les aliments pendant les épisodes de mauvais traitement de la température, (5) réduire 

les pertes économiques causées par la détérioration des aliments, (6) réduire les niveaux de 

conservateurs chimiques ajoutés, (7) réduire l'intensité des traitements physiques, permettant ainsi 

une meilleure conservation de la valeur nutritive des aliments et éventuellement une diminution 

des coûts de transformation, (8) peuvent éventuellement constituer d'autres barrières de 

conservation pour les aliments "nouveaux" (moins acides, avec une teneur en sel plus faible et une 

teneur en eau plus élevée) 9) satisfaire éventuellement aux exigences des consommateurs des 

aliments frais, légèrement conservés et prêts à consommer (PAC). Il peut aussi y avoir un marché 

potentiel pour les bactériocines comme substituts naturels des conservateurs chimiques et pour la 

préservation des aliments fonctionnels et des nutraceutiques [180]. 

I.2.7.4 Modes d’application des bactériocines 

 

Selon des études antérieures, les bactériocines peuvent être appliquées dans les aliments de 

différentes façons : 

I.2.7.4 .1 Préparations de bactériocine 

Obtenues par culture de la souche de production dans un milieu de croissance approprié. Ceci est 

habituellement suivi d'une inactivation bactérienne par la chaleur et de la concentration des 

cellules cultivées (par lyophilisation ou séchage par pulvérisation) pour obtenir une poudre 

bioactive qui contient un mélange des substances antimicrobiennes produites dans le bouillon 

(comme la bactériocine et les acides organiques). Des préparations commerciales telles que les 

produits Nisaplin®, Alta® ou Microgard® en sont quelques exemples. D'autres bactériocines 

telles que la lacticine 3147, la variacine ou l'enterocine AS-48 ont également été obtenues sous la 

forme de préparations en poudre [181, 182]. 

I.2.7.4.2 Les cultures productrices de bactériocine  

Prêtes à la propagation dans le substrat alimentaire et la production de bactériocine in situ. Les 

souches productrices de bactériocines peuvent être appliquées comme cultures initiales principales 

dans les aliments fermentés, à condition qu'elles offrent les propriétés technologiques appropriées, 

ou en tant que culture adjuvante en combinaison avec des souches de démarrage résistantes aux 
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bactériocines. Ils peuvent également être appliqués comme des cultures bioprotectrices dans les 

aliments non fermentés, à condition qu'ils n'aient pas d'effets négatifs sur les aliments [146, 183]. 

I.2.7.5 Réglementation de l’utilisation des bactériocines comme additifs alimentaires 

 
 
Il existe de nombreuses réglementations différentes concernant l'application de bactériocines dans 

les aliments selon la catégorie, le mode d'application (par exemple sous forme de préparations de 

bactériocine ou de cultures protectrices) et les lois de chaque pays. Cela comprend non seulement 

les lois alimentaires directes, mais aussi beaucoup d'autres qui traitent des aspects connexes tels 

que l'étiquetage, l'emballage, l'exportation ou l'utilisation d'organismes génétiquement modifiés 

[183]. 

La nisine est la seule bactériocine actuellement approuvée comme conservateur alimentaire 

(E234). Le comité mixte d'experts de la FAO / OMS sur les additifs alimentaires a évalué 

l'innocuité de la nisine en 1969 et a été ajoutée à la liste Européenne des additifs alimentaires en 

1983 (directive 83/463 / CEE, directive 95/2 / CE); elle a été approuvée en 1988 par la FDA pour 

être utilisé dans les pâtes de fromage fondu pasteurisé. La nisine est légalement utilisée dans plus 

de 80 pays [184]. Cependant, il existe des différences importantes dans les législations nationales 

concernant la présence et les niveaux de la nisine dans les produits alimentaires. 

 

I.2.7.6 Impact des souches bactériocinogènes et de leurs bactériocines sur le 

microbiote intestinal 

 

I.2.7.6.1 Le microbiote intestinal du poulet : Description et localisation 
dans le tractus digestif  

 

La flore digestive au sens large comprend les organismes unicellulaires situés dans le tractus 

digestif, c’est-à dire les bactéries, les champignons et les protozoaires. En ce qui concerne les 

populations bactériennes, qui sont les micro-organismes prédominants, elles représentent une large 

gamme de types métaboliques et morphologiques. Leur nombre total est plus important que le 

nombre de cellules eucaryotes constituant le corps de l’hôte. On distingue les bactéries dominantes 

(>106 UFC /g du contenu), sous-dominantes (105 à 103 UFC / g du contenu), et résiduelles (<103 

UFC / g du contenu). Chez le poulet, les sites principaux d’activité bactérienne sont le jabot, les 

cæca et, dans une moindre mesure, l’intestin grêle [185]. Ainsi, dans les cæca et l’iléon, on trouve 

1011 et 109 bactéries par g de contenu respectivement [21]. Compte tenu des nombreux facteurs 
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modifiant la flore, les différences méthodologiques entre les études (type de régime dont la 

présence ou non d’antibiotique, souche d’animaux, etc.), empêchent toute généralisation de 

description de la flore. Par ailleurs, les études effectuées sur la microflore des oiseaux ont touché 

principalement le cæca [186]. 

Globalement, la flore du jabot à l’iléon terminal est composée principalement d’anaérobies 

facultatives alors que les cæca contiennent en plus des anaérobies strictes, ces derniers étant 

dominants [185]. 

 

Figure 5. Répartition spatiale de la composition microbienne par  embranchement le long du 
tractus gastro-intestinal de poulet [187].  

Dans le jabot, on trouve principalement des lactobacilles qui peuvent être attachés à l’épithélium 

en formant presque une couche complète. On trouve aussi des entérocoques, des coliformes, et des 

levures. Dans le gésier et le proventricule, le faible pH fait chuter la population bactérienne. Dans 

le duodénum, le nombre important d’enzymes, la forte pression en oxygène et la présence de 

fortes concentrations de composés antimicrobiens tels que les sels biliaires limitent la croissance 

bactérienne. On trouve principalement des lactobacilles ainsi que des entérocoques et des 

coliformes. Plus loin dans l’intestin, l’environnement devient plus favorable à la croissance 

bactérienne à cause de la plus faible pression d’oxygène, la faible concentration en enzymes et sels 

biliaires (réabsorption et dégradation en partie par la microflore) [185]. Si les aliments sont bien 

digestibles, par manque de substrat, la flore est limitée. Dans l’iléon, on trouve principalement des 

lactobacilles attachés aux entérocytes, des entérocoques et des coliformes. Dans les cæca, on 
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trouve une large population de types morphologiques variés, enfouie dans la couche de mucus et 

attachée à l’épithélium. En effet, le contenu de cet organe étant rarement renouvelé (1 à 2 

fois/jour), cela le rend favorable au développement des bactéries. On trouve en majorité des 

anaérobies stricts comme les Eubacterium, des bifidobactéries ou des clostridies. On trouve aussi 

des anaérobies facultatifs comme des lactobacilles, des entérocoques, et des coliformes [186]. 

I.2.7.6.2 Rôle des bactériocines au niveau du système digestif 

 

La production d'antimicrobiens est souvent considérée a priori comme un trait important en termes 

d'efficacité probiotique. Plusieurs bactéries probiotiques produisent une variété de composés 

antimicrobiens qui peuvent améliorer leur capacité à concurrencer d'autres microorganismes du 

tractus gastro-intestinal et qui pourraient potentiellement inhiber les bactéries pathogènes [188, 

189]. Traditionnellement, la production de bactériocines a été un critère important dans le choix 

d'une souche probiotique, bien que peu d'études aient définitivement démontré l'impact de la 

production de bactériocines sur la capacité d'une souche à concurrencer dans le tractus gastro-

intestinal  et / ou influencer positivement la santé de l’hôte [190]. Les bactériocines jouent un rôle 

important malgré les coûts d'énergie associés imposés par leur production [191]. Cependant, leur 

fonction écologique exacte a fait l'objet de nombreux débats. Il est possible que les bactériocines 

puissent contribuer à la fonctionnalité probiotique de plusieurs façons (figure 6)[11]. Les 

bactériocines peuvent fonctionner comme des peptides colonisateurs, ce qui facilite l'introduction 

et / ou la prédominance d'un producteur dans une niche déjà occupée [192]. Alternativement, les 

bactériocines peuvent agir comme des peptides antimicrobiens ou mortels, inhibant directement 

les souches ou agents pathogènes concurrents [193]. Enfin, les bactériocines peuvent fonctionner 

comme des peptides de signalisation, et induire une modulation du microbiote colique tout en 

influençant la stimulation du système immunitaire de l’hôte [193, 194]. 

 

a. Les bactériocines comme  peptides colonisateurs. 

 

La densité cellulaire élevée, généralement associée au tractus gastro-intestinal peut entraîner un 

contact cellulaire étroit entre des membres de la même espèce ou des espèces différentes, 

favorisant à la fois des interactions microbiennes coopératives et antagonistes [195]. La production 

d'antimicrobiens peut constituer un mécanisme par lequel les producteurs peuvent obtenir un 

avantage concurrentiel sur les souches sensibles voisines dans cet environnement. À l'appui de 

cette hypothèse, Gillor et al. [191] ont démontré qu’E. coli produisant une colicine pouvait 
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persister dans le gros intestin de souris traitées par streptomycine pendant une période prolongée 

par rapport à leurs homologues non colicinogènes. 

 

b. Les bactériocines comme peptides tueurs  

 

La capacité des microorganismes produisant des bactériocines à inhiber les agents pathogènes in 

vitro a été bien documentée [191]. Cependant, les études impliquant des corrélations directes entre 

l'efficacité in vitro et la protection in vivo sont quelque peu rares. Il a été révélé que, bien que la 

production de pediocine PA-1 par Pediococcus acidilactici UL5 réduise la viabilité de L. 

monocytogenes d'environ 3 log in vitro, un effet correspondant n'a pas été observé in vivo [196]. 

 

Figure 6. Les mécanismes par lesquels la production de bactériocines pourrait contribuer à la 
fonctionnalité probiotique [11] 

Les bactériocines peuvent être des peptides colonisateurs, ce qui facilite la compétition d'un probiotique avec le 

microbiote résident; Ils peuvent fonctionner comme des peptides tueurs, éliminant directement les agents pathogènes; 

ou ils peuvent servir de peptides de signalisation, signalant d'autres bactéries ou le système immunitaire [11].  
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c. Les bactériocines comme peptides de signalisation. 

 

La communication bactérienne via des molécules de signalisation extracellulaires diffusibles  

(quorum sensing : QS) permet aux populations de bactéries de synchroniser le comportement du 

groupe et permet ainsi une adaptation à leur environnement [197]. Chez les bactéries Gram 

négatives, la (N-acyl) homosérine lactone sert généralement de molécule de signal, tandis que 

chez les bactéries Gram-positives, les peptides, y compris certaines bactériocines, servent 

fréquemment d'agents de signalisation [198]. Ainsi, il a été suggéré qu'au moins certaines 

bactériocines ont un double rôle, agissant comme inhibiteurs à haute concentration et comme 

composés de signalisation à des concentrations inférieures [199]. 
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II. Partie 2 

Etude Expérimentale 

 

 

 

II.1  Chapitre1 

Criblage de l’activité antimicrobienne et la purification 
de la microcine V 

 Guide de lecture :  

L’objet de ce chapitre est le screening de l’activité antimicrobienne des souches d’origine aviaire 

et porcine. Une caractérisation des souches par une identification moléculaire, et sérotypage ainsi 

qu’une recherche de gènes de virulence. Ensuite décrire la méthode utilisée pour la purification 

de la microcine V et caractériser cette dernière par des tests physicochimiques et protéomiques. 
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II.1.1 Matériel et Méthodes 

 

II.1.1.1 Les souches bactériennes et conditions de culture  
 

Les souches bactériennes productrices de bactériocines ont été isolées du contenu de l'intestin de 

porc et du jabot de poulet (voir le tableau 02). Elles ont été choisies parmi plusieurs autres 

bactéries co-isolées pour leur activité antibactérienne. Pour l’ensemble des souches utilisées, la 

pureté a été confirmée par une coloration de Gram avec  une observation microscopique.  

Les souches de bactéries lactiques ont été isolées et purifiées sur milieu MRS (De Man, Rogosa et 

Sharpe). L’identité des isolats a été réalisée par une coloration de Gram, les tests de microbiologie 

classique, puis les meilleures souches ont été identifiées par séquençage de l’ADN (gène 16S). 

Les souches indicatrices sont obtenues à partir des stocks du Centre de Recherche en Sciences et 

Technologies du Lait (STELA), Université Laval, Canada. Toutes les souches ont été cultivées et 

maintenues à 37°C dans un bouillon ou gélose Luria Bertani (LB Difco Laboratories, Sparks, MD) et 

MRS (Difco Laboratories, Sparks, MD) selon la souche. 

Dans cette étude, la souche E. coli LR05 qui est une souche sauvage productrice des MccL, B17, 

D93 et J25 et la souche E. coli pTUC 202 productrice de la MccJ25 ainsi que la souche 

Pediococcus acidilactici UL5 ont été utilisées comme des témoins positifs. 

II.1.1.2 Identification moléculaire des souches productrices 
 

L'ADN génomique a été isolé par un kit d’extraction d'ADN génomique (Invitrogen, Burlington, 

ON, Canada). Pour chaque échantillon, la région 16S a été amplifiée comme décrit par Hanchi et 

al. [200] en utilisant des amorces universelles F27 (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3 ') et 

R1522 (5'-AAG GAG GTG ATC CAG GCC CA-3 ').  

Le mélange réactionnel (25 µl) était constitué de 18,25 µl d'eau ultrapure «nuclease free water » 

(Invitrogen Life Technologies, Carlsbed, CA, USA), 2,5 µl de 10X Taq buffer, 1 µl de dNTP (A, 

T, G et C à 10 µM), (New England biolabs Ltd, ON, Canada) 1 µl d'une solution d'ADN cible (60 

ng/µl), 1 µl de chacun des deux amorces (10 µM/µl) et 0,25 µl (1,25 U) de l'enzyme Taq 

polymerase (New England Biolabs). 

L'amplification par PCR a été réalisée dans un recycleur PCR (Eppendorf Mastercycler Gradient, 

Hambourg, Allemagne) en utilisant 35 cycles d'amplification. Chaque cycle comprend les étapes 
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suivantes : une dénaturation de 30 s à 94°C, une hybridation des amorces à 55°C durant 30 s, une 

élongation à 72°C pour 1,5 min et une extension de 5 min. Les produits amplifiés ont été soumis à 

une électrophorèse sur gel (100 V; 1 h) dans un gel contenant 0,8% d'agarose (Sigma, Oakville, 

ON, Canada) en un tampon 1 x TAE (Sigma), la coloration a été réalisée par le GelRed (Biotium) 

et la visualisation par UV.  

La détermination des séquences de bases a été effectuée à la plateforme de séquençage et de 

génotypage des génomes du Centre Hospitalo-Universitaire Laval (Québec, Qc). Les séquences 

obtenues ont été comparées à celles de la base de données utilisée pour la recherche de similitude 

à l'aide du service BLAST du centre national de biotechnologie information NCBI (National 

Center of Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

II.1.1.3 Détermination de l'activité antimicrobienne 

II.1.1.3.1 Méthode de diffusion sur gélose 

 

La méthode de diffusion en gélose décrite par Hammami [201] a été utilisée. La gélose LB (Difco 

Laboratories, Sparks, MD) contenant 0,8% (p/v) d’agar a été passée à l'autoclave, refroidie à 

45°C, ensemencée avec 150 µl d'une culture d'une nuit de la souche indicatrice et versée dans des 

boîtes de Pétri stériles (25 ml chacune). Après solidification, les puits ont été percés dans la gélose 

en utilisant l'extrémité large d'une pipette de 5 ml stérile et 80 µl de l'échantillon à tester ont été 

distribués dans chaque puits. Les boites ont ensuite été incubées à 37°C pendant 18 heures pour 

laisser les zones d'inhibition se développer et le diamètre de celles-ci a été mesuré. 

 II.1.1.3.2 Méthode de dilution critique (microdilution) 

 

Ce bio-essai a été réalisé en utilisant des plaques de micro-titration en polystyrène (96 puits de 

microtitration, Becton-Dickinson Labware, Sparks, MD, USA) comme décrit par Ennaas [202]. 

Les surnageants obtenus par centrifugation  à 5000g/5min et filtrés par des filtres de 0,22 µm ont 

été déposés rapidement dans des microplaques et dilués en double série avec le bouillon LB, puis 

ont été ensemencés avec environ 1 x 104 UFC de souche indicatrice par puits en utilisant une 

culture bactérienne en phase logarithmique diluée dans du LB à 0,5-1,0 × 106 CFU ml-1 . Les 

microplaques ont été incubées pendant 12 h, et l'absorbance à 595 nm a été mesurée chaque 20 mn 

en utilisant un Infinite® F200 PRO photomètre (Tecan US inc., Durham, Caroline du Nord). 

L'activité antimicrobienne a été calculée comme suit: AU ml-1 = (1000/100) x 2 n,  

Avec n = nombre de puits inhibés, et exprimés en unités arbitraires par ml (UA ml-1). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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II.1.1.4 Tests d'activité et de l'immunité 
 

Un test d'immunité croisée entre les producteurs de bactériocines a été réalisé contre les souches 

d’E.coli recombinantes produisant la MccJ25, la MccB17 (classe I), la MccL (classe IIa) et la 

MccD93 [152], obtenues à partir des cultures mères du Centre de recherche en Sciences et 

technologie du lait (STELA), Université Laval, Canada. L'immunité croisée a été déterminée pour 

les dix souches Gram négatif initialement sélectionnées en duplicata par un essai de diffusion sur 

gélose tel que décrit ci-dessus (cf titre 1.2.3.1). 

 

II.1.1.5 Courbes de croissance et de production de bactériocines 
 

La cinétique de croissance des souches a été étudiée simultanément et l'activité de la bactériocine. 

Cinq cents millilitres de bouillon M63 (KH2Po4 3g/l, K2HPO4 7g/l, (NH4)H2PO4 2g/l, 

casaminoacides 1g/l, autoclavés à 121°C pendant 15min, puis supplémentés avec du glucose à 

20% (10ml/l), MgSO4 20% (1ml/l) et la thiamine 1‰ (1ml/l) ) ont été ensemencés à 1% avec une  

culture d'une nuit (18 h) cultivée déjà dans du bouillon LB à 37°C, puis incubés à 37°C pendant 24 

h sous agitation. Des échantillons ont été prélevés toutes les 2 h pour les 14 premières heures et un 

autre a été pris à 24h. Pour chaque échantillon, le nombre de bactéries viables, et la production de 

bactériocine ont été déterminés. 

Le nombre de bactéries ont été déterminés par des dilutions décimales de la culture dans de l’eau 

peptonnée 0,1% puis dénombrés sur le milieu LB [203] et les courbes de croissance ont été 

tracées. 

Un millilitre de la culture a été centrifugée à 10 000 g pendant 10 min. Le surnageant a été filtré à 

travers une membrane d'acétate de cellulose avec la taille des pores 0,22μm (VWR, Mississauga, 

ON, Canada) après cela, ils ont été stockés à -80 ° C pour une utilisation ultérieure (détermination 

de l’activité antimicrobienne par la méthode de microplaque cf  titre 1.2.3.2). 

 

II.1.1.6 Sensibilité aux antibiotiques 
 

Les souches sélectionnées ont été testées pour leur sensibilité à certains antibiotiques de 

différentes classes. Pour chaque antibiotique, les solutions mères ont été préparées comme décrit 

par Andrews [204]. La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée selon les lignes directrices du 

CLSI « Clinical and Laboratory Standards Institute » [205] en utilisant la méthode de 
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microdilution. La concentration bactérienne a été ajustée pour être près de 5 × 105 UFC / ml dans 

un bouillon Mueller-Hinton. La CMI a été déterminée après incubation des microplaques pendant 

18 heures à 37°C, et a été définie comme étant la concentration minimale de l'antibiotique qui 

inhibe la croissance visible de la bactérie. Les breakpoints recommandés par CLSI [205] et 

EUCAST [206] pour les entérobactéries ont été utilisés pour classer les bactéries testées dans trois 

classes: résistants, intermédiaires, ou sensibles.  

II.1.1.7 Identification des gènes de virulence et sérotypage des souches 
 

Douze gènes de virulence connus chez E.coli ont été ciblés à savoir Aero (gène codant pour 

aérobactine) LT (Entérotoxine sensible à la chaleur), STb, STa (Entérotoxine résistante à la 

chaleur), Stx1, Stx2 (Shigatoxines), Eae (facteur de fixation et d’effacement), F4, F18 (fimbriae), 

P (adhésine fimbriae), CNF (facteur de nécrose cytotoxiques) et Tsh (hémagglutinante sensible à 

la température). 

Pour déterminer le sérotype des souches sélectionnées, 85 antisérums O ont été utilisés. 

L'amplification des gènes de virulence et la détermination des sérotypes ont été réalisées au 

Laboratoire de référence pour E.coli, Faculté de médecine vétérinaire, Université de Montréal, 

Saint-Hyacinthe, QC.  

II.1.1.8. Sensibilité aux solvants organiques 
 

La sensibilité de l'activité des surnageants aux solvants organiques (Fisher Scientific, New Jersey, 

Canada) tels que le méthanol, l'acétonitrile, le propanol, l'hexane et le chloroforme a été étudiée. 

Les surnageants des cultures ont été dissous individuellement dans chaque solvant organique (1V / 

1V). Les mixtures ont été mises à incuber à 37°C pendant 2 h, puis les solvants ont été éliminés 

par évaporation au SpeedVac. Des échantillons non traités ont été utilisés comme témoins. Après 

chaque traitement, l'activité résiduelle a été déterminée par la méthode de micro-dilution critique. 

[207].  

II.1.1.9. Purification de la bactériocine 
 

Pour produire et purifier la microcine, des Erlenmeyers (2000 ml) contenant 750 ml de bouillon 

M63 (préparé comme indiqué précédemment) ont été ensemencés avec un inoculum de 1% à 

partir d'une culture d'une nuit d‘E.coli P2C et incubés à 37°C pendant 12 heures avec agitation. La 

culture a été centrifugée (10 000g, 20 min) et le surnageant a été passé sur une colonne C18 (Sep-

Pak Plus C18 environnement, Waters, Saint-Quentin en Yvelines, France). Quatre élutions par 
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étapes ont été réalisés avec successivement 0%, 20%, 60% et 100% d'acétonitrile et d'eau 

ultrapure acidifiée avec l’HCl à 0,5 mM (débit 5 ml / min). Les différentes fractions récupérées 

ont été testées pour leur activité antimicrobienne contre E. coli ATCC 35695. La fraction active a 

ensuite été soumise à une évaporation rotative (Rotavapor) pour éliminer l’acétonitrile [208]. 

Milieu M63 inoculé à 1%

Incubation 12h à 37°C/ 

agitation

Centrifugation

8000 g, 20 min

Colonne Sep-pak

C18

Fraction active 0%        20%        40%       100% 

 
                                         Figure 7. Etapes de séparation sur colonne Sep-pak. 

 

Le peptide antimicrobien a été purifié comme décrit par Pons et al. [209] (figure 8). La fraction 

active a été injectée deux fois dans une colonne C18 d'une Chromatographie en phase liquide à 

haute pression en phase inverse (RP-HPLC) (Beckman Coulter, Mississauga, ON, Canada), en 

utilisant de l'eau pure avec 0,5 mM d'HCl comme éluant A et de l'acétonitrile comme éluant B. Le 

premier passage était sur un système HPLC préparatif (Luna 10 µm, 250×21.10 mm, 

Phenomenex, CA, USA) en utilisant un gradient d'acétonitrile de 20% à 40% et un débit de 10 ml / 

min. Le second passage est sur un système HPLC analytique, au moyen d'une colonne de 

cartographie peptidique (Aeris™ 3.6 µm, PEPTIDE XB-C18, 250 × 4.6 mm, Phenomenex).  
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Passage de la fraction active à 
l’HPLC préparative

Purification à l’HPLC  
analytique

Tester l’activité 
sur gélose 

Récupération du 

pic actif

 
Figure 8. Purification de la substance active. 

 

Le gradient utilisé était 0-03 min, 29%; 3-21 min, 29-38%; 21-23 min, 38 à 100%; et de 23 à 24 

min, 100% d'acétonitrile, débit 1 ml / min et la mesure de la densité optique a été effectuée à 214 

nm. Chaque pic a été testé pour une activité antibactérienne. L'acétonitrile résiduel a été séché par 

de l'azote (Praxair, Canada). Les fractions purifiées ont été rassemblées et stockées à -20°C. 

II.1.1.10. Détermination de la concentration en protéines 
 

La concentration en protéines à chaque étape de purification de la bactériocine a été déterminée en 

utilisant un kit de dosage de protéine de Lowry (Bio-Rad) selon le protocole du fabricant : La 

courbe d’étalonnage a été tracée en utilisant la BSA comme protéine de référence, avec un 

coefficient de régression R2 de 0,999. L’absorbance est déterminée en triplicata à 750 nm dans un 

lecteur de microplaque [210].     

II.1.1.11. Effet des enzymes, du pH et du traitement thermique sur la stabilité de la 
bactériocine 

 

La stabilité thermique de la bactériocine semi-purifié (BSP) a été évaluée en exposant des 

aliquotes à des couples différents de temps/températures (10 min à 80°C et 100°C, 30 min et 60 

min à 100°C et 15 min à 121°C), puis tester leur activité antimicrobienne par la méthode de 

microplaque [211]. 

L'effet du pH sur l'activité de la bactériocine a été testé par l'ajustement de la BSP à pH 2-12 (au 

minimum de deux unités de pH) avec du NaOH 0,5N ou HCl stériles. Les échantillons ont été mis 
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en incubation à température ambiante (25°C) pendant 2 h. L'activité résiduelle a été mesurée après 

ajustement du pH à 6,0 [212].  

La sensibilité aux enzymes protéolytiques (Sigma) comprenant la subtilisine A, α-chymotrypsine, 

la trypsine, la pepsine et la proteinase K a été réalisée en dissolvant les enzymes dans un tampon 

phosphate (pH 7,5), un tampon Tris-HCl (pH 8), un tampon phosphate de sodium (pH 7,6), un 

tampon HCl 10 mM et du tampon phosphate (pH 7,5) respectivement à une concentration finale 

de 2 mg / ml. Les solutions enzymatiques ont été stérilisées par des filtres jetables (0,22 µm 

Fischer, UK). Des aliquotes de SPB ont été mélangées avec chaque solution d'enzyme (1V / 1V), 

incubés à 25°C ou 37°C pendant 2 h selon l'enzyme utilisée, puis chauffés dans de l'eau bouillante 

pendant 5 minutes pour inactiver les enzymes, et enfin l'activité antimicrobienne a été déterminée 

par la méthode de microdilution [213]. 

 

II.1.1.12. Spectrométrie de masse et détermination de la séquence d'acides aminés 
 

Des analyses LC-MS / MS ont été réalisées sur un système Thermo EASY nLC II LC couplé à un 

spectromètre de masse Thermo LTQ Orbitrap Velos équipé d'une source d'ions nanospray 

(Thermo Fisher Scientific). Pour la séquence des peptides, les fragmentations ont été réalisées en 

utilisant CID (Collision Induced Dissociation), HCD (High-energy Collision Dissociation) et ETD 

(Electro Transfer Dissociation) séparément. Dans chaque essai, environ 1/30 de l'échantillon total 

a été injecté sur une colonne de 10 cm x 75 μm emballée à l'interieur avec une phase stationnaire 

C18. Les données MS ont été traitées à l'aide du logiciel Thermo Proteome Discoverer (v2.1) avec 

le moteur de recherche SEQUEST contre une base de données E.coli (téléchargée depuis UniProt). 

L'enzyme de recherche de base de données a été choisie comme étant « pas enzyme ». Seuls des 

peptides uniques avec une confiance élevée (faux taux de découverte <1%) et avec au moins 2 

CSP (correspondance spectrale peptidique) ont été considérés et rapportés après des vérifications 

manuelles. Les mêmes données MS ont également été traitées en utilisant un fichier FASTA 

contenant 115 séquences de protéines reconnues comme contaminants communs dans les études 

protéomiques (http://www.thegpm.org/crap/ ) plus la base de données BACTIBASE [172]. Les 

analyses protéomiques ont été effectuées au Centre d'Applications Biologiques de la spectrométrie 

de masse (AMSB) de l'Université Concordia (Canada). 

 

 

http://www.thegpm.org/crap/
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II.1.1.13. Concentration minimale inhibitrice  
 

La concentration minimale inhibitrice (CMI 50) du peptide antimicrobien a été déterminée contre 

certains micro-organismes par la méthode de dilution critique [202]. La CMI 50 a été considérée 

comme la plus faible concentration qui ne montre pas de turbidité (DO 600nm) après 8 h 

d'incubation.  

II.1.2. Résultats  

II.1.2.1 Criblage, identification et caractérisation des souches bactériocinogènes 
 

 Les surnageants stériles provenant de vingt-sept souches précédemment  isolées à partir des jabots 

de poulets et du tractus gastro-intestinal du porc ont été criblés contre un large éventail de 

bactéries Gram-négatives par l'essai de diffusion sur gélose (résultats préliminaires). Dix isolats 

ont montré une activité antibactérienne contre au moins une souche indicatrice, et les six souches 

les plus actives ont été sélectionnées pour une caractérisation plus poussée. Les isolats ont été 

identifiés comme E. coli P2C, E. coli P2M, Proteus sp. P6C, E. coli P3M, E. coli I1006 et 

Lb.plantarum J34. Les séquences du gène de l'ARNr 16S ont été soumises dans Genbank sous les 

numéros d'accès respectifs MF355370, MF355371, MF355372, MF355373 et MF355374. Les 

surnageants des six souches étaient actifs, les souches E. coli P2C, E. coli P2M et E. coli I1006 

étant les plus inhibitrices contre E. coli O157 H7, E. coli O18, E. coli O1K1H7, E coli O26 et E. 

coli ATCC 35695 (tableau 2). 
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Tableau 2. Activité antimicrobienne des surnageants stériles et conditions de culture des souches 
indicatrices 

 Activité (Ø mm)  

Souches indicatrices Souches productrices 

P2C  P2M  P6C  P3M  I 1006 J34 

E. coli O157:H7  10 13 10 13 10 17 

E. coli O157:H7 ATCCa 35150 0 12 0 0 12 15 

E. coli O26HM b 10 10 0 7 9 13 

E. coli O11 NM  0 0 0 0 0 8 

E. coli O18 14 11 10 10 15 15 

E. coli O8 K25 0 0 0 0 0 8 

E. coli O78 K80 0 0 0 0 0 9 

E. coli O1K1H7 12 15 0 9 12 14 

E. coli O2K1H4 0 0 0 0 0 7 

E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 0 9 

E. coli ATCC 35695 18 17 13 14 17 19 

Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 0 0 0 0 0 0 

Yersinia O:5 0 0 0 0 0 0 

Pseudomonas aerogenosa ATCC 15442 0 0 0 0 0 0 

Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 9700 0 0 0 0 0 0 

Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 8400 0 0 0 0 0 0 

Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 29628 0 0 0 0 0 0 

Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028 0 0 0 0 0 0 

Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 9607 0 0 0 0 0 0 

Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 8387 0 0 0 0 0 0 

Salmonella enteritidis MNHN 0 0 0 0 0 10 

aATCC : American Type Culture Collection; b collection du centre STELA 
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La figure 10A illustre l'activité antimicrobienne des surnageants des souches dirigées contre E. 

coli ATCC 35695, ceux qui sont récupérés à partir des souches P2C et P2M étant les plus actifs. 

Comme le montre le tableau 3, les souches P2C et P2M d'E. coli appartiennent au sérotype O15, 

tandis que la souche P3M appartient au sérotype O8. Aucun sérotype n'a été obtenu pour la souche 

E. coli I1006 en raison de l'absence d'agglutination avec les 86 antisérums testés. La souche P6C a 

été identifiée comme Proteus sp. et son sérotype n'a pas été étudié en raison de sa pathogénicité 

présumée.  

 

Tableau 3. Identification et caractérisation des souches productrices 

Souche Identification Sérotype Gène de pathogénicité 

P2C E. coli O15 - 

P2M E. coli O15 - 

P6C Proteus sp NDc ND 

P3M E. coli O8 - 

I1006 E. coli NTd P, Tsh 

J34 Lb. plantarum ND ND 

                  C Non Déterminé, dNon Typé.   

 

En outre, toutes les souches sélectionnées ont été criblées pour la présence de 12 gènes de 

virulence différents chez E. coli qui sont connus pour être pathogènes pour diverses espèces 

animales et humains (Tableau 3). La souche E. coli I1006 avait deux gènes codant pour l'adhésine 

fimbriae (P) et l'hémagglutination sensible à la température (Tsh), tandis que les autres souches 

d'E. coli ne contenaient aucun des gènes de virulence testés. Lb. plantarum J34 avec son statut 

GRAS (Generally Recognized as Safe) n’a pas été soumise à la recherche de gènes de virulence.  

 

Le tableau 5, résume la sensibilité des souches sélectionnées aux antibiotiques. Alors que les 

souches E. coli P2C et P2M étaient sensibles au sulfate de colistine, à l'acide nalidixique, au 

chloramphénicol, à la gentamicine et à l'ampicilline, E. coli P3M et E. coli I1006 présentaient une 

résistance à l'ampicilline. Aucun breakpoint n'a été fourni par CLSI et EUCAST aux autres  

antibiotiques testés pour lesquels seuls leurs CMI ont été fournis (Tableau 5). 
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Le pH du surnageant des 05 souches Gram (-) était proche de la neutralité, alors que celui de Lb. 

plantarum J34 était acide (Tableau 4)  

 
 
Tableau 4.pH des surnageants après filtration 

Souches  E. coli 
P2C  

E. coli 
P2M  

Proteus 

sp. P6C  
E. coli 
P3M  

E. coli       
I 1006 

Lb. plantarumJ34 

pH 6,73 6,74 6,64 6,53 6,64 
Avant 
neutralisation 

Après 
neutralisation 

3,71 6,69 
  
Après les tests de détermination de la nature de l’agent antimicrobien pour la souche Lb. 

plantarum J34, il s’est avéré qu’il s’agit de production d’acides organiques et que cette activité est 

liée à un abaissement de pH et non pas à la production de bactériocines (le surnageant a perdu son 

activité après neutralisation du pH et ne l’a pas perdu après son traitement par des enzymes 

protéolytiques), donc nous avons écarté cette souche pour une utilisation ultérieure (cf chapitre 

III). 

II.1.2.2. Cinétique de croissance 
 

La croissance des cinq souches suit une courbe logarithmique avec une atteinte de la phase 

stationnaire au bout de 8 heures d'incubation, atteignant un maximum de 3 × 109 UFC ml-1, le 

nombre est resté stable jusqu'à 24 heures. L'activité a été détectée dans les surnageants après 6 

heures de culture avec un maximum de 512 UA ml -1 après 8 h d'incubation, l'activité 

antimicrobienne a été détectée lors de la phase de croissance exponentielle. La production de 

substances antagonistes était la plus élevée pendant la phase stationnaire de la culture. Pour 

certaines souches (E.coli P2C et E.coli P3M ), l'activité a diminué après 12 heures d'incubation, 

alors qu'elle est restée stable pour les autres (figure 9). 
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Tableau 5. Sensibilité aux antibiotiques des souches sélectionnées avec interprétation 

   E.coli P2C E.coli P2M Proteus sp P6C E.coli P3M E.coli I1006 

Antibiotique Breakpoint Référence CMI 
(μg/ml) 

I CMI  
(μg/ml) 

I CMI 
(μg/ml) 

I  CMI  
(μg/ml) 

I CMI  
(μg/ml) 

I 

Colistine 2-32 Eucast, 2016 0,39 S 0,39 S 0,39 S 0,39 S 1,56 S 

Novobiocine   12,5 \ 50 \ 25 \ 25 \ 12,5 \ 

Cloxacilline   50 \ 50 \ 50 \ 50 \ 50 \ 

Streptomycine   25 \ 25 \ 25 \ 25 \ 50 \ 

Neomycine   25 \ 25 \ 25 \ 25 \ 12,5 \ 

Chloramphenicol ≤ 8-16 ≥32 CLSI, 2015 6,25 S 6,25 S 6,25 S 12,5 I 3,12 S 

Kanamycine   12,5 \ 12,5 \ 12,5 \ 12,5 \ 6,25 \ 

Erythromycine   50 \ 50 \ 50 \ 50 \ 50 \ 

Dicloxacilline   50 \ 50 \ 50 \ 50 \ 50 \ 

Vancomycine   50 \ 50 \ 50 \ 50 \ 50 \ 

Paramomycine   25 \ 25 \ 12,5 \ 12,5 \ 12,5 \ 

Acide Nalidixique    ≤ 16- ≥32 CLSI, 2015 3,12 S 3,12 S 3,12 S 3,12 S 3,12 S 

Polymixine B   0,78 \ 0,78 \ / \ 0,78 \ 1,56 \ 

Gentamycine  ≤ 4-8- ≥16 CLSI, 2015 3,12 S 3,12 S 6,25 I 12,5 I 3,12 S 

Penicilline G   12,5 \ 12,5 \ 25 \ 12,5 \ 50 \ 

Ampicilline  ≤ 8-16 ≥32 CLSI, 2015 6,25 S 6,25 S 6,25 S 50 R 50 R 

I : interprétation 
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Figure 9. Courbes de croissance de souches inhibitrices (triangle), et leur production de substance inhibitrice (carré) dans du bouillon M63 à 37 ° 
C. (A) E.coli P2C; (B) E.coli P2M; (C) Proteus sp P6C; (D) E.coli P3M; (E) E.coli I1006. Chaque valeur est la moyenne de deux répétitions 
indépendantes, les barres représentent les écart-types. 
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II.1.2.3. La sensibilité des bactériocines aux solvants, enzymes, au pH et aux 
traitements thermiques 

Les surnageants conservaient leur activité antimicrobienne lorsqu'ils étaient exposés à des 

solvants organiques contenant du méthanol, de l'acétonitrile, du propanol et de l'hexane à 

l'exception du chloroforme (tableau 6). 

 
Tableau 6. Effet des solvants organiques sur l'activité du surnageant des souches productrices 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les effets des enzymes protéolytiques, du pH et de la température sur l'activité des 

bactériocines ont été évalués et résumés dans le tableau 7. Une inactivation partielle de la 

molécule inhibitrice a été observée à 80°C /10 min pour P2C, P2M et 100°C /30 min pour 

P6C et I1006.  

De plus, les substances actives ont été fortement inactivées après le traitement à 121°C 

pendant 15 minutes (tableau 7). L'activité bactériocine était conservée à pH 2, mais diminuait 

lorsque le pH augmentait, à l'exclusion des bactériocines d’E.coli P2C et E.coli P3M qui 

conservaient une activité résiduelle même à pH 12. L'activité antimicrobienne était 

complètement sensible à toutes les protéases testées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Solvant 
organique  

Activité résiduelle (AU ml−1) 

P2C P2M P6C P3M I1006 

Contrôle 256 256 64 128 64 

Méthanol 64 128 16 128 32 

Hexane  128 128 64 256 16 

Propanol  128 64 32 128 32 

Acetonitrile  256 128 32 128 32 

Chloroforme 08 08 08 08 08 
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Tableau 7. Effet des enzymes, du pH et de la chaleur sur l'activité des bactériocines semi-
purifiées 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Traitement  Activité résiduelle (AU ml−1) 

P2C P2M P6C P3M I1006 

Contrôle 512 512 128 256 128 

  Enzymes 

  Proteinase k 8 8 8 8 8 

  Pepsine 8 8 8 8 8 

  Trypsine 8 8 8 8 8 

  Subtilisine A 8 8 8 08 8 

  α chymotrypsine 8 8 8 8 8 

pH 

  2 512 512 128 256 128 

  4 128 64 32 256 16 

  6 128 32 32 256 16 

  8 64 32 16 256 16 

  10 64 32 08 128  08 

  12 32 08 16 32 08 

Température 

  80˚C 10 min 256 256 128 256 128 

  80˚C 30 min 256 256 128 128 128 

  100˚C 10 min 256 256 128 256 128 

  100˚C 30 min 256 128 64 128 64 

  100˚C 60 min 64 64 32 128 64 

  121˚C 15 min 32 16 16 32 16 
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II.1.2.4. Cross Test 
 

Le test d'immunité croisée entre les producteurs de bactériocines a été réalisé contre les 

souches recombinantes d’E. coli produisant MccJ25, MccB17 (classe I), MccL (classe IIa) et 

MccD93, et présenté dans le Tableau 8. Les tests d'immunité du surnageant des souches 

productrices étaient positifs contre les souches productrices de la MccJ25, D93 et B17. Les 

zones d'inhibition variaient de 07 mm à 19 mm. Les surnageants des producteurs de 

bactériocine n'étaient pas actifs contre E. coli pL102, souche productrice de Mcc L, sauf pour 

P2C et P6C (tableau 08). 

 
Tableau 8. Test d’activité croisée des souches sélectionnées et quelques souches productrices 
de microcines  

Surnageants 

Souches 
P2CCO2 P2C P2M 

P2MCo1-
2C 

P2MCo1 P6C P3M I1004 I1006 I1026 
E.coli 

pTUC202 

E. coli 
pTUC202= 

MccJ25 

13 14 11 10 15 10 15 10 15 13 0 

E. coli 93F= 
MccD93 

13 15 19 19 16 13 10 11 17 13 0 

E. coli pL102= 
MccL 

0 07 0 0 0 13 0 0 0 0 20 

E. coli 
pmm39=MccB17 

13 15 17 17 16 12 12 11 15 13 0 

 
 

II.1.2.5. Purification de la bactériocine 
 

Après incubation pendant 12 heures avec agitation, 3L de surnageant ont été récupérés et 

passés dans une colonne SepPak. Le test d'activité effectué par les fractions récupérées a 

montré que la fraction active est celle obtenue à 60% d'acétonitrile (figure 10B). Après 

évaporation du solvant, la fraction active a été soumise au protocole de purification et a été 

passée à l’HPLC. Le profil chromatographique obtenu par HPLC préparative a eu plusieurs 

pics. Le passage du pic actif à postériori en HPLC analytique, un seul pic a été obtenu qui est 

apparu à 13,9 min et correspond à 34,45% d'acétonitrile comme représenté sur la figure 11A. 

Le rendement obtenu après purification totale est de 8 % avec une augmentation de l'activité 

spécifique. L'activité antimicrobienne est passée de 256 UA / ml dans le surnageant à 32768 

UA / ml dans la fraction active pure (tableau 10). 
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Figure 10.Activité antimicrobienne des souches productrices de bactériocines contre E.coli 
ATCC 35695 (A): L'activité des surnageants stériles; (B) Les fractions actives obtenues par 
chromatographie basse pression. Au-dessus, ceux de la souche E.coli P2C et au-dessous, 
celles de la souche E.coli P2M; et (C): Les étapes de purification 

 

 

II1.2.6. Spectrométrie de masse et séquence d'acides aminés 
 

L'analyse par LCMS-MS de la fraction de microcine purifiée a révélé qu'un total de 22 

peptides fragmentés différents provenant de la microcine V (BAC120) ont été identifiés. Un 

pic d'un poids moléculaire de 8733,94 Da (figure 11B) qui a été séquencé avec succès en 

acides aminés et la séquence des 62 résidus d'acides aminés N-terminaux est: 

(ASGRDIAMAIGTLSGQFVAGGIGAAAGGVAGGAIYDYASTHKPNPAMSPSGLGGTIK

QKPEG). La masse moléculaire et la séquence d'acides aminés de cette molécule démontrent 

qu'elle correspond à la microcine V. 

 

 

 

 



 Criblage et purification  

 

54 

 
 

(A) 

 

 
 

(B) 

 
Figure 11. L'analyse par HPLC en phase inverse de la microcine. (A) Elution avec un gradient 
de 29-38% d'acétonitrile et d'eau contenant du HCl 0,5 mM. (Débit 1 ml min-1). (B) 
Spectrométrie de masse de la microcine purifiée déterminée par LC-MS. 

 

II.1.2.7. Spectre antimicrobien et CMI 
 

Le tableau 9 résume les valeurs de CMI de la MccV purifiée par rapport à MccJ25 et à la 

colistine. Alors que le MccV purifiée était active contre certaines coliformes pathogènes  
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testées, y compris E.coli O157 H7, E. coli ATCC 35695, E. coli O26HM, E. coli O18, E. coli 

O2K1H4, E. coli ATCC 25922 et E. coli O1K1H7, aucune activité n'a été détectée contre 

Salmonella, Vibrio ou Yersinia. Les valeurs de CMI de la MccV allaient de 0,89 nM à 

1517,94 nM, E.coli ATCC 35695 étant la souche la plus sensible (CMI = 0,89 nM) (Figure 

12).  

 

 

 

Figure 12.Détermination de la CMI de la Microcine V contre E.coli ATCC 35695 (nM). 

 

La MccV était la plus puissante contre E. coli ATCC 35695 par rapport à la MccJ25 et au 

sulfate de colistine, qui avaient des valeurs de CMI respectives de 1,67 et 270,46 nM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.08

0.12

0.16

0.2

0.24

0.28

0.32

0.36

0.4

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0

D
O

 (
5

9
5

 n
m

) 

Temps (H) 

C+

1822,72

911,36

455,68

227,84

113,92

56,96

28,48

7,12

3,56

1,78

0,89

0,45

0,22



 Criblage et purification  

 

56 

Tableau 9. Les concentrations  minimales inhibitrices de la microcine V purifiée par rapport à 
la microcine J25 et la colistine sulfate. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
         
 
 
     (-)  Aucune inhibition détectée 
 
 
 Inversement, la MccJ25 était la plus active contre E. coli O1K1H7 et E. coli O157 H7 avec 

des CMI de 3,35 et 214,19 nM, respectivement. Dans une moindre mesure, les deux souches 

étaient considérablement moins sensibles à la colistine (MIC = 540,92 nM) et MccV (MIC = 

1517,94 nM). 

 
                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Souches CMI (nM) 

Mcc V Mcc J25 Colistine 

E.coli ATCC 35695 0,89 1,67 270,46 

E. coli O11NM=Burton 461 - 26,77 270,46 

E. coli O26 HM=Burton464 758,97 107,09 540,92 

E.coli O18 1517,94 54831,66 540,92 

E.coli O8K25 - - 540,92 

E. coli O78K80 - - 540,92 

E. coli O1K1H7 1517,94 3,35 540,92 

E. coli O2K1H4 1517,94 26,77 1081,85 

E.coli ATCC 25922 1517,94 107,09 1081,85 

E. coli O157 H7= Burton454 1517,94 214,19 540,92 
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Tableau 10. Bilan de purification de la microcine V produite par E. coli P2C 

Étapes de 
purification 

Volume 
(mL) 

Concentration 
protéique 
(µg/mL) 

Protéines 
totaux (µg) 

AU/ml* AU total Activité 
spécifique 
(AU/µg) 

CMI 
(ng/ml) 

Rendement  
(%) 

Surnageant  3000 315,07 945205,47 256 7,68E+05 1 9845,89 100 

Bacteriocine 
semi purifiée  

333 84,47 28130,14 512 1,70E+05 6,06 1319,92 22,13 

Purification 
par HPLC 

1,88 31,96 60,09 32768 6,16E+04 1025 7,80 8,02 

* L'activité antimicrobienne [en unités arbitraires (UA)] a été détérminée par la méthode de dilution critique. 
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II.1.3. Discussion 

 

Les microcines sont moins étudiées que les autres peptides antimicrobiens comme 

conservateurs d'aliments, en particulier parce qu'elles sont produites par des bactéries 

coliformes, que les organismes de réglementation ne les reconnaissent pas comme étant sûres, 

mais certaines de ces microcines ont une bonne activité antimicrobienne [130]. Cette partie de 

notre  travail a principalement porté sur la purification d'un peptide antimicrobien à partir du 

surnageant d'une culture microbienne qui avait été identifié comme étant le peptide connu, la 

microcine V. 

Vingt-sept souches ont été utilisées dans cette étude, isolées de l'intestin de porc et du jabot de 

poulet, onze d'entre elles avaient démontré une bonne activité. Six souches ont été 

sélectionnées qui présentaient la meilleure activité antimicrobienne. Quatre souches ont été 

identifiées comme étant E.coli, une comme Proteus. sp et une comme Lb. plantarum. Les 

souches sélectionnées étaient sensibles à tous les antibiotiques recommandés par le CLSI 

[205] et EUCAST [206] pour l'évaluation des entérobactéries sauf E.coli P3M et E.coli I1006 

qui étaient résistantes à l'ampicilline. L'augmentation de la résistance des bactéries Gram-

négatives est principalement due aux gènes mobiles sur les plasmides qui peuvent facilement 

se diffuser à travers les populations bactériennes [214]. 

La recherche de gènes de virulence dans les souches d’E.coli avait démontré qu'ils portaient le 

gène de l'aérobactine. Il a été confirmé que les souches d’E.coli les plus pathogènes possèdent 

et expriment le système aérobactine d'acquisition du fer [215] et que le gène codant pour 

l'aérobactine est présent sur le plasmide de la microcine V [216]. Les gènes codant pour Tsh 

et P ont été trouvés chez E.coli I1006 qui a été isolée du jabot de poulet, ces gènes sont 

généralement trouvés chez E.coli pathogènes aviaires (APEC) [215]. Les résultats obtenus 

nous ont conduits à l'importance de purifier et de caractériser la bactériocine pour une 

éventuelle utilisation ultérieure. Lb.plantarum J34 et malgré sa bonne activité antimicrobienne 

a été écartée parce qu’elle n’est pas productrice de bactériocines, cette souche a fait l’objet 

d’un travail présenté au chapitre III de cette partie.  

La sécrétion d'agents antimicrobiens par les souches sélectionnées était en phase 

exponentielle, avec un profil similaire à la plupart des microcines connues, dont les activités 

sont exprimées en phase de croissance exponentielle ou stationnaire. Pendant la phase 

stationnaire, il y avait une stabilisation de l'activité de la microcine puis une diminution qui 

pourrait être liée à la dégradation du peptide par des protéases endogènes bactériennes [217]. 
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Les agents antimicrobiens étaient actifs contre les souches productrices de MccJ25, mcc93F, 

mccL et mccB17 suggérant que les microcines produites n'appartiennent pas à l'un de ces 

groupes [214]. Bien que dans une étude antérieure, Sablé [174] ait utilisé une souche d' E.coli 

appelée E.coli LR05 qui produisait quatre microcines différentes (B17, D93, J25 et L) et était 

résistante à la Mcc V. 

L'activité inhibitrice des cinq substances bactériennes semi-purifiées était sensible aux 

traitements enzymatiques protéolytiques utilisés, ce qui indique leur nature protéique [200], 

insensible à 100°C pendant 30 min, stable à pH acide (= 2) mais instable dans des conditions 

alcalines (pH> 10) et tous les cinq étaient stables lorsqu'elles étaient exposés à des solvants 

organiques à l'exception du chloroforme. Ces observations indiquent que les composés 

antimicrobiens sont stables. Le caractère de stabilité thermique de ces substances a démontré 

la capacité de leur utilisation potentielle comme conservateur alimentaire, car de nombreuses 

procédures de transformation des aliments impliquent une étape de traitement thermique. Leur 

grande résistance au pH est également très profitable pour les applications demandant des 

aliments aussi bien acides que non acides. De nombreux auteurs ont trouvé que les 

bactériocines qu'ils purifiaient étaient stables aux facteurs étudiés, mais certains d'entre eux 

étaient sensibles aux enzymes principalement la proteinase K et le pH élevé [218-223]. 

Dans notre étude et sachant que toutes les microcines connues sont solubles dans des solvants 

organiques [224], et surtout que l'acétonitrile n'affecte pas l'activité du surnageant incluant la 

microcine, la RP-HPLC a été utilisée pour purifier la microcine donnant un seul pic 

confirmant la pureté de l'échantillon. L'analyse de la microcine V purifiée par LC-MS a 

montré un seul composé majeur avec une masse de 8733,94 Da, qui est la même masse 

moléculaire rapportée par Duquesne [152] dans sa review et par Havarstein [225] lorsque ce 

dernier a purifié la microcine V provenant du producteur sauvage E.coli ATCC 14763, et d'un 

recombinant qui héberge pHK22 qui code pour les opérons de la microcine V. Cependant, 

Fath et al. [226] ont trouvé une masse moléculaire de 8741 Da. La microcine V a été 

séquencée avec succès par LC-MS-MS, et la séquence obtenue est la même que celle 

rapportée dans les bases de données Bactibase et Uniprot. 

Les difficultés associées à la purification de la microcine V sont dues à son instabilité et à sa 

production en faibles quantités [166, 225]. Ainsi, elle a été purifiée avec un rendement de 

récupération de l'activité totale de 8% (Tableau 10) à partir de 3 litres de bouillon de culture. 

Ce rendement peut être dû aussi à l'inactivation de la microcine d'une manière ou d'une autre 

par liaison aux surfaces des flacons ou à d'autres composants dans le milieu [225]. En effet, 
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lorsque décrite la première fois par Gratia et al. [54], on a signalé que la microcine V était 

stable pendant 30 min à 120°C. Ensuite, elle a été purifiée par Havarstein [225] qui avait un 

rendement d'environ 0,5 mg dans 1l bouillon de culture, mais il avait utilisé une souche 

recombinante. La MccV purifiée a montré une bonne activité contre les coliformes 

pathogènes, en particulier E. coli O1K1H7 impliqués dans la collibacillose aviaire. Elle était 

également plus active que la colistine contre E. coli ATCC 35695. Bien que cette protéine ait 

été rapportée comme active contre les isolats cliniques de Salmonella [227], l'absence 

d'activité dans notre étude peut être due à des différences de souches. 

Enfin, à travers cette étude expérimentale, nous avons mis l'accent sur la microcine V, 

notamment en ce qui concerne la mise en œuvre d'une procédure de purification rapide 

utilisant uniquement le système RP-HPLC, mais aussi l'étude de sa sensibilité aux traitements 

physico-chimiques. 
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II.2  Chapitre 2  

Etude du mode d’action de la microcine V  
 

Guide de lecture :  

Ce chapitre est consacré à l’étude du mode d’action de la microcine V déjà purifiée. 

Plusieurs techniques récentes de biologie moléculaire, de microscopie électronique et de 

spectrofluorométrie ont été utilisées en vue d’une meilleure compréhension de son acticité 

antimicrobienne.     
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II.2.1 Matériel et Méthodes  

 

II.2.1.1 Cinétique de l'activité bactéricide de la microcine V contre E. coli  

Pour élucider les effets de la microcine V sur la viabilité d’E.coli 35695, une culture en  

phase logarithmique de croissance a été ajustée à une DO600 de 0,6. Un aliquote de la culture a 

été mélangé avec la microcine V à une gamme de concentrations (1, 10, 50, et 100× CMI). 

Les mélanges ont été mis à incuber à 37°C. Des prélèvements à chaque intervalle de temps 

ont été recueillis et utilisés pour le dénombrement de bactéries en unité formant colonie 

(UFC) [228]. 

II.2.1.2 Mesure de l’activité bactéricide en présence des lipopolysacharides  

Pour évaluer si l'endotoxine pourrait influencer l’activité du peptide, l'activité 

antimicrobienne de la microcine V contre E. coli ATCC 35695 a été mesurée également en 

présence des LPS. Une solution mère de microcine V à une concentration finale de cinq fois 

la valeur CMI pour cette souche a été pré-incubée avec une solution de LPS d’E. coli K12 

souche LCD25 (List Biological Labs, inc, USA) à une concentration finale de 0,5 à 50 µg / 

ml pendant 30 min à 37°C. Ces solutions ont ensuite été ajoutées à une culture d’E. coli 

35695 en phase de croissance (107 UFC / ml) dans le bouillon LB et incubés à 37°C. La 

microcine V seule à la même concentration finale était utilisée comme témoin positif. Après 

60 min d’incubation, 0,1 ml de cultures ont été prélevés, dilués dans de l’eau peptonnée à 0,1 

% et le nombre de bactéries a été déterminé sur des boites de gélose LB. Les colonies ont été 

comptées après 18 h d'incubation à 37°C [229]. La sulfate de colistine  

(Toronto Research Chemicals, Canada) a été utilisé comme composé de référence à une 

concentration finale de 3,15 µg / ml, soit seule ou mise en incubation avec une solution de 

LPS à différentes concentrations finales comme a été décrit plus haut. 

II.2.1.3 Test de dépolarisation membranaire 
 

Pour analyser les perturbations membranaires dues à l’utilisation de la CMI de la microcine 

V, des bactéries d’une culture jeune d’E.coli ATCC 35695 (106 cellules / ml) ont été récoltées 

par centrifugation et remises en suspension dans 1 ml de HEPES (tampon HEPES 5 mM, 

glucose 20 mM, 100 mM de KCl, pH 7,2). La colistine sulfate a été prise comme contrôle 

positif induisant une dépolarisation et le tampon HEPES comme contrôle négatif. Les 
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modifications du potentiel de la membrane ont été mesurées en ajoutant 3,30-

dipropylthiacarbocyanine Iodure [DiSC3 (5)] et surveillance continue avec un 

spectrofluorophotomètre (Synergy H1 Microplate reader, Biotek) à une longueur d'onde 

d'excitation de 622 nm et une longueur d'onde d’émission de 670 nm. La réaction a été 

réalisée dans une microplaque noire (Dynex Microfluor® 2). L'expérience a été répétée trois 

fois pour s’assurer de la reproductibilité [230]. 

II.2.1.4 Marquage du peptide  
 

Le peptide MccV a été marqué par la sonde réactive d’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) 

dissoute dans de l'acétone. La réaction de marquage a été réalisée dans un tampon borate 100 

mM, pH 8,0, contenant un peptide: rapport de FITC de 1: 3 (v / v). Après deux heures à 25°C 

dans l'obscurité, le mélange a été repurifié sur une colonne C18 sur un système HPLC 

Backman en utilisant le gradient déjà utilisé pour la purification (cf Chapitre I) avec de l’eau 

pure acidifiée à l’HCl 0,5 mM (solvant A) et l’acétonitrile (solvant B) [231]. Le peptide 

marqué a été récupéré et l’acétonitrile a été évaporé sous azote (Praxair, Canada), ensuite le 

dosage des protéines a été réalisé par la méthode de Lowry (Biorad) et la CMI a été 

déterminée  pour s’assurer que l’activité n’a pas été  affectée.  

II.2.1.5 Visualisation par microscopie à fluorescence 
 

Une culture jeune d’E.coli ATCC35695 a été centrifugée à 5000g/5min, puis le culot a été 

resuspendu dans le tampon PBS. La suspension bactérienne a été mélangée avec le peptide 

marqué précédemment (1V/1V) et laissée 30 min au noir à la température de la pièce, puis 

elle a été centrifugée à 5000g / 5 min et le culot est lavé 3 fois par le tampon PBS et observé 

ensuite par microscope à fluorescence (Olympus BX51, Lampe X-Cite series 120 EXFO), la 

longueur d’onde d’excitation est de 490 nm, celle d’émission est 520 nm. Les photos obtenues 

ont été traitées au logiciel Image Pro Plus 7.0. [232] 

II.2.1.6 La microscopie électronique à transmission (MET) 
 

La MET a été effectuée afin de visualiser les changements de la morphologie intracellulaire 

d’E. coli 35695 pendant l'exposition à la microcine V. Une culture d'une nuit des bactéries 

dans le bouillon LB a été récoltée et lavée trois fois dans un tampon du phosphate de sodium 

(pH 7,4). A 100 µl de la suspension d’E.coli, nous avons ajouté 900 µl de la microcine V à 10 

fois la CMI. Le tampon PBS a été utilisé comme contrôle négatif et la colistine sulfate à 
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0,45µg/ml comme contrôle positif. Après 5 et 30 min d’incubation à 37°C, des échantillons 

ont été lavés 2 fois au PBS puis fixés dans du PBS contenant le Glutaraldéhyde à 2,5% et 

laissés une nuit à 4°C [233]. L’observation au microscope électronique à transmission a été 

réalisée à la Plate-forme d'Imagerie Moléculaire & Microscopie, Institut de Biologie 

Interactive et des Systèmes, Université Laval, Canada. 

II.2.1.7 Essai de retardation de l’ADN d’E.coli sur gel  
 

L'ADN d’E.coli ATCC 35695 a été purifié en utilisant un kit d’extraction d’ADN (Qiagen, 

US) et remis en suspension dans la solution de réhydratation de l’ADN du même kit. Des 

expériences de retardation sur gel ont été réalisées  comme décrit par Shi et al. [234]. En bref, 

200 ng d'ADN ont été mélangés avec différentes quantités de microcine V (10, 100, 200, 400, 

600 ng) dans un volume final de 19µl de tampon de liaison [5% de glycerol, Tris-HCl 10 mM 

(pH 8,0), EDTA 1 mM (éthylènediaminetétraacétique Acide), DL-dithiothréitol 1 mM et KCl 

20 mM]. Le mélange réactionnel était incubé pendant 1 h à température ambiante puis soumis 

à l’électrophorèse sur un gel d'agarose à 1%. La coloration a été faite au Gel Red (Biotium), 

les photos ont été prises sous lumière UV par un système Chemidoc MP (Biorad). 

II.2.1.8 Mesure de l'activité hémolytique 
 

Les érythrocytes ont été récoltées à partir du sang de cheval défibriné (Quelab, Montréal, QC, 

Canada) par centrifugation pendant 10 min à 5000g à 4°C, lavés deux fois dans du PBS (10 

mM de phosphate de sodium, pH 7,4 dans NaCl 150 mM) et enfin mis en suspension dans du 

PBS pour utilisation immédiate. De cette suspension, 90 µl ont été déposés en triplicata dans 

une microplaque 96 puits contenant 100 µl d'une série de dilutions en deux de la microcine V 

dans le même tampon. L’hémolyse totale a été réalisée avec 1% de Triton X-100, et un blanc 

a été réalisé avec le tampon seul. La plaque a été mise en incubation pendant 1 h à 37°C, puis 

centrifugée pendant 5 min à 10 000 g à 4°C. Du surnageant obtenu, 150 µl ont été transférés 

dans une microplaque à fond plat et l'absorbance a été mesurée à 450 nm. L’hémolyse a été 

calculée en pourcentage [244]:  

[(A450 de l’échantillon traité par la microcine V- A450 de l’échantillon traité par le tampon) / 

(A450 de l’échantillon traité par le Triton X-100 - A450 de l’échantillon traité par le tampon)] 

× 100. Tous les échantillons ont été réalisés en triplicata.  
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II.2.2 Résultats 

 

 

II.2.2.1 Cinétique de l’activité antibactérienne  
 

L’effet  de l’ajout de la microcine V sur les cellules sensibles a été étudié en utilisant 

différentes concentrations de peptide (1 x, 10 x, 50 x et 100 x la CMI) contre E.coli 

ATCC35695. Comme le montre la figure 13, l'addition de 10x  la CMI a diminué le nombre 

d’E.coli de 2 unités logarithmiques en 1 h, et l'inhibition a duré 4 h avec une grande 

perturbation de la croissance bactérienne. Une concentration plus élevée de la microcine V 

(50 × la CMI) était plus préjudiciable à la souche indicatrice, avec une réduction d’environ 

4.5 log CFU / ml après seulement 2 h de contact. En revanche, les bactéries ont repris leur 

croissance au cours des 8 h d'expérience. Mais la concentration à 100 x la CMI a été 

inhibitrice pour la bactérie cible à même pas 3 h de culture, puis une mort de la bactérie cible. 

 

Figure 13.Action inhibitrice de la microcine V contre E. coli ATCC 35695, en absence et en 

présence de différentes concentrations de la CMI. Les valeurs sont des moyennes ± écart-

types. 
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II.2.2.2 Mesure de l’activité bactéricide en présence des LPS 
 

Pour évaluer si les LPS pourraient influencer l’activité de la microcine V en s'y liant et en 

séquestrant le peptide, un essai de temps d’activité a été réalisé en incubant une solution de 

microcine V à une concentration cinq fois la valeur de la CMI avec les LPS d’E. coli K12 

souche LCD25 à différentes concentrations (0,5 à 50 µg / ml). Le sulfate de colistine était 

également inclus comme composé de référence. La figure 14 montre l’activité de la microcine 

V et du sulfate de colistine contre E. coli ATCC 35695 en la présence des LPS. Les résultats 

obtenus semblent montrer que les LPS d’E. coli K12 influent l'activité de la microcine V 

contre E. coli ATCC 35695 de manière négative. Incubé avec les différentes concentrations de 

LPS, l'activité inhibitrice de la microcine V est supérieure quand la concentration en LPS est 

basse. De façon semblable, l'activité de destruction du sulfate de colistine à cinq fois sa valeur 

CMI dans les conditions testées semble être réduite en présence des LPS par rapport à 

l'activité bactéricide de Colistine seule. 

 

 

Figure 14. Activité de la microcine V en présence de LPS par rapport au sulfate de colistine. 
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II.2.2.3 La dépolarisation membranaire  
 

L'essai utilise le DiSC3 (5), une sonde fluorescente sensible au potentiel membranaire. La 

fluorescence de DiSC3 (5) diminue à mesure que le colorant se partage à la surface des 

cellules polarisées; la dépolarisation peut libérer le colorant déjà lié aux bactéries dans le 

milieu. Par conséquent, les cellules témoins produisent un signal bas et les cellules 

dépolarisées produisent un signal haut. Comme le montre la Figure15, l'addition de la 

microcine V a dissipé le potentiel membranaire chez E.coli ATCC 35695. La dépolarisation 

complète a été obtenue par la colistine sulfate comparativement à la dépolarisation partielle 

obtenue par la microcine V. Les cellules témoins donnent une fluorescence basale. 
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Figure 15. Variations d'intensité de fluorescence de DiSC3 (5) dans une suspension de 

cellules suite au traitement par la microcine V et la colistine sulfate.  

 

 II.2.2.4 Marquage à la Fluorescéine Isothiocyanate 
 

La microcine V a été marquée à la Fluorescéine Isothiocyanate puis passée à l’HPLC 

analytique pour récupérer uniquement la microcine marquée et enlever l’excès de la FITC. 
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Le passage à l’HPLC analytique a donné un pic pur unique qui est légèrement décalé dans le 

temps du pic obtenu après passage de la microcine non marquée. L’ampleur du pic 

(concentration) a été diminuée également (Figure 16) 

 

Figure 16. Profil HPLC analytique de la Microcine V marquée et non par la Fluorescéine 

Isothiocyanate  

 

  II.2.2.5 Microscopie à fluorescence  
 

Pour examiner les sites cible de la microcine V chez E. coli ATCC35695, le peptide a été 

marqué avec FITC et visualisé sous la microscopie à fluorescence. Le peptide a été marqué 

par la FITC et purifié en utilisant une colonne HPLC en phase inverse C18. Le marquage de 

la microcine V avec la FITC n'a pas affecté son activité antimicrobienne. Comme montré dans 

la figure 17, la microcine V marquée par FITC s’est accumulée rapidement au cours des 30 

minutes dans la membrane cellulaire. Basés sur les images de la microscopie à fluorescence, 

nous ne pouvions pas dire si la microcine V a pénétré dans les cellules ou tout simplement 

s’est accumulé sur la surface des cellules d’E.coli. 
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 Figure 17. Images de microscopie à fluorescence d'E.coli ATCC 35695 traitée avec FITC-

Microcine V pendant 30 min. (BF : Fluorescence Basale, FITC : Fluorescence captée, Merge : Fusion des 

deux images)  

 II.2.2.6 Microscopie électronique à transmission  
 

 Les cellules d’E. coli ATCC 35695 non traitées présentaient une forme cellulaire normale 

avec une structure intacte de la membrane interne et une structure intacte légèrement ondulée 

et bien définie (figure 18A). Après 5 min d'incubation des cellules d'E. Coli avec la microcine 

V à 10 fois la CMI, des lésions au niveau intracellulaire ont été détectées (figure 18B). C’est à 

30 min d’exposition que les lésions intracellulaires deviennent plus visibles (figure 18C). La 
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figure 18D représente le contrôle positif qui est la colistine sulfate. Dans tous les cas, les 

cellules sont présentées avec des limites et des parois cellulaires altérées.  

A B

C D

 

Figure 18. Aspect des cellules d’E. coli sous microscope électronique à transmission 

(A) : E. coli ATCC 35695 non traitée, (B) : E. coli ATCC 35695 après 5 min de contact avec la microcine V, 

(C) : E. coli ATCC 35695 après 30 min de contact avec la microcine V, (D) : E. coli ATCC 35695 traitée au 

sulfate de colistine comme contrôle positif. 

 

II.2.2.7 Essai de retardation de l’ADN d’E. coli sur gel 
 

Dans une tentative de clarifier le mécanisme d'action moléculaire, nous avons examiné la 

propriété de liaison exercée par la microcine V sur l'ADN en analysant la mobilité 

électrophorétique des bandes d'ADN aux différents rapports pondéraux des peptides à l'ADN 

sur un gel d'agarose (1%, p / v). La microcine V a retardé la migration de l'ADN au-dessus du 

poids de 200 ng  (figure 19). Ce résultat indique que la microcine V a des réactions plus ou 

moins étroites avec l'ADN de la bactérie cible.  
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  Figure 19. Résultats de l’essai de retardation de la migration d’ADN par la microcine V sur 

gel d’agarose.  

 

II.2.2.8 Activité hémolytique  
 

La sécurité in vitro de la microcine V a été évaluée en utilisant le test d’hémolyse. Cette 

bactériocine n’a pas été hémolytique à de faibles concentrations, la plus petite concentration 

testée contre les érythrocytes est 3x la CMI. L’hémolyse a augmenté de façon proportionnelle 

avec la concentration du peptide pour atteindre 30% à une concentration de 3,125 µg/ml et 

restée stable ensuite suite à l’exposition à des concentrations plus élevées. La microcine J25 a 

été faiblement hémolytique < 7% à des concentrations fortes allant jusqu’à 50 µg/ml. 
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Figure 20. Activité hémolytique de la microcine V et la microcine J25 (moyennes ± les écart-

types)  

 

II.2.3 Discussion  

La grande variété des structures des microcines entraîne une diversité des mécanismes 

d'action, tels que l'inhibition des fonctions enzymatiques vitales et les dommages de la 

membrane interne. Cependant, les voies de reconnaissance initiales sont communes à 

plusieurs microcines. L'absorption de toutes les microcines étudiées dépend des récepteurs des 

sidérophores de la membrane externe et de leur système de transduction d'énergie, le 

complexe de la membrane interne TonB-ExbB-ExbD [235]. Il a été démontré que la MccJ25 

nécessite l'interaction du récepteur ferrochrome FhuA avec la membrane externe [236]. Alors 

que la MccE492, la MccH47 et la MccM lieraient les trois récepteurs du catécholate 

sidérophore, FepA, Fiu et Cir chez E coli et FepA, IroN, et Cir chez Salmonella typhimurium 

[237, 238], la reconnaissance de la MccV aurait besoin seulement de la protéine de la 

membrane externe Cir [166]. Ces microcines seraient ensuite transférées activement dans le 

périplasme via le système Ton (Ton B pour la MccV), qui utilise l'énergie de la force 

protonique à partir de la membrane interne [147]. Après une reconnaissance initiale sur des 

bactéries sensibles, les microcines agissent sur leurs cibles cellulaires pour exercer leur 

activité antibactérienne. En ce qui concerne la MccV, si aucune protéine d'immunité n'est 

présente, elle détruit la cellule en perturbant son potentiel membranaire. Le pouvoir de former 

des pores dans la membrane cytoplasmique de la bactérie n’a pas été démontré [239]. Il a 
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toujours été suggéré que la MccV tue les cellules sensibles en perturbant leur potentiel 

membranaire [164, 240]. Mais on ne sait pas si en plus, elle a une activité intracellulaire.  

Dans notre étude, la microcine V purifiée a été bactéricide contre E.coli ATCC 35695 à une 

dose équivalente à 100 × la CMI. La dose létale est peut être beaucoup plus moins que celle-

ci, la microcine V étant très sensible et se dégrade vite, et c’est d’ailleurs, le principal facteur 

qui rend son étude difficile [225] , ce qui fait que son activité diminue rapidement au cours de 

la conservation.  

Compte tenu du spectre antimicrobien affiché par la microcine V, nous avons jugé intéressant 

d'explorer plus avant l'interaction du peptide avec les LPS, un composant majeur de la 

membrane externe des bactéries Gram-négative responsable du syndrome de réponse 

inflammatoire systémique et de troubles souvent mortels, qui peuvent suivre les infections à 

Gram négatif [230, 231]. La liaison directe de la microcine V aux LPS provenant d’E. coli 

K12 souche LCD25 a été testée en incubant la souche E. coli ATCC 35695 conjointement 

avec le peptide et différentes concentrations des LPS. Ce paramètre expérimental a révélé que 

la microcine V a une bonne affinité générale pour les LPS, comparable à celle de la colistine 

dans certains cas (surtout à fortes doses des LPS). Cette dernière constatation n'est pas 

nécessairement surprenante. En effet, des études antérieures ont démontré que la liaison forte 

d'un peptide aux LPS n'est pas suffisante pour bloquer l'activité biologique du LPS, et qu'il n'y 

a pas de corrélation directe entre l'activité antimicrobienne des peptides antimicrobiens et leur 

capacité à neutraliser les LPS [241].  

Pour caractériser cinétiquement la dépolarisation du potentiel membranaire, plusieurs études 

[230, 242, 243] ont utilisé DiSC3 (5), une sonde fluorescente sensible au potentiel 

membranaire pour laquelle l'intensité de la fluorescence augmente lors de la dépolarisation 

membranaire, ce qui nous a incité à l’utiliser. Comme indiqué sur la figure 15, après que 

DiSC3 (5) a été ajoutée à la suspension de cellules bactériennes, elle a été absorbée et s’est 

concentrée dans la membrane en raison du potentiel membranaire, ce qui a entraîné une 

fluorescence stable. Après extinction de la fluorescence du DiSC3 (5), le traitement avec la 

microcine V a entraîné une augmentation progressive de l'intensité de fluorescence, tandis que 

la colistine sulfate a provoqué une augmentation rapide de l'intensité de la fluorescence, 

indiquant une dépolarisation membranaire. L'émission et l'augmentation de l'intensité de 

fluorescence de DiSC3 (5) indiquent des dommages cellulaires qui dépolarisent l'ingrédient 

électrique. Ces résultats ont confirmé que la microcine V causait des dommages cellulaires en 

perturbant le potentiel de la membrane cytoplasmique. Nous pouvons dire aussi que la 
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microcine V n’a pas principalement des protéines cibles mais un mécanisme membranaire 

pour ses effets microbicides car les mécanismes antimicrobiens ciblant les composants 

intracellulaires provoquent peu ou pas de dépolarisation des membranes [244].  

Ensuite, et afin de construire un dérivé traçable de la MccV pour étudier l'incorporation de ce 

peptide dans des cellules vivantes, la microcine V purifiée est marquée avec la sonde réactive 

aux amines libres, la FITC. Bien que le peptide fluorescent s'avérait être moins puissant que la 

MccV native, mais l’activité contre E.coli ATCC35695 n’a pas été affectée.  Les peptides 

doivent traverser la membrane cellulaire pour pouvoir affecter le fonctionnement d'une cible 

intracellulaire. Ainsi, les peptides marqués par fluorescence qui sont purement membraneux 

ne montreront de fluorescence que sur la membrane. Dans notre test, la fluorescence a été 

observée à travers des cellules entières, indiquant la capacité de la microcine V à se fixer sur 

la membrane externe d’E.coli et qu’elle rentre à travers celle ci. Ce phénomène a été observé 

dans une étude réalisée par Taute [245], où deux peptides antimicrobiens synthétiques 

marqués par fluorescence ont été observés sur la surface cellulaire d’E.coli.  

Les observations par la microscopie électronique à transmission ont révélé que les bactéries 

exposées à la microcine V avaient des membranes intactes et une morphologie intracellulaire 

altérée avec un grand nombre des cavités intracellulaires, qui est dû à la lyse des composés 

intracellulaires. Le nucléoïde n'était pas visible dans les contrôles, qui ont des parois 

cellulaires lisses et non cassés. Le contrôle positif pris était la colistine, pour son mode 

d’action connu par la dépolarisation membranaire. En effet, dans son étude sur le mode 

d’action de la colistine, O’Driscoll [246], avait remarqué que la souche d’E.coli exposée à la 

colistine, ne perds pas de potassium et sa membrane reste intacte.  

Afin de faire une investigation sur si la microcine V provoque des altérations intracellulaires, 

nous avons réalisé le test de retardation de la migration de l'ADN sur gel, et celui ci a révélé 

que quelques concentrations de la microcine V provoquaient une inhibition de la migration de 

cette moléculaire à des rapports (DNA: peptide) proches ou supérieurs à 1: 1. Les peptides 

positivement chargés ont très probablement formé des liaisons ioniques avec l'ADN chargé 

négativement [247]. Une molécule d'ADN moins négative se traduira par un mouvement 

retardé à travers le gel d'agarose, qui dans ce cas a entraîné l’apparition d’une bande juste en 

dessus du puits [234]. Dans d’autres études réalisées, l'ADN est soit resté partiellement dans 

le puits, ou ne migre pas indiquant une neutralisation complète des charges sur lui, comme par 

exemple NKLP27, un peptide antimicrobien induisant la dégradation de l'ADN bactérien 

[248]. Il a été montré qu'un autre peptide antimicrobien, l'indolicidine, provoque une 
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perméabilisassions membranaire sans lyse cellulaire et possède des cibles intracellulaires 

possibles à travers lesquelles il tue les bactéries. Celui ci retarde le mouvement de l'ADN à 

des rapports ADN: peptide supérieurs à 1: 0,2 [249].  

Enfin et pour s’assurer de la sécurité quant à l’utilisation de la microcine V, son activité 

hémolytique a été mesurée. La plus petite concentration testée était 3 fois la CMI, qui n’a pas 

été hémolytique, puis l’hémolyse a atteint un pourcentage de 10% à 12 fois la CMI. Quand on 

compare la microcine J25 à la microcine V, testées aux mêmes concentrations, on remarque 

qu’elle a un taux d’hémolyse très faible. En effet, le pourcentage maximum d’hémolyse pour 

elle était de 13%. Dans l’étude de Hammami [250],  le pourcentage d’hémoluse causée par la 

Mcc J25 n’a pas dépassé  4,5%, mais la concentration testée était plus basse que la nôtre.  
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II.3. Chapitre 3 

Effet de la supplémentation par Lactobacillus 

plantarum J34 sur la performance des poules 

pondeuses et la qualité des œufs  
 

Guide de lecture :  

Ce chapitre est l’objet d’une étude in vivo sur des poules pondeuses déjà en production dont 

le régime est supplémenté par une souche de Lactobacillus plantarum J34. Une mesure de 

plusieurs paramètres zootechniques permettent d’évaluer l’effet sur les performances des 

poules, et des analyses physicochimiques estiment la qualité des œufs témoin par rapport à 

celles provenant du lot supplémenté. 
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II.3.1 Matériel et Méthodes  

 

II.3.1.1 Souche bactérienne 

 

L’espèce Lb.plantarum J34 isolée du jabot du poulet fermier a été utilisée comme probiotique 

dans cette partie expérimentale.  Cette souche a subi des tests d’évaluation de ses pouvoirs 

probiotiques, elle a été conservée à -20°C. 

 La souche a été revivifiée sur le milieu MRS après une incubation à 37°C pour son 

utilisation. 

Le milieu de fermentation est composé du lait écrémé à 14% dans l’eau distillée. Le milieu a 

été réparti dans des bocaux de 1L en verre, stérilisé, refroidi puis inoculé à 1% de la culture 

bactérienne et laissé fermenter toute la nuit (18 heures). Après la fermentation le pH a été 

mesuré et un aliquote est prélevé pour la numération de bactéries viables,  puis il a été 

entreposé à 4°C avant d’être destiné à l’élevage.  

II.3.1.2 Effectif et conditions d’élevage  
 

L’élevage visé est localisé dans la région de Lahmara, commune de l’Emir Abdelkader, 

Wilaya de Jijel, cette dernière se retrouve à 360 km à l’Est d’Alger –capitale de l’Algérie. 

L’élevage comptait trois milles (3000) poules de la souche ISA-Brown, qui avaient un âge de 

29 semaines, et qui sont entrées en ponte à partir de la 18ème semaine. Les poules sont 

réparties sur deux batteries de 3 étages à raison de 5 poules par cage.  

Les batteries ont des dimensions de 20 m de longueur sur 1,5 m de largeur et sont surélevées 

de 0,25 m du sol. Les cages ont une longueur et une largeur de 40 cm et une hauteur de 50 

cm. Chaque cage était équipée d'un abreuvoir à tétine individuelle. La ventilation électrique 

est assurée par 04 extracteurs latéraux, avec une température ambiante et l’éclairage quotidien 

est maintenu en continu pendant 16 heures. 

Les conditions d’élevage sont défavorables avec une très mauvaise hygiène et un entretien 

presque inexistant. Le bâtiment d’élevage se retrouve pas loin d’un axe routier ce qui 

engendre un état de stress pour les poules.       

II.3.1.3 Alimentation, prophylaxie et traitement expérimental 

 
L’aliment utilisé pour l’alimentation des poules est fabriqué in situ par l’éleveur lui-même 

selon la formule donnée au tableau 11.  
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Tableau 11. Composition et teneur en nutriments du régime basal fourni aux poules 
pondeuses 

CMV(Kg) Soja (Kg) Mais (Kg) Calcaire (Kg) Son (Kg) VTS (Kg) 

1,5 22 63 9 5 0,03 

 

Les poules sont vaccinées contre la maladie de Marek, la maladie de Newcastle, la bronchite 

infectieuse, la maladie de Gumboro et la variole aviaire.  

Pour la réalisation de notre essai in-vivo, nous avons sélectionné 1000 poules que nous avons 

réparties en 02 lots, dont un témoin et l’autre expérimental. Les deux lots sont subdivisés en 

10 répétitions dont chacune contenait 50 sujets. Les différents groupes de traitement ont été 

également répartis uniquement sur le niveau inférieur afin de minimiser l'effet du niveau de la 

cage et pour pouvoir contrôler la circulation de l’eau dans les abreuvoirs. 

Les deux lots recevaient l’aliment de base susmentionné, mais le lot expérimental recevait en 

plus, une supplémentation en bactéries lactiques à base de la souche Lb.plantarum J34. La 

distribution a été faite dans l’eau de boisson. Le lait fermenté a été dilué à 1‰ dans l’eau de 

boisson pour éviter le colmatage et la sédimentation des composants probiotiques dans le 

système d'eau potable de la batterie.  

II.3.1.4 Evaluation des performances zootechniques  
 

Les poules ont été pesées au début (29 semaines d'âge) puis chaque semaine du procès. Les 

taux de mortalité ont été surveillés tous les jours. Les œufs étaient collectés quotidiennement 

et la production d'œufs était exprimée en taux de ponte  (taux de ponte par poule présente). 

Les poids individuels des œufs ont été enregistrés en pesant individuellement 2 œufs par 

répétition par semaine (un total d'environ 720 œufs pendant l'expérience) utilisés pour 

calculer le poids moyen des œufs pour la période expérimentale. La masse totale des œufs a 

été calculée en divisant le poids des œufs par le nombre d'œufs analysés. 

II.3.1.5 Evaluation de la qualité de l’œuf  
 

Les examens de qualité des œufs et des coquilles (poids de la coquille, épaisseur de la 

coquille, poids du jaune, indice du jaune, poids de l'albumine et unités Haugh) ont été 

effectués. À cette fin, 15 œufs de la ponte du matin ont été prélevés au hasard dans chaque 

groupe le premier jour des 3, 6, 9, 12, 15 et 18 semaines (un total de 90 œufs par groupe 

pendant l'expérience). Les œufs ont été pesés individuellement par une balance de précision 
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(OHAUS/Scout-STX622). L’index de forme a été calculé par la formule : 

(diamètre/longueur)×100 [251] et l’index de solidité de la coquille a été calculé selon la 

formule de Mongin [252]  Après que les œufs aient été cassés sur un support plat en plexiglas, 

la hauteur de l'albumine et du jaune a été mesurée avec un télémètre laser. La moyenne des 

deux mesures de la hauteur de l'albumine épaisse (une près du jaune et l'autre à la fin de 

l'albumine dense) ainsi que le poids de l'œuf ont été utilisées pour calculer le score de l'unité 

Haugh pour chaque œuf selon la formule de Haugh [253]. Un pied à coulisse a été utilisé pour 

mesurer le diamètre du jaune. 

 

 Les jaunes ont ensuite été séparés de l'albumen à l'aide d'une cuillère en Téflon. Avant que le 

poids du jaune ait été déterminé, les chalazes ont été enlevées avec une spatule et chaque 

jaune a été roulé sur du papier absorbant pour enlever l'albumine adhérant. Le poids de 

l'albumine a été calculé en soustrayant le poids du jaune et de la coquille du poids total de 

l'œuf. Pour déterminer le poids de la coquille, les coquilles ont été nettoyées de tout albumen 

adhérent, la membrane a été enlevée; les coquilles d'œufs ont ensuite été séchées à 

température ambiante. L'épaisseur de la coquille a été mesurée à 3 endroits différents 

(extrémités larges et étroites et au milieu) à l'aide d'un pied à coulisse et la valeur moyenne a 

été prise comme épaisseur. Les analyses de qualité interne et externe des œufs ont été 

effectuées dans les 24 heures suivant la collecte des œufs.  

 

II.3.1.6 Physicochimie de l’œuf 

II.3.1.6.1 Mesure de pH [254] 
 

Le pH des œufs et de la matière fécale des poules est mesuré en utilisant un pH mètre (Hanna 

instruments) préalablement étalonné par deux solutions tampons de pH 4 et 7. Les 

échantillons ont été broyés en présence de l’eau distillée (en utilisant une proportion de 1 :10, 

p / v) dans un broyeur homogénéisateur. 

II.3.1.6.2 Teneur en eau et matière sèche  

La teneur en eau est déterminée sur une partie aliquote de 2 g de l’œuf entier homogénéisé et 

étalée dans une capsule en porcelaine puis séchée dans une étuve (Memmert) à une 

température de 103±2 °C [255].  La teneur en eau est calculée par la formule : 

                                               TE (%) = (�1 − �2). 100/ P 

Avec :   TE % : Teneur en eau ; M1 : est la masse de la capsule et l’échantillon  avant étuvage (g) ; M2 : est la 

masse de la capsule et l’échantillon après étuvage (g) ; P : est la masse de la prise d’essai (g). 
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La matière sèche est déterminée de la même façon que pour l’humidité, puis  en appliquant la 

formule suivante :  

                                               Matière sèche (%) = 100 - TE (%). 

II.3.1.6.3 Teneur en matière minérale (MM)et en protéines   

 

Deux grammes (2g) de chaque échantillon des œufs ont été pesés sur une balance de précision 

(KERN 440-35A) et placés dans un creuset déjà séché et taré. Les creusets ont été placés dans 

un four à moufle (Thermolyne, 6000 France) à 550°C pendant 5h jusqu’à obtention d’une 

couleur grise claire ou blanchâtre [256].  Le pourcentage de matière organique est calculé 

comme suit : 

                                               MM % = (�1 -�2) /P x 100. 

Avec, MM : matière minérale ; M1 : la masse de creuset vide ; M2 : la masse de creuset après l’incinération et P : 

la prise d’essai. 

 

La teneur en azote a été estimée par la méthode de Kjeldahl. Basée sur la détermination de la 

quantité d’azote réduit présents dans l’œuf. La méthode de Kjeldahl est passée par trois 

étapes :  

- Minéralisation : 5ml de chaque échantillon d’œuf entier homogéinisé ont été placés 

dans un matras (Gerhardt) de 250 ml contenant des billes de verre. 25 ml d’acide 

sulfurique (H2SO4) concentré et 2 g de mélange des catalyseurs (sulfate de potassium 

et du cuivre) ont été ajoutés. Ensuite le matras a été placé sur la rampe de 

minéralisation. Le col est placé dans le dispositif d’aspiration des vapeurs jusqu’à ce 

que la solution est devenue limpide. 

A la fin de la minéralisation, le matras a été refroidi soigneusement et 40 ml d’eau ont 

été ajoutés lentement. Le volume a été complété à 100ml avec de l’eau distillée. 

- Distillation : 5 ml d’aliquote ont été pris pour la distillation vers le ballon de l’appareil 

à distiller. L’allonge a été ajustée pour qu’elle plonge au fond d’un erlenmeyer 

contenant 20 ml d’acide borique à 40g/l et 3 à 4 gouttes d’indicateur de Tashiro. 

Environ 40 ml de la solution de NaOH à 40℅ ont été ajoutés dans le ballon de 

distillation. Le NH3 s’est dégagé sous forme d’ammoniac et arrivé dans l’acide 

borique, qui a viré à une teinte vert alcaline. 

- Titration : le contenu de l’erlenmeyer est titré avec l’Hcl à 0,01N jusqu’à ce que la 

couleur soit devenue gris sal. 
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Le pourcentage en azote est donné par la formule suivante [257]: 

                                      N%= 14 (Vs –Vb) x N/m x100. 

 Avec,  VS : volume de l’acide utilisé dans la titration (ml) ; 

               Vb : volume de l’acide utilisé dans la titration du témoin (ml) ; 

                N : normalité de l’acide ; 

                m : masse de la prise d’essai (g). 

La teneur en protéine est calculée en multipliant le taux d’azote totale N (℅) par un facteur 

6,25. 

II.3.1.6.4 Teneur en matière grasse totale   

 

L’extraction de la matière grasse a été faite au moyen d’un appareil d'extraction continue de 

type Soxhlet et en utilisant l’éther de pétrole comme solvant d’extraction. 20g du jaune de 

chaque œuf est placé dans une cartouche d’extraction ; 200 ml d’éther de pétrole est versé 

dans le ballon d’extraction de 500ml déjà séché et pesé ; ensuite le ballon est chauffé pendant 

1h30 jusqu’à épuisement de la matière grasse. Le solvant a été éliminé par évaporateur rotatif 

(Heidolph) et le ballon est pesé. Le pourcentage de lipides totaux de l’échantillon est donné 

par la formule suivante [258]: 

                                     % lipides totaux =  M2 - M1/ P x 100. 

Avec,   M1 : est le poids du ballon vide (g),  

              M2 : est le poids du ballon après l’extraction et l’évaporation de solvant (g)  

              P : est le poids de la prise d’essai (g). 

II.3.1.6.5 Teneur en glucides totaux et en β-caroténe 

  

Le dosage des glucides a été réalisé en utilisant l’anthrone (9,10-dihydro 9-oxoanthracène) 

comme réactif et une solution mère de glucose (2g/l) comme standard. Les dérivés 

furfuraliques cendensés à l’anthrone donnent des composés bleu-vert dont l’absorbance à 

580nm est mesurée. Brièvement 0,5 g d’échantillon est mélangé avec 1ml de l’acide 

trichloroacétique (20%) puis centrifugés à 6000tr/mn pendant 25 mn. 100 µl du surnageant est 

mélangé avec 4 ml d’anthrone, puis chauffés à 80°C pendant 10 mn. L’absorbance a été 

mesurée à 680 nm et la quantité des glucides totaux est calculée en se basant sur le coefficient 

de corrélation de la courbe standard [259]. 

Les caroténoïdes des jaunes d’œufs ont été obtenus par extraction solide/liquide en utilisant la 

mixture hexane/acétone/éthanol (50/25/25, v/v/v). L’extrait est filtré puis transféré dans une 

ampoule à décanter, ensuite la phase organique est séparée de la phase aqueuse pour être 
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filtrée sur sulfate de sodium anhydre. La concentration de  β- carotène est déterminée par 

spectrophotomètre en utilisant l’équation [260] : [β- carotène]= 4,624×A450-3,091×A503. 

 

II.3.1.7 Traitement statistique  
 

Les résultats ont été donnés ous forme de moyennes et écart-types. La différence entre les 

moyennes de différents échantillons a été déterminée par l’analyse de variance à un facteur 

ANOVA (one way analysis of variance) par le logiciel Origin 6.0, et par le test de Student. 

Toutes les analyses ont été réalisées au seuil de signification de 5%. La valeur trouvée par le 

calcul peut affirmer que les populations sont différentes avec un risque d’erreur p tel que : 

différence significative (p<0,05), hautement significative (p<0,01) ou non significative 

(p>0,05). 

 

II.3.2 Résultats  

 

II.3.2.1 Nombre de cellules 

 

Le nombre de bactéries viables dans l’eau administrée aux sujets du lot expérimental a été 

jugé conforme aux spécifications expérimentales. Une concentration finale de Lb. plantarum 

J34 était de 7,3× 106 ufc par ml d’eau.  

 Mensurations et paramètres de qualité des œufs 

Les mensurations des œufs récoltées durant la durée de l’expérience sont données au tableau 

12.   

 

Tableau 12. Effets du probiotique sur les mensurations des œufs 

 Diamètre 

(cm) 

Longueur 

(cm) 

Poids 

(g) 

Poids de 
coquille 
(g) 

Poids du 
blanc (g) 

Poids du 
vitellus (g) 

Témoin 4,37±0,27 6,33±0,51 63,82±5,88 7,82±0,93 37,70±0,77 20,02±1,24 

Probiotique 4,50±0,17 6,17±0,40 65,97±6,83 7,66±0,68 36,87±1,04 22,21±1,01 

 

D’après ces résultats, aucune différence n’a été observée concernant les mensurations des 

œufs issus du lot témoin et expérimental (p>0,05). La morphologie de l’œuf et le poids de ses 
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constituants sont inchangés. Les valeurs données au tableau sont des moyennes des 18 

semaines de l’expérience.  

Les résultats de l’effet du probiotique sur les paramètres de qualité des œufs sont résumés 
dans le tableau 13 

 

Tableau 13. Paramètres de qualité des œufs issus des deux lots 

 Hauteur du 
blanc (cm) 

Hauteur du 
vitellus  (cm) 

Diamètre du 
vitellus (cm) 

Chambre à air 
(cm) 

Témoin 0,63±0,08 1,70±0,15 4,07±0,10 0,31±0,1 

Probiotique 0,75±0,20 1,68±0,27 4,20±0,15 0,23±0,15 

 Index de forme Index de solidité 
de la coquille 

Epaisseur de la 
coquille (mm) 

Unité Haugh 

Témoin 70,61±0,55 8,48±0,94 0,37±0,04 62,06±1,93 

Probiotique 71,89±0,24 9,15±070 0,39±0,03 62,97±2,64 

 

Certains paramètres qui déterminent la qualité et l’état de fraicheur des œufs ont été mesurés. 

Les résultats montrent que les œufs provenant du lot supplémenté en Lb. plantarum J34 ne 

présentent aucun changement par rapport aux œufs témoin en ce qui concerne les paramètres 

de fraicheur (hauteur du blanc, chambre à air, hauteur du vitellus et unité Haugh) et de qualité 

(index de forme, solidité et épaisseur de la coquille). L’analyse statistique a montré une 

différence non significative des moyennes (p>0,05).  

 

II.3.2.2 Effets du probiotique sur les caractéristiques physicochimiques des œufs 
 

Les effets de la supplémentation par Lb. plantarum J34  sur la composition des œufs récoltés 

du lot témoin et le lot expérimental sont présentés  dans le tableau 14.  
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Tableau 14. Caractéristiques physicochimiques des œufs issus des lots témoin et 
expérimentaux 

 pH Teneur en 
eau (%) 

matière sèche 

(%) Albumen Vitellus Entier 

Témoin 8,27±0,43 6,34±0,19 7,46±0,14 71,44±1,69 34,60±4,74 

Probiotique 8,15±0,38 6,20±0,14 7,21±0,16 71,23±1,10 35,26±3,24 

 Matière 
minérale  
(%) 

 

Lipides (%) 

 

Protéines (%) 

 

Glucides(%) 

β-carotène 
(µg/g) 

Témoin 0,94±0,03 32,02±2,56 12,78±1,20 0,75±0,21 5,14±0,08 

Probiotique 0,92±0,02 30,11±1,46 12,56±1,12 0,71±0,07 4,92±0,03 

 

Le pH du blanc, du jaune et des œufs entiers issus des deux lots sont presque les mêmes. De 

point de vue statistique, la différence n’est pas significative (p>0,05). La supplémentation par 

Lb. plantarum J34 n’a pas d’effet sur  la teneur en eau et matière sèche (p=0,9), la teneur en 

lipides (p=0,1), protéines, glucides et en β-carotène (p>0,05). 

II.3.2.3 Analyse de la matière fécale des poules  
 

Les résultats obtenus sont portés sur le tableau 15. L’analyse de la matière fécale des poules 
montre que le pH de celle qui provient du lot supplémenté en Lb. plantarum J34 est inférieur 
à celui de la matière fécale provenant du lot témoin. Cette différence de la valeur de pH est 
hautement significative (p<0,001).  

Tableau 15. pH et dénombrement des entérobactéries de la matière fécale des poules 

 pH Nombre d’entérobactéries 
(×107 UFC/g) 

Témoin 7,34±0,24 1,82±0,18 

Supplémenté 6,54±0,08** 3,86±0,48** 

 

Le tableau 15 montre aussi que le nombre des entérobactéries dans la matière fécale 
provenant du lot expérimental est nettement supérieur à celui du lot témoin, où la différence 
est hautement significative entre les deux groupes (p<0,001). 
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II.3.2.4 Effet du probiotique sur le poids des poules, le taux de ponte et la mortalité 

  
La figure 21 montre que le poids des poules est resté stable dans le lot témoin, et de même 
pour le lot supplémenté durant les 04 premières semaines avec une différence non 
significative (p>0,05). 

 

Figure 21. Variation du poids des poules durant les 18 semaines. 

 

La supplémentation avec Lb. plantarum J34 a clairement démontré que cette souche 

améliorait le poids corporel quotidien de poules (Figure 21). L'effet de cette souche 

probiotique a commencé vers la fin de la quatrième semaine. A la 11ème semaine, cette 

supplémentation en souche a montré une augmentation significative (p=0,008) du poids 

corporel par rapport au groupe témoin du même âge (1946 g). La différence maximale du 

poids a été observée à la 12ème semaine qui est de 91 g (avec une moyenne de 1941g au lot 

expérimental contre 1850 g au lot témoin). Cet effet positif du probiotique sur le poids 

corporel a persisté jusqu'à la fin de l’expérience (18ème semaine), avec une valeur du poids 

corporel enregistrée de 1870 g et 1846 g dans le témoin respectivement. 

 

Le taux de ponte dans le lot témoin et le lot supplémenté en Lb. plantarum J34 est présenté 
dans la figure  22. 
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Figure 22. Evolution du taux de ponte dans les deux lots. 

 

Le nombre des œufs pondus a été enregistré chaque semaine et exprimé en tant que taux de 

ponte. Celui-ci a montré de légères fluctuations autour d’une moyenne de 65% pour le lot 

témoin. Par contre dans le lot supplémenté en Lb. plantarum J34, une baisse de taux de ponte 

a été observée et qui est arrivée jusqu’à 58% à la 12ème semaine. Une différence significative 

(p<0,05) a été trouvée à l’analyse statistique.  

 
Le taux de mortalité a été calculé par rapport aux poules de départ (500 sujets/lot), et le 

nombre des poules mortes a été enregistré chaque semaine (figure 23). 

 

Figure 23. Taux de mortalité dans les deux lots durant les 18 semaines d’expérience. 

 

La mortalité des poules dans le lot témoin était significativement supérieure à celle des poules 

du lot supplémenté (p=0,036), celle-ci survient à des intervalles non réguliers et avec des 
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valeurs plus ou moins variables et dont le cumul chez le lot témoin est de 15,8%, alors que 

chez le lot expérimental il est de 3,2 % pour toute la période de l’expérience.  

 

II.3.3 Discussion  

 

En général, il a été suggéré que l'efficacité pour la plupart des probiotiques chez les animaux  

pourrait être démontrée avec un apport quotidien de 108 à 109 cellules [261]. Cependant, il est 

très difficile de comparer directement différentes études en utilisant différents probiotiques et 

différents niveaux d'administration parce que l'efficacité d'une application probiotique 

dépendra de nombreux autres facteurs. Parmi ces facteurs, les modes d'administration des 

probiotiques, pourraient affecter leur efficacité. Il semble que les probiotiques dans l'eau 

survivent aux conditions du système digestif supérieur, probablement en raison du temps de 

transit plus court par rapport à l'alimentation en particules solides. La capacité diluante de 

l'eau pourrait conférer un avantage supplémentaire en réduisant l'impact négatif de l'acidité 

gastrique et des sécrétions digestives comme la bile et les enzymes sur la capacité de survie 

des microorganismes probiotiques dans un milieu aqueux [81]. En outre, Les 

microorganismes sont plus actifs dans des conditions hydratées (dans l'eau) que dans la teneur 

en eau limitée des aliments secs (environ 90% de matière sèche), ce qui pourrait impliquer 

une plus grande sensibilité aux conditions environnementales. C’est pour ces raisons, nous 

avons pris le choix de distribuer notre probiotique dans l’eau de boisson. Néanmoins, l'apport 

continu d'un probiotique peut nécessiter de l'eau pure et peut interférer avec certains 

médicaments et nécessiter, de plus, un dispositif spécial pour un dosage approprié. De plus, il 

est à noter que certaines préparations probiotiques ne sont pas dispersibles dans l'eau et ne 

peuvent pas être administrées dans l'eau potable. 

La supplémentation en Lb.plantarum J34 n’a pas amélioré significativement la forme des 

œufs. Ainsi, aucune différence n’a été remarquée concernant le poids et la taille des œufs 

issus du lot témoin et du lot supplémenté en probiotique. Le même résultat a été obtenu par 

Yörük et al. [98] ayant administré une culture composée de Lactobacillus, Bifidobacterium, 

Streptococcus, et Enterococcus spp. à des poules pondeuses mais les poids et les tailles des 

œufs étaient semblables à ceux du témoin. Le même constat a été évoqué par Pambuka et al. 

[262] qui ont utilisé deux genres Lactobacillus sp. et Bacillus spp. Dans d’autres études, une 

augmentation du poids a été signalée [261, 263]. Parallèlement, aucune différence n’a été 

observée sur les paramètres de la fraicheur et de la qualité des œufs (hauteur du blanc, 

chambre à air, unité Haugh, épaisseur de la coquille et la composition physicochimique) des 
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deux lots. Ce qui a été déjà trouvé par Mahdavi et al. [264] qui n’ont trouvé aucune 

amélioration de l’épaisseur de la coquille et des unités haugh ; et par Guo et al.  [265] qui ont 

trouvé que les hauteurs du blanc, la couleur du jaune et les unités Haugh n’ont pas changé 

suite à une supplémentation probiotique. C’est le cas aussi des résultats de l’étude menée par 

Ma et al. [266] où, ils n’ont pas obtenu une différence de qualité. Mais il y a aussi d’autres 

études aux résultats contradictoires, ainsi, Kalavathy et al. [267] ont observé une amélioration 

du poids, de la taille et de la teneur en cholestérol des œufs chez les sujets supplémenté avec 

des probiotiques.  Yousefi et Karkoodi [82]ont montré que le poids de la coquille et son 

épaisseur, ainsi que le poids du jaune des œufs provenant des différents traitements étaient 

différents. De même, Mikulski et al. [261] ont trouvé une amélioration de la qualité des œufs 

chez les sujets aux probiotiques. Ceci pourrait être lié à la souche bactérienne, à la 

concentration et au mode d’administration des bactéries utilisées (dans l’eau ou dans 

l’aliment). 

La supplémentation par Lb.plantarum J34 a clairement démontré que cette souche a amélioré 

le poids corporel des poules, cet effet a commencé à la cinquième semaine. C’est que, 

lorsqu’un inoculum de bactéries est introduit pour la première fois dans un milieu de 

croissance, il nécessite probablement une période d'adaptation à son nouvel environnement. 

Moins ces conditions sont optimales, plus la période d'adaptation est longue. La longueur de 

la phase de latence dépendra également de l’état des bactéries de l'inoculum. Pendant cette 

période, il n'y a pas d'augmentation nette du poids. Selon de nombreuses recherches, les 

probiotiques en tant que promoteurs de croissance ont pu augmenter le poids corporel des 

poules pondeuses et améliorer les indices de croissance du poulet de chair [268, 269]. Il y a 

une disparité quant à l'administration de probiotiques dans l'eau potable, Timmerman et al. 

[81] ont trouvé que ça entraîne généralement une augmentation plus faible du gain quotidien 

moyen comparativement aux études sur l'administration de probiotiques par voie alimentaire. 

Alors que Karimi Torshizi et al. [270] ont trouvé le contraire. Aussi, il a été suggéré que la 

présence de grands nombres des lactobacilles peut augmenter la motilité du contenu de 

l'intestin et améliorer la disponibilité ou l'absorption des nutriments, ce qui favorise la prise du 

poids[271]. 

L’augmentation du poids des poules a été accompagnée d’une baisse de la production des 

œufs, exprimée par une baisse du taux de ponte. L’étude menée par Lacin et al. [272] a 

montré que quand le poids corporel augmente, le poids de l'œuf augmente, mais la production 

d'œufs par jour diminue. Ce qui veut dire que la baisse du taux de ponte trouvée dans notre 

étude est peut être due à la prise de poids des poules suite à l’effet favorable du probiotique. 
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L’arrêt de l’administration de Lb. plantarum J34 est suivi par un léger retour du taux de ponte 

à la normale. Certaines études ont trouvé que les préparations probiotiques testées n’ont pas 

donné une amélioration du taux de ponte, c’est le cas des études de Ramasamy [72] qui a 

utilisé 12 souches de lactobacilles, et Asli [273] qui a supplémenté l’alimentation des 

pondeuses par 9 souches y compris Lb.plantarum. Par contre d’autres ont observé une 

augmentation de la production des œufs suite à la supplémentation par Lb.sporogenes [274], 

Bacillus subtilis [265] ou par Bacillus licheniformis [99]. Le traitement probiotique a induit 

une nette réduction de la mortalité, le même constat a été évoqué par Timmerman et al. [81] 

par ajout des probiotiques à l'eau potable chez le poulet de chair.  

La présente étude a démontré l'effet de Lb.plantarum J34 dans la réduction des 

entérobactéries dans la matière fécale (P <0,001) et l’abaissement du pH de celle ci (P 

<0,001). Comme démontré dans le chapitre I de cette partie, Lb plantarum J34 produit 

essentiellement des acides organiques ce qui réduit considérablement le pH de son milieu de 

culture. Quelques études in vitro et in vivo ont montré que les bactéries lactiques produisent 

une gamme de métabolites ayant un effet bactéricide sur les bactéries indésirables, telles que 

les bactériocines et les acides organiques. Les acides organiques présents dans les métabolites 

agissent de telle manière que, lorsque l'acide traverse la paroi cellulaire bactérienne, il se 

disperse dans l'environnement interne et réduit le pH [275]. Cela provoque la cessation des 

processus enzymatiques et l'effondrement de la force proto-motrice bactérienne. Ainsi, la 

croissance de la bactérie est inhibée, car son énergie restante est entièrement utilisée pour 

maintenir le pH interne pour la survie et non pour d'autres processus métaboliques. Ainsi, le 

nombre élevé des entérobactéries dans la matière fécale du lot expérimental est probablement 

dû à l’exclusion de celles-ci, qui ne peuvent pas s’adapter au milieu acide provoqué par la 

présence de Lb. plantarum J34.  L'environnement acide favoriserait la croissance des bactéries 

lactiques, qui pourraient ensuite causer une production supplémentaire des acides organiques 

et composés antimicrobiens [276]. 
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Conclusion générale  

 

 

La résistance bactérienne aux agents antimicrobiens apparaît aujourd'hui comme l'un des 

principaux problèmes de santé publique. L'émergence et la propagation de souches 

bactériennes résistantes est résultantes de l'utilisation incontrôlée et abusive des antibiotiques 

conventionnels, combinée avec de nombreuses mutations génétiques qui se produisent dans le 

monde bactérien. L'étendue de cette résistance est renforcée par le retard dans le 

développement de nouveaux agents antimicrobiens pour éliminer cette résistance croissante 

sans cesse. Il devient impératif et urgent de développer de nouvelles classes de composés 

antimicrobiens. A cet égard, l'utilisation de peptides antimicrobiens est recommandée en 

raison de leur capacité à maîtriser l'apparition de résistances au sein des souches bactériennes 

impliquées. De par leur nature, leur variété et leurs différents mécanismes d'action, des 

peptides antimicrobiens représentent une alternative intéressante parmi les nouvelles 

stratégies pour contrôler la résistance bactérienne. 

C’est dans cette optique que nous nous sommes fixé comme objectif la  recherche de 

nouvelles souches bactériennes productrices de bactériocines, afin de les utiliser comme 

probiotiques. Pour ce faire, et dans un premier temps,  nous avons criblé des souches 

bactériennes provenant du tractus gastro-intestinal du poulet et du porc, et les meilleures 

souches ont été sélectionnées. 

Dans une première partie expérimentale, nous avons sélectionné six souches qui avaient une 

bonne activité antimicrobienne, qui a été dirigée essentiellement contre E.coli. Cinq de ces 

souches étaient des Gram- dont quatre sont des E.coli et une Proteus sp. et la sixième est un 

Lb.plantarum comme confirmé par l’analyse du 16S rDNA. Ces souches ne portaient pas de 

gènes de virulence sauf pour E.coli I1006, et étaient sensibles à la plupart des antibiotiques 

testés. Nous avons pu  purifier la bactériocine de la souche la plus efficiente E.coli P2C, en 

utilisant un passage sur des colonnes chromatographiques C18 à basse pression et à haute 

pression. Après analyse de la LC –MS/MS, il s’est avéré qu’il s’agit de la microcine V. Cette 

dernière a montré une bonne résistance aux solvants organiques, aux variations de pH et à 

différents couples temps/température, mais elle était sensible aux enzymes. Cette microcine V 

purifiée avait une activité essentiellement anti E.coli, avec une CMI contre E.coli ATCC 

35695 de 0,89 nM. 
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L’investigation faite au second chapitre de la partie pratique sur le mode d’action de la 

microcine V a permis de démontrer que cette dernière avait une activité bactériostatique à 

faible concentration et bactéricide à des concentrations plus élevées avoisinant 100 fois la 

CMI. Elle avait aussi une bonne affinité avec les LPS provenant d’une souche d’E.coli. Nous 

avons pu démontrer également en utilisant la sonde fluorescente FITC, que cette microcine se 

dépose sur toute la surface de la bactérie cible, puis induit une dépolarisation de la membrane 

bactérienne, comme démontré grâce à la sonde Disc 3(5). La microscopie électronique à 

transmission nous a aidé à démontrer que la microcine V provoque des lésions 

intracellulaires, et ceci a été confirmé par le test de retardation de la migration de l’ADN sur 

gel d’agarose suite aux interactions de ce dernier avec la microcine V. A la fin de cette étude, 

nous avons démontré que la microcine V n’est pas hémolytique à de faibles concentrations, et 

que l’hémolyse commence lors de l’utilisation des concentrations élevées.  

La troisième partie s’est focalisée sur l’effet probiotique lié à la supplémentation de la ration 

de la poule pondeuse par  Lb. plantarum J34, souche déjà criblée. Les résultats ont montré 

que cette supplémentation n’a pas changé les paramètres de qualité et de fraicheur des œufs, 

mais elle a aboutit à une diminution du pH de la matière fécale des poules, ainsi qu’a une 

augmentation du nombre des entérobactéries dans la matière fécale qui sont chassées suite à 

cet abaissement du pH. Néanmoins, la supplémentation a amélioré considérablement le poids 

des poules, mais ceci a conduit à une baisse de ponte traduite par une chute de taux de ponte. 

Elle a amélioré par contre le bien-être animal, ce qui a réduit de façon remarquable le taux de 

mortalité. A l’issue de ce chapitre, on peut conclure que la souche Lb.plantarum J34 sera de 

préférence destinée à l’élevage du poulet de chair.  

Perspectives 

Actuellement, beaucoup de laboratoires de recherche de renommées internationales travaillent 

sur l’axe relatif à la recherche de nouveaux agents antimicrobiens. Nous prévoyons dans un 

futur proche faire ce qui suit : 

 Elargir l’éventail de la recherche en essayant d’isoler de nouvelles souches 

bactériennes avec un fort pouvoir bactériocinogène à partir des niches écologiques 

différentes, ce qui permettra leur utilisation dans des domaines variés, aussi bien dans 

le domaine alimentaire que dans l’élevage des animaux de production ; 
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 Quant à la microcine V, une optimisation de sa purification est nécessaire, afin d’avoir 

un bon rendement de purification. Ainsi qu’une amélioration des modes de sa 

conservation à cause de sa dénaturation ; 

 Nous essayerons de continuer à chercher à comprendre son mode d’action, et surtout 

ses interactions avec le matériel génétique des souches sensibles comme l’ARN 

polymérase ;  

 En ce qui concerne la souche Lb.plantarum J34, elle sera utilisée comme supplément 

dans l’alimentation du poulet de chair, afin d’évaluer son effet sur le gain du poids des 

carcasses et la qualité hygiénique, ainsi que sur les paramètres plasmatiques comme le 

taux de cholestérol.  Et pourquoi ne pas, essayer de supplémenter l’alimentation 

d’autres animaux de production par cette souche pour explorer ses performances sur le 

bien-être animal. 
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