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Lise des abréviations

B. : Bacillus.

BEA : Bile Esculine Agar.

BN : Bouillon nutritif.

CAA : Complexe agroalimentaire.

CMV : Complément Minéralo-Vitaminique
CV : Cellule de vidange.

E. : Enterococcus.

E. coli : Escherichia coli.

EM : Energie Métabolisable.

FAO : Food and Agriculture Organization.
FL : Flore lactique.

FT : Flore totale.

GN : Gélose nutritive

IC : Indice de consommation.

Kcal : Kilocalorie.

MG : Matiére Grasse.

MH : Muller-Hinton.

MP : Matiére premiere.

MRS : de Man Rogosa et Sharpe.

MS : Matiere Séche.

OMS : Organisation Mondiale de la Santé.
PBS: phosphate buffered saline.

PCA: Plate Count Agar.

ppm: partie par million.

UFC : Unité Formant Colonie.

YGC : Yeast Glucose Chloramphénicol.
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En Algérie, depuis 1980 la production avicole est devenue parmi les productions
animales ayant un fort potentiel de développement (Alloui, 2011). On trouve de nombreuses
espéces avicoles produites, et le poulet de chair occupe la premiére place sur le plan
économique, du fait de son rendement élevé, son faible colt de production par rapport a la
viande rouge et sa haute valeur nutritionnelle. Cependant, la croissance considérée de cette
filiere a conduit a I’apparition de maladies virales et d’infections bactériennes, qui affectent la
sant¢ de la volaille et sont a I'origine de maladies d’origine alimentaire chez I’Homme
notamment les infections & Salmonella et Campylobacter (Fuller, 2001 ; Van Im- Mersel et
al., 2004 ; Santini et al., 2010 ; Rouger et al., 2017).

L’aliment constitue le facteur le plus important et le plus colteux de tout élevage.
Chez la volaille, il est généralement prévu 3 types d’aliments suivant la phase d’élevage :
aliment de démarrage, aliment de croissance et aliment de finition. lls sont composés en
fonction des besoins nutritionnels du stade de développement du poulet. L’aliment doit étre
donné en quantité suffisante et doit contenir un bon équilibre d’ingrédients (Buldgen, 1996 ;
Ouarest, 2008). En plus des éléments nutritifs, plusieurs additifs sont ajoutes a I’aliment de
volaille pour améliorer sa digestibilité et les performances zootechniques de I’animal.

Parmi ceux-ci nous avons les antibiotiques. Cependant, I’utilisation abusive et
incontrdlée de ces molécules comme facteurs de croissance dans le secteur avicole a entrainé
une augmentation du nombre de souches bactériennes pathogénes multi-résistantes (EUC,
2005 ; Chaisatit et al., 2012 ; Suresh et al., 2017), ainsi que la présence de résidus
d’antimicrobiens dans les aliments (viande, lait et ceufs) et I’environnement (pollution des
eaux et des sols) (Carvalho et Santos, 2016 ; Ronquillo et Hernandez, 2017). Pour cela, en
2006, 'union européenne a décrété I’interdiction de 1’incorporation des antibiotiques dans
I’alimentation animale (Jha et al., 2020). Cependant, ceci a engendré des problemes de
production qui sont liés a la diminution des performances zootechniques et la rentabilité

économique des élevages du poulet de chair (Mathlouthi et al., 2012).

Pour faire face a ces contraintes, de nouvelles stratégies ont eté développées et font
’objet de nombreuses recherches dans le but de trouver de bonnes alternatives pour limiter la
propagation des bactéries résistantes, et parmi ces alternatives, les probiotiques suscitent
beaucoup d’intérét (Caly et al., 2015 ; Al-Fatah, 2020 ; Rajput et al., 2020). En effet, la
supplémentation en microorganismes probiotiques permet d’améliorer la santé animale et

humaine (Riaz Rajoka et al., 2017).
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Il existe plusieurs espéces de microorganismes utilisées en tant que probiotiques dans
I’alimentation avicole (Khalique et al., 2020). Chez le poulet de chair, les microorganismes
probiotiques utilisés appartiennent aux genres Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus,
Bacillus, Streptococcus, Sacharomyces et a 1’espéce Clostridium butyricum (Fuller, 2001;
Harimurti et Hadisaputro, 2015).

Chez la volaille, les préparations probiotiques peuvent étre composées d’une seule
souche ou d’un mélange de deux ou plusieurs espéces (Barrow, 1992 ; Alagawany et al.,
2018). Leurs effets bénéfiques sur la santé des poulets de chair sont I’amélioration des
performances zootechniques (gain de poids, coefficient de digestibilité) (Mehdi et al., 2018 ;
Djezzar et al., 2019 ; Zaghari et al., 2020) ainsi que des effets sanitaires (diminution des
diarrhées et de morbidité) (Jayaraman et al., 2013 ; Wang et al., 2017).

Toutefois, plusieurs facteurs sont présumés avoir une influence sur la survie des
souches probiotiques dans les aliments, leur viabilité dépend principalement des additifs
ajoutes, de 1’oxygeéne, température de fabrication net de stockage de I’aliment, pH et la durée
de conservation Mattila-Sandholm et al., 2002 ;Gaudreau et al., 2013 ; Tripathi et Giri,
2014 ;Sondergaard, 2005).

Ce travail a pour objectif d’étudier la viabilit¢é d’une souche probiotique SOUS
certaines contraintes liées au process de fabrication d’un aliment de volaille. Pour atteindre

cet objectif notre travail comporte les étapes suivantes :

- Suivi de process de fabrication de I’aliment de poulet de chair au niveau du complexe
agroalimentaire (CAA) d’El Kseur (W. Bejaia),

- Etude de viabilité de la souche probiotique,
- Analyse microbiologique de I’aliment,
- Isolement et caractérisation de nouvelles souches résistantes au process de fabrication,

- Etude de certaines propriétés probiotiques des souches isolées.

Ce document comporte deux parties, la premiére partie est relative a la synthese
bibliographique comprenant des generalités sur I’aliment de volaille et sur les probiotiques, et

la deuxieme partie expérimentale présente le matériel et les méthodes utilises, ainsi que les



Introduction générale

résultats obtenus et leur discussion. Enfin, une conclusion générale résume les principaux

résultats obtenus et les perspectives de ce travail.
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1. Définition d’un aliment pour animaux

Un aliment pour animaux est toute matiere, d’origine unique ou multiple, traitée, semi-
traitée ou brute, destinée a étre distribuée directement aux animaux élevés pour la
consommation humaine. Les aliments destinés aux volailles sont majoritairement constitués
de céréales : en moyenne de 34 % de blé, 27 % de malis, 27 % de tourteau de soja et 12 %

d’autres maticéres premicres et dans une moindre mesure I’orge (Batonon, 2014).
2. Aliments de volaille

L’alimentation est I'un des enjeux majeurs de I’¢levage avicole vu son réle primordial
dans le métabolisme animal, son colt économigue et son impact environnemental (Batonon
et al., 2014). Les volailles réglent en grande partie leur consommation d’aliment de fagon a
couvrir leurs dépenses énergétiques. En pratique, les recommandations alimentaires en
protéines, acides aminés et minéraux sont indiquées en fonction de la teneur en énergie des
régimes (Bréchet et al., 2013).

Les aliments pour poulet de chair sont généralement classés selon leurs particularités,
a savoir ceux qui fournissent de I’énergie, les sources en protéines, de calcium et de
phosphore et enfin, ceux qui apportent d’autres minéraux, les oligo-éléments et les vitamines
(Mahmoudi, 2001).

2.1. Ingrédients de I’aliment de volaille

Les céréales, les issues de céréales, le manioc, les sources de protéines d’origine
veégétale, les matieres premicres d’origine animale ou minérale...sont les ingrédients de

I’aliment de volaille.
2.1.1. Les céréales et issues de céréales
> Le malis

C’est la matiere premic¢re la plus importante, la principale source d’énergie en
alimentation des volailles. Par rapport aux besoins nutritionnels, il est relativement carencé en
protéines et en acides aminés (Huart, 2004). 1l est trés apprécié grace a sa valeur énergétique

élevée parmi les céréales qui est de 3370 Kcal d’énergie métabolisable avec un taux
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d’incorporation de 80 % au maximum (Drougoul et al., 2004 ; citée par Berradj et al.,
2016).

> Le blé

Le blé est tres énergétique, le plus appétant avec une teneur de 12-13 % en protéines
(Ouarest, 2008). L’amidon du blé (36 %) est bien digéré par le poulet de chair, avec une
faible variabilité individuelle (Belaid, 2016). Le son de blé est un sous-produit de meunerie. I
est traditionnellement utilisé en alimentation animale. Il est constitué de particules fines de
pellicules de grains de blé, séparées au moment de la production de la farine panifiable. 11
contient €galement des particules de germes de blé. C’est un produit volumineux, plus riche
en protéines que le blé entier, riche en phosphore, en vitamines du complexe B et en
manganese. Cependant, sa teneur élevée en cellulose limite ses possibilités d’incorporation
dans les aliments pour volailles & 10 % pour des oiseaux en croissance et a 15 % maximum
chez les adultes. Dans les pays les plus démunis en matiéres premiéres, ces maximas peuvent
étre augmenteés a 15 et 20 % respectivement a condition toutefois qu’il soit de bonne qualité et
que son taux d’acidité sulfurique soit au maximum de 0,20 (mesure effectuée en laboratoire)
(Huart, 2004).

» Le sorgho

Le sorgho est une céréale secondaire fréqguemment rencontrée en Afrique. La teneur en
énergie reste élevee méme si elle est en deca de celle du mais (Huart, 2004). 1l a une forte
teneur en amidon (70 % de la matiére séche) et une proportion non négligeable en matiere
grasse (environ 3,3 % de la matiere séche) (FAO, 1990).

» L’orge

L’orge est la deuxieéme céréale secondaire apres le sorgho. D’aprés Belaid (2016),
I’orge est une matiére premiere caractérisée par une valeur énergétique moyenne de (2800
Kcal/ kg brut). Il a une teneur en protéines plus élevée (jusqu’a 10 %) et un profil en acides
aminés satisfaisant les besoins des volailles, 1l est donc capable de fournir des éléments
nutritifs nécessaires a la croissance du poulet de chair et a la production des ceufs (Belaid,
2015).
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2.1.2. Les oléagineux

> Lesoja

Le soja est une matiére premiére riche en protéines et en acides gras essentiels pour le
poulet. Il pourrait étre utilisé aprés élimination des facteurs anti-trypsiques thermolabiles qui

réduisent la disponibilité des protéines et des acides aminés (Lessire et al., 1988).

> Lecolza

La graine de colza peut étre utilisée comme matiére premiere en aviculture grace a sa
teneur en énergie métabolisable est donc trés élevée (4460 Kcal /Kg de matiére séche). Il est
trés riche en maticre grasse, il est donc possible d’incorporer jusqu’a 10 % de graines de colza

dans I’aliment destiné aux volailles (Leclercq et al., 1989).
» Le tournesol

La graine de tournesol a une forte valeur énergétique, est une des graines les plus
riches en matiere grasses (45 % de matiére grasse), mais sa valeur azotée est faible (Odienne
Claire et al., 2016).

» Les tourteaux

Ce sont les coproduits (sous-produits) de la trituration des graines oléagineuses. Les
tourteaux constituent la 2°™ classe d’aliments la plus importante apres les céréales. En effet,
ils représentent la principale source de protéines en alimentation aviaire. Le tourteau de soja
représente plus de 50 % du total de la production mondiale de tourteaux de protéines

(Ouarest, 2008).
2.1.3. Les brisures de riz

Le riz, dans les pays ou il est cultivé, est trop cher pour étre utilisé directement en
alimentation animale, sauf circonstances exceptionnelles. Il s’agit de grains de riz cassés qui
sont triés apres le polissage. C’est donc une matiere premiére de grande valeur énergétique
mais pauvre en protéines. Aprés broyage, elle entre largement dans I’alimentation des
volailles, & condition de rééquilibrer la formule en protéines et acides amines. Les brisures de
riz ne contiennent pas de pigments caroténoides, il faut en tenir compte en formulation
(Huart, 2004).
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2.1.4. L’eau

L’eau est le principal constituant du corps des poulets (pres de 75 % a 1’éclosion et 55
% a I’age adulte). L’eau distribuée aux volailles doit étre potable. Les volailles, boivent

presque des fois plus qu’elles mangent (ANSEJ, 2010).
2.2. Additifs pour aliment de volaille

Il s’agit de tout ingrédient ajouté intentionnellement et n’étant pas normalement
consommé comme aliment en tant que tel qu’il ait ou non une valeur nutritionnelle, ayant un
effet sur les caractéristiques de 1’aliment ou des denrées alimentaires d’origine animale. Les
microorganismes, enzymes, régulateurs de pH, oligoéléments, vitamines et autres produits
peuvent relever de cette définition, en fonction du but dans lequel ils sont utilisés et de leur
mode d’administration (FAO/OMS, 2007).

Les additifs, utilisés en alimentation animale, peuvent étre définis comme des
substances chimiques pures, d’origine naturelle ou synthétique, des préparations
enzymatiques ou des microorganismes, qui sont ajoutés aux aliments en faible quantité pour
modifier ou améliorer leurs propriétés technologiques, ou augmenter leur efficacité
zootechnique (Blain, 2002).

Ces additifs, dont la liste autorisée est strictement définie ont en réalité des rbles
majeurs: pour compléter une formule insuffisamment équilibrée, avec des minéraux, des
oligo-¢éléments, par exemple, pour augmenter 1’appétence d’un aliment, pour aider a conserver
les nutriments les plus fragiles, pour protéger les produits des contaminations microbiennes.
« Additif » ne signifie donc pas artificiel, il s’agit d’un plus apporté a la sécurité¢ alimentaire

des animaux domestiques (Haddad, 2009).
2.2.1. Critéres d’autorisation des additifs pour alimentation animale

Pour étre autorisé en alimentation animale, un additif doit remplir certaines conditions
(Goudoud, 1992) :

1- Innocuité pour la sant¢ humaine des denrées provenant d’animaux ayant consommé

I’additif.

2- Efficacité zootechnique prouvée, sans altération des produits animaux.
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3- Innocuité pour I’animal : absence de toxicité et de perturbation des grandes fonctions de

I’organisme.

4- Condition de controle : le controle qualitatif de ’additif doit étre possible a I’aide de
méthodes fiables.

5- Caractéristiques technologiques : homogénéité, compatibilité avec les autres constituants
de la ration.

2.2.2. Classification des additifs

Les additifs utilisés en alimentation animale peuvent étre classés en deux catégories

principales (Blain, 2002) :
e Additifs technologiques

Ils agissent directement sur I’aliment en modifiant ses propriétés physiques, son
aptitude a la conservation, ou qui vont réduire les nuisances provoquees par les déjections
animales, en les modifiant quantitativement, ou qualitativement, en augmentant la digestibilité

de certains constituants.

e Additifs zootechniques

Ils agissent directement sur 1’animal, en améliorant ses performances zootechniques
ou en prévenant les carences nutritionnelles ou certaines maladies parasitaires. Les additifs

zootechniques se divisent en deux groupes :

- Les nutriments rajoutés a 1’état pur aux aliments,

- Les non-nutriments, facteurs de croissance ou de prévention de maladies parasitaires.
Selon Blain (2002), parmi les additifs technologiques nous avons :

» Les conservateurs

- Antimicrobiens : substances ou micro-organismes qui protégent les aliments pour animaux des

altérations dues aux microorganismes ou a leurs métabolites et empéchent les fermentations.
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- Les anti-oxygénes ou antioxydants : substances prolongeant la durée de conservation des aliments
et des matiéres premiéres pour aliments des animaux en les protégeant des altérations provoquées par

’oxydation.
> Les modificateurs de la digestibilite

- Enzymes : depuis quelques années, I’utilisation d’enzymes sous forme d’additifs, permet
d’améliorer la digestibilité de certains nutriments des céréales et des tourteaux utilisés dans les

aliments composés.

Selon Blain (2002), parmi les additifs zootechniques nous avons :
» Nutriments

- Acides aminés : parmi lesquels nous avons la Lysine qui peut également étre ajouté sous forme
synthétique et la Meéthionine/Méthionine protégée, qui sont essentiels a la synthése des protéines
(Dormont, 2000).

- Vitamines : Les sources de vitamines sont naturelles ou artificielles, elles sont présentées dans des
huiles de fois de poissons, de tourteau de soja, de céréales...etc. Ajoutées soit sous forme de poudres
dans lesquelles les vitamines A, D, E et C sont le plus souvent protégées par divers procédés, comme
I'enrobage, soit sous forme de complexes vitaminiques, en poudre ou en hydrosols, associant

plusieurs vitamines.

- Composés minéraux vitaminés (C.M.V) : appelés dans la nouvelle Iégislation « aliments

minéraux ». Ces aliments peuvent :

- Etre distribués seuls, en poudre ou en granulés, dans des auges a la disposition des animaux.

- Etre compactés en pierres a lecher associant minéraux majeurs, oligoéléments, vitamines ...etc. ;
2.3. Types d’aliments de poulet de chair

2.3.1. Aliments simples

Les aliments simples sont les différents produits d’origine végétale ou animale, a I’état

naturel, frais ou conserveés, et les dérivés de leur transformation industrielle, ainsi que les
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substances organiques ou inorganiques, comprenant ou non des additifs, qui sont destinés tels
quels a I’alimentation animale (Féderal Suisse, 2005).

Un aliment simple ou matiere premicre est un aliment a I’état naturel, ou alors un
aliment qui n’a subi que de simples opérations de pré- transformation. La particularité d’un
aliment simple est qu’il ne contient que quelques éléments nutritifs (énergie, protéines,
vitamines...) en qualité et en quantité insuffisantes pour satisfaire a lui seul les besoins de
’animal (FAO, 2018).

2.3.2. Aliments composés complets

Un aliment complet est adapté d’un point de vue nutritionnel, et formulé grace a une
formule spécifique, destiné a étre distribué comme ration unique et capable maintenir en vie
et/ou de promouvoir la production sans addition d’une quelconque autre substance

supplémentaire, a I’exception de I’eau (FAO, 2013).
2.3.3. Aliment de démarrage

La phase de démarrage correspond aux 28 premiers jours de la vie du poussin. En
pratique, cette phase est trés délicate, notamment parce qu’il est difficile d’apporter les acides
aminés soufrés (méthionine et cystine) en quantité suffisante dans la ration. Il faudra veiller,
en particulier durant cette phase a apporter ces nutriments limitants tout en évitant d’apporter
en exces des protéines afin de respecter rigoureusement les exigences nutritionnelles et les
équilibres entre les différents acides aminés et, notamment en vitamines A et D3 (Hervé et
al., 2015).

Le poulet présente une croissance plus rapide et un meilleur indice de consommation
lorsqu’il regoit pendant la phase de démarrage un aliment présenté en miettes et ensuite en
granulés. Cette amélioration de performances sous I’effet de la granulation s’atténue
cependant a mesure que la teneur énergétique des aliments s’éléve ; elle n’est guére
perceptible au-dela de 3200 Kcal d’Energie métabolisable/kg (Larbier et al., 1991).

2.3.4. Aliment de croissance

L’aliment de croissance généralement s’administre durant les 14- 16 jours, apres celui
du démarrage. La transition de I’aliment du démarrage a celui de croissance implique un

changement de texture : de miettes ou mini-granulés a granulés entiers. Dépendant de la taille
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du granulé du produit, il s’aveére nécessaire que la premiere formulation de ’aliment, soit
donnée en forme de miettes ou mini granulés. Durant ce temps-13, la croissance du poulet se
fait d’une fagon dynamique ; donc, la consommation de 1’aliment doit étre adéquate. Aussi,
pour obtenir des résultats optimums de la consommation de I’aliment, croissance et
conversion alimentaire, il faut fournir aux oiseaux une formulation d’aliment correcte, surtout
en énergie et en acides aminés (Aviagen, 2010). Durant cette période d’élevage, 1’aliment

démarrage sera remplacé par une ration moins riche en protéines (Buldgen et al., 1996).
2.3.5. Aliment de finition

L’aliment de croissance sera remplacé durant cette période, par un aliment de finition
moins concentré en protéines et plus riche en énergie tout en respectant 1’équilibre
énergétique/protéique. 1l est a noter que toute déficience nutritionnelle en un ou plusieurs
acides aminés durant les deux premicres phases d’élevages se traduit par une diminution du
rendement en filet a la fin de cette période (Leclercq et Beaumont, 2000 citée par Ouarest,
2008).

3. Facteurs de croissance

3.1. Antibiotiques

Les antibiotiques ont été utilisés en continu sous forme d’additifs alimentaires. Ils sont
incorporés a la ration alimentaire en tres faibles quantités : en moyenne entre 5 et 50 ppm
(partie par million). A cette concentration, les antibiotiques sont considérés comme n’ayant
aucun effet sur les pathologies infectieuses. L’efficacité des antibiotiques comme facteurs de
croissance dépend de nombreux facteurs et notamment de ’espéce animale, de la nature et de

la dose des substances employées, de I’age et de 1’état des animaux (Blain, 2002).
3.1.1. Usage des antibiotiques en aviculture

Malgré tous les avantages apportés par les antibiotiques a 1’industrie de production
animale, en termes de santé, mais aussi d’économie, une conséquence inquiétante de
'utilisation de ces produits est apparue, dés les années 1950. En effet, I’utilisation
d’antibiotiques, a conduit a la sélection de souches bactériennes résistantes, par élimination

des souches sensibles (Behira, 2012).

10
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L’Union européenne a interdit d’incorporer dans les aliments pour animaux les
antibiotiques utilisés en médecine humaine. Le nouveau réglement sur les additifs dans les
aliments pour animaux compléte cette interdiction d’utiliser les antibiotiques comme facteurs

de croissance dans I’alimentation des animaux & partir du 1% janvier 2006 (CEE, 2005).

3.2. Prébiotique

Le vocable « prébiotique » a été proposé en 1995 (Gibson et Reberfroid, 1995) pour
désigner des composants annexes de 1’alimentation, non digestibles par les enzymes du tractus
digestif, susceptibles de stimuler la multiplication et Dactivit¢ de certaines souches
bactériennes, composants normaux de la microflore digestive, au bénéfice de I’hdte qui les

héberge.
3.3. Probiotiques

L’exploration du microbiote a permis d’identifier des bactéries susceptibles de lutter
efficacement contre certains agents pathogénes et qui pourraient étre utilisées comme
probiotiques aux moments critiques de la vie de 1’animal. Ces bactéries sont capables de
stimuler les deéfenses immunitaires de 1’animal et de prévenir certaines pathologies
(Charpiny, 2018).

3.3.1. Définition des probiotiques

Aujourd’hui, selon la définition adoptée par le groupe de travail mixte formé par
I’Organisation des Nations Unies (ONU) pour I’agriculture et I’alimentation et I’Organisation
Mondiale pour la Sant¢ (OMS) (FAO/OMS, 2002), les probiotiques sont des
« microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantité¢ adéquate, produisent

un bénéfice pour la santé de ’hote ».
3.3.2. Criteres de sélection des probiotiques

Afin de satisfaire a la définition des probiotiques, les microorganismes doivent
posséder des propriétés de survie, d’activité et de persistance dans le tractus digestif qui leurs
permettant d’exercer des effets bénéfiques sur 1’héte (Dunne et al., 2001). lls doivent étre des
souches non pathogénes, non toxiques et non allergisantes (Hill et al., 2014). 1l est difficile,

voire méme impossible de sélectionner une souche probiotique idéale remplissant la totalité
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des criteres de selection (Tufarelli et Laudadio, 2016). Le tableau I regroupe les critéres de

sélection d’une souche probiotique.
3.3.3. Réle des probiotiques

Les probiotiques jouent un rdle majeur dans le maintien de I'équilibre et de la stabilité
du microbiote intestinal, principalement, en empéchant I'infection, la croissance de bactéries
potentiellement nocives et en améliorant la réponse immunitaire. D’une maniére générale, les
probiotiques sont capables d’exercer leurs effets bénéfiques selon trois mécanismes
principaux comprenant I’amélioration de la fonction barriére de la muqueuse intestinale et la

modulation du systéme immunitaire (Bermudez-Brito et al., 2012).

L'usage des probiotiques en alimentation animale vise a réduire les difficultés d'un
déreglement de la flore intestinale chez le jeune animal qui est a l'origine des entérites
(Florent et Roberton, 1997).

Plusieurs études chez la volaille ont démontré que les probiotiques prévenaient les
infections microbiennes notamment celles provoquée par Salmonella et amélioraient les
performances zootechniques, et plusieurs effets bénéfiques ont été attribués a I’apport des
probiotiques en élevage de volailles, ces effets bénéfiques sont nombreux et variés selon la
souche, il s’agit d’effet sur la croissance, le microbiote intestinal, et sur la morphologie
intestinale, la réponse immunitaire et sur la qualité de la viande (Florent et Roberton, 1997).

3.3.4. Efficacite des probiotiques en aviculture

Plusieurs études ont prouvé I'effet bénéfique des probiotiques dont Lactobacillus,
Bifidobacterium et Bacillus sur la santé et sur les performances du poulet de chair (Higgins et
al., 2010).

Le plus important avantage de I’application des probiotiques chez le poulet de chair est
qu’ils ne laissent aucun résidu dans les viandes ce qui garantit la sécurit¢ du consommateur.
D’autre part ils préviennent les infections et 1I’implantation des microorganismes pathogenes

chez le poulet de chair (La regione et al., 2004 ; Awaad et al., Deng et al., 2020).
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Tableau I. Critéres de sélection des souches probiotiques (Tripathi et Giri, 2014).

Criteres de | -Identification taxonomique exacte
sécurité
-Non toxique, non pathogéne

-Pas de transmission possible de genes de résistance aux antibiotiques

-Adapté a une production de masse et au stockage

Criteres - Viabilité des populations élevée dans le produit commercialisé (10°
technologiques | & 108 UFC/g)

-Stabilité des caractéristiques désirées pendant la préparation et le
stockage

-Qualités organoleptiques souhaitables (ou pas de qualités
indésirables) lorsqu’ils sont inclus dans des aliments ou des procédés
de fermentation

-Génétiquement stable

-Survie et activité métabolique au niveau du site cible in vivo
Compétitivité -Tolérance a I’acidité et aux sels biliaires et aux enzymes digestives

-Capable de rivaliser avec le microbiote résidant et le métabolisme
fermentaire

-Adhérence et colonisation potentielle

-Aptitude a produire des effets bénéfiques sur la santé (efficacité

documentee et prouvée dans des études in vitro et in vivo)
Performances et

fonctionnalités -Action antagoniste vis-a-vis de bactéries pathogenes

-Production de substances antimicrobiennes et/ou bioactives
(enzymes, peptides, bactériocines, peroxyde d’hydrogene, acides
organiques ou autres composés inhibiteurs)

-Propriétés immunostimulantes, antimutagene et anti-cancérigéne

3.4. Process industriel d’élaboration des aliments de volaille (Ex. du

complexe agroalimentaire, El Kseur)

Le processus d’¢laboration et de fabrication des aliments composés peut se dérouler en

3 phases principales (réception, fabrication et expédition) (Larbier et al., 1992).
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Ces trois étapes sont précédées d’une étape de recherche et de formulation assurée
par un responsable de formulation a I'unité qui compose des recettes équilibrées pour chaque
type d’animaux. Dans un souci de tragabilité, la fabrication des aliments composés est prise
en charge par un systeme informatique permettant de suivre en continu le processus appelé

aussi process.
3.4.1. Réception des matieres premieres

Dés I'arrivée de la matiere premicre a 1'unité, elle subit un contrdle du poids a I’aide
d’un pont bascule pour s’assurer du poids net. Apres, elle fait ’objet d’un prélévement
d’échantillon, pour un controle qualité, si celles-ci sont conformes, elles seront stockées dans

des silos ou dans des magasins, dans le cas échant, elles seront refusées.

3.4.2. Fabrication

> Nettoyage

Le nettoyage des matiéres premiéres est assuré par une double action émotteur —
aspirateur. L’émotteur permet d’écarter les débris métalliques a I’aide d’un aimant, alors que

I’aspirateur ¢limine les particules fines telles que la poussiere.
» Dosage et pré meélange

L’usine dispose de deux bennes peseuses correspondant chacune a des produits dont
les dosages requierent une précision plus ou moins grande selon les pourcentages dans une
formule donnée. Une fois les matiéres premieres sont dosées, elles sont dirigées vers une

grande trémie pour un premier mélange grossier, appelé pré- mélange.
» Broyage

Seules les matiéres premieres grossieres subissent un broyage mécanique a ’aide du
broyeur a marteaux dans 1’objectif d’obtenir une granulométrie plus petite et/ou de réaliser
des mélanges homogenes.

> Meélange

C’est I’étape la plus importante de la ligne de fabrication et critique car toutes les

matieres premicres vont d’étre mélangées dans le but d’avoir un produit homogeéne et
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correspond a la formule de base. Au cours de cette étape, le pré-mélange broyer part vers une

mélangeuse et s’y ajoute le reste des matieéres premiéres a savoir :
- Les liquides (huile de soja, choline liquide, mélasse) ;

- Les minéraux (carbonate de calcium, phosphate bi calcique, sel, bicarbonate de
sodium,) ;

- Les additifs et le CMV (Complément Minéralo-Vitaminique)

> Distribution

Le mélange ainsi préparé passe vers une trémie sous-mélangeuse puis il sera transporté
par un transporteur et élévateur vers un distributeur. Selon le type de produit fini désiré

« Granulé ou Farine », le mélange est envoyeé :

- Soit directement dans des cellules de vidange afin d’étre expédié¢ directement sous la

présentation farine.
- Soit stocké dans des cellules de presse afin de les envoyer vers les presses.
» Pressage

Le mélange est dirigé vers une presse dans laquelle est injectée la vapeur pour obtenir
une pate a 85°C. Cette pate est ensuite poussée vers un anneau d’acier perforé ou elle prend la
forme de spaghettis qui seront découpés par la suite en morceaux de quelques millimétres
donnant ainsi des granulés.

> Refroidissement

Le refroidissement consiste a refroidir et a sécher les granulés afin d’éliminer I’excés d’eau

et aussi d’assurer leur consistance.
> Emiéttage

Il s’effectue a I’aide d’un émetteur qui sert a casser les granulés en particules de taille

variante selon la granulométrie du produit voulue appelant miette.

» Tamisage
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Il s’effectue a I’aide d’un tamiseur composé de 3 trémies dont le role est de separer :
- Les grands granulés qui seront retournés a I’émetteur pour étre casses de nouveau ;
- Les fins qui seront retournés vers la presse en suivant les étapes de granulation ;

- Le bon granulé qui sera transporté vers les cellules de vidange.

> Expédition

Selon les commandes demandées, les produits finis seront expédiés soit :

- Ensac de 50 Kg, a I’aide d’une ensacheuse.

- Envrac, directement dans des camions citernes a partir des cellules de vidange.

Le schéma suivant (figure 1) présente les différentes étapes de fabrication suivies depuis la

matiere premicre jusqu’au produit fini.
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4. Contraintes liées a I’incorporation des probiotiques dans les aliments

Plusieurs facteurs sont présumés avoir une influence sur la survie des souches

probiotiques dans les aliments, leur viabilité dépend principalement de :
4.1. Ingrédients alimentaires et additifs

Les ingrédients dans les aliments peuvent avoir un effet protecteur, neutre, ou nuisible
a la stabilité des probiotiques (Mattila-Sandholm et al., 2002), d'ou la compatibilité des

probiotiques avec différents ingrédients alimentaires joue un réle important dans leur survie.
4.2. Oxygene

L'exposition a I’oxygeéne joue un r6le majeur dans la perte de la viabilité des bactéries
sensibles a I'oxygéne (Gaudreau et al., 2013 ; Tripathi et Giri, 2014).

La tolérance a l'oxygene chez les bactéries probiotiques est souche dépendante, mais
en général les lactobacilles sont plus tolérants a I'oxygene que les bifidobactéries en raison de
la nature anaérobie de ces dernieres (Sondergaard, 2005). Plusieurs méthodes ont été
utilisées pour réduire la teneur en oxygene pendant le conditionnement et le stockage des
aliments probiotiques, des méthodes comprennent I'emballage sous vide, utilisation des
matériaux d'emballage avec une faible permeéabilité a l'oxygene, I'ajout d'antioxydants et
fixateurs d'oxygéne au produit, et le contréle du processus de production de telle sorte de

minimiser I’entré d'oxygene dissous dans le produit (Tripathi et Giri, 2014).
4.3. Température de stockage

La viabilité des bactéries probiotiques pendant le stockage est inversement
proportionnelle a la température de stockage (Gardiner et al., 2000). Les produits
alimentaires contenant les probiotiques doivent étre de préférence conservés a une
tempeérature ambiante (Tripathi et Giri, 2014).

4.4, pH

La survie des souches probiotiques au cours du stockage est considérablement

influencée par le pH et l'acidité titrable des produits (Mortazavian et al., 2010). Une tres
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faible valeur du pH augmente la concentration d'acides organiques non dissociés, en
augmentant ainsi I'effet bactéricide de ces acides (Tripathi et Giri, 2014).

4.5. Durée de conservation

Il est important que le taux d'inoculation des probiotiques doit étre suffisamment
élevé pour assurer un nombre de cellule minimum a la fin de la période de conservation
(Sondergaard, 2005).

4.6. Interaction entre les souches

Des cultures mixtes et des interactions entre les différentes souches peuvent entrainer
une stimulation, inhibition ou une absence d'effets sur le taux de croissance microbienne et

I'activité métabolique (Vinderola et al ., 2002).
5. Probiotiques utilisés en alimentation de volaille

5.1. Le genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus fait partie de la famille des Lactobacillaceae. Ce sont des
bactéries a Gram positif, anaérobies facultatives ou micro aérophiles, généralement
immobiles, asporulées et a catalase négative souvent regroupées en chaines, elles se
développent en un large spectre de température de (2 a 53°C) et dans un pH optimal de 5,5 a
6,2. Certaines especes de ce genre sont utilisées comme des agents de fermentation lactique
dans de nombreuses industries (Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al., 1994).

Ces bactéries sont caractérisées par des exigences nutritionnelles nombreuses en plus
de la source de carbone et d’azote, les lactobacilles ont besoin de vitamines telle que la
vitamine (B5), la niacine (B3) et de la cobalamine (B12) ainsi que des ions Mg et Mn** ou
Fe?* pour leur croissance (de Vos et al., 2009). Elles choisissent leur habitat selon ces
exigences, on les retrouve dans les substrats riches en hydrate de carbone, ainsi que dans les

muqueuses de 'Homme et de 1’animal et en faibles quantités sur les végétaux (Tialliez,
2004).
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5. 2. Le genre Pediococcus

Ces bactéries sont des coques homofermentaires dont la particularité est leur
regroupement en tétrade, elles sont immobiles, aérobies a microaérophiles (de Roissart et
Luquet, 1994). Le plus souvent incapables d’utiliser le lactose et leur développement
nécessite la présence de divers facteurs de croissance, certaines espéces peuvent se développer
a des teneurs tres élevees en sels (Pilet et al., 2005) et donc capables de résister a différentes
conditions environnementales. Les pédiocoques s’adaptent mieux aux habitats végétaux,
plusieurs especes appartiennent a ce genre dont Pediococcus pentasaceus, Pediococcus
acidilactici et Pediococcus parvulus (de Roissart et Luquet, 1994). Ces espéces ne
présentent aucun risque de pathogénicité ni pour ’'Homme ni pour ’animal, mais présentent
des effets bénéfiques sur la flore intestinale pour cela, elles sont utilisées comme probiotiques

notamment 1’espéce Pediococcus acidilactici (Djezzar, 2013).
5.3. Le genre Bacillus

C’est des bacilles a Gram positif, formant des spores non déformantes. Ce genre est
largement répondu dans la nature, il peut se retrouver dans différents aliments, en particulier
les produits déshydratés tels que les céréales. Il se développe aux températures tres élevées ce

qui le rend résistant a la transformation des aliments (Mosseli et al., 2004).

L’utilisation de Bacillus dans I’aliment de poulets permet d’améliorer la santé
intestinale grace a plusieurs modes d’action : consommation d’oxygene, stimulation des
bactéries produisant de ’acide lactique, réduction de la population de bactéries pathogenes
(Kato et al., 2007). Plusieurs études ont montré la baisse des bactéries de type Salmonella et
Clostridium perfringens aprés I'utilisation de Bacillus (Maruta et al., 1996), d’autres études
ont aussi mis en évidences une diminution de la flore pathogene lorsque Bacillus est utilisé
dans I’aliment de poulet (Ragionne, 2001).

5.4. Le genre Enterococcus

Les entérocoques sont des bactéries ubiquitaires appartenant a la flore commensale du
tube digestif de ’'Homme et des animaux (Flahaut et al., 2011). Ils peuvent se retrouver dans
les eaux douces, usées et de mer mais aussi dans le sol et sur les végétaux (Aguilar-Galvez et
al., 2012). Les especes les plus rencontrées chez I’Homme sont En. faecalis et En. faecium, ce

dernier est aussi prédominant chez la volaille (Sanders, 2005).
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Ces bactéries sont également utilisées dans I’industrie agro-alimentaire et rentrent
dans la composition de certains aliments probiotiques (Celiberto et al., 2017), du fait de leur

résistance aux températures de pasteurisation et aux conditions environnementales (Foulquié
Moreno et al., 2006).
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Matériel et méthodes

L’objectif de ce travail consiste en 1’étude de la viabilité d’une souche probiotique au
cours de la fabrication d’aliment de volaille, qui a été réalisé au niveau de 'université de

Bejaia, durant la période allant du mois de Mai au mois de Juin 2022.
1. Provenance de I’aliment

L’aliment utilisé a été gracieusement fourni par le complexe agro-alimentaire d’El-
Kseur (CAA, unit¢ aliment de bétail) wilaya de Bejaia. Il consiste en trois types d’aliments
(demarrage, croissance et finition), destineés respectivement aux trois phases d’élevage du

poulet de chair.
2. Origine des souches test

Dans cette étude trois souches ont été testées. Il s’agit :

- D’une souche probiotique de Lactiplantibacillus plantarum, faisant partie de la collection
des souches microbiennes du laboratoire de Recherche en Microbiologie Appliquée.

- Deux nouvelles souches bactériennes isolées de I’aliment de volaille traité thermiquement.
3. Origine des souches pathogéenes

Deux souches pathogenes aviaires (Escherichia coli et Salmonella enterica
Typhymurium) ont été utilisées dans cette étude. Ce sont des souches de la collection
microbienne du laboratoire de Recherche en Microbiologie Appliquée (Université de Bejaia).

4. Analyse microbiologique de I’aliment

Afin de vérifier la charge microbienne de I’aliment de volaille, récupéré juste avant
mise en sac, un dénombrement de la flore totale a été effectué. En parallele, un dénombrement
de la flore lactique et un dénombrement et une recherche des entérocoques ont éte réalises et
ce afin de vérifier I'effet de la température de granulation (55-60°C) sur la persistance de
certaines flores.
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4.1. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM)

Apres récupération de ’aliment dans des bocaux stériles, un broyage des trois types
d’aliments (démarrage, croissance, finition) a été effectué, devant le bec bunsen, dans un

mortier en porcelaine stérile en utilisant un pilon stérile.

Par la suite, un gramme de chaque aliment a été transféré dans des tubes stériles
contenant 9 mL d’eau physiologique (9 g/L NaCl). A partir de cette solution mére (10™) et &
Paide d’une micropipette, une dilution décimale (10%) a été réalisée dans 9 mL d’eau
physiologique pour les trois aliments. A partir de cette dilution, 1 mL a été ensemencé en
masse dans la gélose PCA (Plate Count Agar, Liofilchem, Italie) pour le dénombrement de la

flore totale. L’incubation des boites de Petri a été effectuee a 30°C pendant 48 h.

Apreés incubation, le dénombrement a été réalisé selon la formule suivante (Guiraud,
2003):

N = Z("

o v(n, + 0172, )d

N : Nombre d'UFC par gramme ou par mL de produit initial.

>C : Somme totale des colonies comptées.

nl: Nombre de boites comptées dans la premiere dilution (la plus faible).
n2 : Nombre de boites comptées dans la seconde dilution (la plus forte).

d : Taux de dilution & partir duquel les premiers comptages ont été obtenus.

v : le volume de solution déposée

4.2. Denombrement de la flore lactique
A partir de la dilution (10™), 1 mL a été ensemencé en masse dans la gélose MRS (de
Man Rogosa et Sharpe, GranuCult, Allemagne) pour le dénombrement de la flore lactique.

L’incubation des boites de Petri a été effectuée a 30°C pendant 72 h. La détermination du

nombre d’UFC/g a été effectuée suivant la formule citée en haut.
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4.3. Recherche des entérocoques

Pour la recherche des entérocoques, 1 mL de la dilution 10™ a été inoculé dans des
tubes contenant 9 mL de bouillon de Roth (Condalab, Espagne), suivi d’une incubation a
37°C pendant 24 h. Apres la période d’incubation, 1 mL de chaque tube de bouillon de Roth
positif (présence de trouble) a été transféré dans des tubes contenant 9 mL de bouillon Eva-
Litsky (Liofichem, Italie). Ces derniers ont été incubés a 37°C pendant 24 h.

Une confirmation de la présence des entérocoques a été effectuée sur milieu BEA.
Pour cela, a partir des tubes de milieu Eva-Litsky positifs (présence de trouble et de
noircissement), un isolement en stries a été effectué sur milieu BEA, suivi d’une incubation a

37°C pendant 24 h.
5. Traitement thermique

Environ 50 g de chaque aliment (démarrage, croissance, finition) ont été mis dans un

flacon en verre et stérilisé au four Pasteur a 90°C/20 min.
6. Vérification de I’efficacité du traitement thermique

Un dénombrement de la flore totale dans le milieu PCA, flore lactique dans la gélose
MRS et des levures et moisissures dans le milieu YGC (Yeast Glucose Chloramphénicol) a
été effectué sur les trois aliments. De méme, une recherche des entérocoques a été effectuée

comme décrite précédemment.

Pour cela, 1 g de chaque aliment, traité thermiquement, a été broyé stérilement
(comme décrit plus haut) puis versé dans un tube contenant 9 mL d’eau physiologique afin de
préparer la solution mére (10™). Par la suite, 1 mL de cette solution a été introduit dans un
tube de 9 mL d’eau physiologique pour préparer la dilution décimale (102). A partir des deux
dilutions, trois boites de Petri ont été ensemencées en masse pour les flores totale et lactique,
et les levures et moisissures, en portant 1 mL de la dilution correspondante dans la gélose.
D’autre part, 1 mL a été introduit dans trois tubes contenant 9 mL de milieu de Roth.

A T’issue de la période d’incubation, 48 h a 30°C (flores totale et lactique) et de 5 jours
a 28°C (levures et moisissures), un dénombrement des colonies apparues sur les différents
milieux a eté effectué. En parallele, la présence de trouble dans le milieu de Roth a été
inspectée et 1 mL des bouillons de Roth positifs a été ensemencé dans le milieu d’Eva-Litsky.
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Ce dernier a été reincubé a 37°C/ 24 h puis un isolement en stries a été effectué sur milieu
BEA, suivi d’une incubation a 37°C/24 h. La détermination du nombre d’UFC/g a été

effectuée suivant la formule citée en haut.

7. Test de résistance de la souche probiotique de Lactiplantibacillus

plantarum a la température de granulation de ’aliment de volaille

En se référant au process de fabrication de ’aliment de volaille (CAA, El Kseur), la
derniére étape consiste en une granulation du mélange a une température de 80°C/10-15 min
en fonction de la quantité chargée dans la granuleuse. Donc afin de Vérifier la résistance de
notre souche probiotique a cette étape du process de fabrication, un test de résistance a cette
température a été réalisé. Pour cela, la souche (10*° UFC/mL) a été incorporée dans ’aliment
et traitée dans un four Pasteur. A 1’issue du traitement thermique un dénombrement a été
réalisé dans la gélose MRS (pH= 5,4) aprées incubation a 37°C/72°C. En paralléle, une
recherche de la souche a été effectuée en réalisant un enrichissement dans du bouillon MRS
(37°C/24 h) puis un isolement en stries sur gélose MRS (37°C/72 h).

8. Isolement et purification des souches obtenues sur boite

Les colonies obtenues sur milieux PCA et BEA, lors de ’analyse de I’aliment traité
thermiquement, ont été récupérées et ont subis une série d’isolement et de repiquage pour
obtenir des souches pures. Pour cela, un repiquage de colonies individuelles a été effectué
dans du bouillon nutritif (BN, TM MEDIA, Inde). Par la suite, un réisolement a été réalisé sur
la gelose nutritive (GN, Difco, France). Cette opération a été répetée plusieurs fois, en
vérifiant a chaque fois I’aspect macroscopique (forme, taille et couleur de la colonie) et

microscopique (forme, Gram et regroupement des cellules) de la souche.
9. Test de viabilité des souches isolees

Deux souches codées B1 (isolée sur milieu PCA) et E1 (isolée sur milieu BEA) ont été
récupérées et testées pour leur viabilité dans les conditions simulées du transit gastro-

intestinal.
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9.1. Dénombrement des souches avant utilisation

Un dénombrement de la culture bactérienne fraiche de 18 h a été réalisé pour les
deux souches isolées (B1 et E1). Pour cela, une série de sept dilutions décimales a été

effectuée pour chaque souche.

Un volume de 1 mL de la culture bactérienne a été introduit dans le premier tube
contenant 9 mL d’eau physiologique stérile, ce qui constitue la dilution (10™%), puis & partir de
ce dernier un autre 1 mL a été transféré dans un deuxiéme tube d’eau physiologique (9 mL)
ce qui donne la dilution (10°%), ainsi de suite jusqua la dilution (107). Enfin, 1 mL des
dilutions (10°) et (107) a été ensemencé en masse dans la GN et incubé & 37°C/24 h. La

détermination du nombre d’UFC/g a été effectuée suivant la formule citée en haut.
9.2. Résistance a I’acidité gastrique

Afin de tester la résistance des deux souches isolées (B1 et E1) au pH stomacale acide,
un tampon HCI-KCI a été préparé puis 1 mL de chaque culture bactérienne fraiche de 18 h a

été introduit dans un tube qui contient 9 mL de ce dernier et incubé 37C°/3 h.

Six tubes d’eau physiologique ont été préparés pour réaliser une série de dilutions
allant jusqu’a (10 ®), puis 1 mL des dilutions (10™) et (10°) pour la souche B1 et (10™), (10)
et (10°) pour la souche E1 a été ensemencé en masse dans la GN. Aprés 24 h d’incubation &
37°C, un dénombrement a été effectué et le taux de survie a été calculé selon la formule :
(Ustunol et Gandhi, 2001) :

NG ) 3 641
Taux de survie % = x 100
UFC. .
NCpp) 2 t0h

9.3. Résistance aux sels biliaires

Pour tester la viabilité des deux souches isolées (B1 et E1) en présence des sels
biliaires rencontrés lors du passage par I’intestin, un tampon PBS (Phosphate Buffered Saline)
a pH =8 a été préparé (0,8 g NaCl, 0,02 g KCl, 0,3 g sels biliaires, 0,02 g KH,HPO,, 0,14 g
Na;HPO, et 100 mL eau distillée). Par la suite, 1 mL de chaque culture bactérienne fraiche de
18 h a été introduit a ’aide d’une micropipette dans 9 mL du tampon PBS puis incubé
30°C/4h.
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Une série de dilutions décimales allant jusqua (107) a été préparée, puis 1 mL des
dilutions (10, 10°® et 107) pour la souche B1 et (10°et 107) pour la souche E1 a été
ensemencé en masse dans la GN puis incubé a 37°C/24 h. Par la suite, un dénombrement des
colonies a été réalisé et le taux de survie a été déterminé selon la formule suivante (Ustunol et
Gandhi, 2001) :

NEELy 2 tan

Taux de survie % = x 100
N(%') atOh

10. Etude de Pactivité antibactérienne de B1 et E1

Afin d’évaluer I’activité antibactérienne des souches étudiées, un test de spots a été
réalisé ; pour cela, deux souches pathogénes aviaires (E. coli et Salmonella enterica

Typhimurium) ont été incluses comme souches cibles.
10.1. Revivification des souches pathogénes et standardisation des inocula

Les deux souches étant congelées a -80°C, une revivification est nécessaire pour les
activer. Pour cela, chague souche a été ensemencée dans 5 mL de BN et incubée a 37°C/24 h.
Cette étape a été suivie d’un deuxiéme repiquage dans le méme bouillon et une re-incubation
a 37°C/24 h.

Au terme de la période d’incubation, un ensemencement en stries a été réalisé sur GN.
Les boites de Petri sont par la suite incubées a 37°C/72 h. A Tl’issue de la période
d’incubation, un repiquage de deux colonies est effectué dans du BN. Ce dernier a été incubé
a 37°C/18 h. Au terme de la période d’incubation, un dénombrement de la souche a été
effectué par ensemencement de 1 mL des dilutions 10”7 et 10°®, en masse, dans de la GN. Les
dilutions décimales ont été réalisées dans de I’eau physiologique stérile (9 g/L NaCl) en
portant 1 mL de la culture bactérienne dans un tube de 9 mL d’eau physiologique (10'1), puis
a partir de ce dernier 1 mL a été transféré dans le deuxieme tube de 9 mL d’eau physiologique
(10°®) et ainsi de suite jusqu’au 8°™ tube (10®). La détermination du nombre d’UFC/g a été

effectuée suivant la formule citée en haut.
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10.2. Test de spots

Le principe de cette méthode consiste en la mise en contact direct des souches
bactériennes cibles et test sur milieu gélosé. Pour cela, 5 uL de la culture fraiche de 18 h de la
souche test (B1 ou E1) ont été ensemencés en spots sur GN et incubés a 30°C/24 h. Apres
incubation, 1 mL de chaque souche pathogéne a été inoculé dans des tubes contenant 9 mL de
gélose Muller-Hinton (MH, Liofilchem, ltalie) en surfusion. Chaque tube ensemencé a été
versé dans les boites de Petri ou se sont développés les spots des souches test. Apres
solidification, les boites ont été ré-incubées a 37°C/24 h. A 1’issue de la période d’incubation,

les boites ont été observées quant a I’apparition de zones claires autour des spots.
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Résultat et discussions

1-Analyse de I’aliment

1-1- Denombrement des flores totale et lactique

Les résultats du dénombrement des flores totale et lactique sur les géloses PCA et MRS

sont consignés dans le tableau I1.

Tableau I1. Résultats du dénombrement des flores totale et lactique

Aliment Démarrage Croissance Finition
Flore totale (UFC/g) 2,310° 10* 1,4 10°
Flore lactique (UFC/g) 42 10°* 0

Nous constatons la présence d’une charge variable de flore totale dans les trois types
d’aliment. Cette contamination peut provenir aussi bien de I’aliment que de I’environnement

lors du prélévement.
1-2- Recherche des entérocoques

La présence présomptive des entérocoques a été enregistrée au niveau des trois types
d’aliment; un trouble a été observé dans les trois tubes de milieu de Roth avec présence d’un
dép6t blanchatre. Apres le repiquage sur le milieu Eva-Litsky, un trouble du milieu a été
observé pour les trois aliments ; ce qui confirme la présence des entérocoques. L’aspect
macroscopique sur milieu BEA montre de petites colonies translucides entourées d’un halo-

noir. Cet aspect est caractéristique des entérocoques.

Remarque : Les résultats obtenus sur les milieux précédents, indiquent la présence des flores
lactique et totale ainsi que des entérocoques dans les trois types d’aliment (démarrage,
croissance et finition), ce qui démontre que I’aliment récupéré n’est pas stérile. Donc a cette
étape nous ne pouvons pas incorporer notre souche et la suivre tout au long de notre étude et

pour cela un traitement thermique est indispensable pour stériliser I’aliment.
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2- Analyse de I’aliment aprés traitement thermique
L’aliment a subi un traitement thermique de 90°C/20 min.
2-1 Dénombrement des flores totale et lactique et des levures et moisissures

Un dénombrement de la flore totale sur milieu PCA, flore lactique sur MRS et levures

et moisissures sur YGC a permis ’obtention des résultats rassemblés dans le tableau 11l ci-

dessous.
Tableau I1l. Résultats du dénombrement des flores totale et lactique et des levures et
moisissures
Flore (UFC/g) Flore totale Flore lactique | Levures et moisissures
Aliment de démarrage 10* 0 0
Aliment de croissance 3,510° 0 0
Aliment de finition 6,5 10° 0 0

Les résultats indiquent la présence d’une flore totale allant de 6,5 10? UFC/g dans
P’aliment de finition & 10* UFC/g dans I’aliment de démarrage. Ceci indique la présence d’une
flore thermorésistante. L’aspect macroscopique des colonies sur milieu PCA montre

clairement la présence de Bacillus.

Ces bactéries sporulées présentent une tres forte résistance aux traitements thermiques
comme la pasteurisation (Flint et al., 2015). La sporulation est un phénomeéne naturel dans le
cycle de croissance de certains groupes de bactéries telles que les espéces des Bacillus (Ponce
et al., 2008), il intervient lorsque les conditions deviennent défavorables donc en situation de
stress (Baril et al., 2012).

Par contre, aucune colonie n’a été obtenue sur milieu MRS et YGC, ce qui indiquent

I’absence de la flore lactique et des levures et moisissures.
2-2 Recherche des entérocoques

Les résultats de la recherche des entérocoques indiquent leur présence dans les trois

types d’aliment. Des colonies caractéristiques ont été obtenues sur milieu BEA.
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Suivant les résultats obtenus il ressort que le traitement thermique a 90°C pendant 20
min a éliminé la flore lactique et les levures et moisissures dans les trois aliments. Par contre,

les flores thermorésistantes (Bacillus et entérocoques) sont toujours présentes.

Les entérocoques appartiennent a la flore résidente gastro-intestinale de I’Homme, des
autres mammiferes, des oiseaux ..., ce sont des microorganismes ubiquitaires que I’on
retrouve aussi dans les eaux et les végétaux, ils ont une particularit¢ d’étre résistants aux
conditions environnementales (Chavres et al., 2003). lls sont capables de résister au
chauffage a 60°C pendant 30 min (Freny et al., 2007) et aux températures de pasteurisation et
connus pour leur adaptabilité aux différents substrats et aux conditions de culture (basses et

hautes températures, pH extrémes et salinité) (Brumfitt et al., 1958).

3. Resistance de la souche probiotique de Lactiplantibacillus plantarum a la

température de granulation de I’aliment de volaille

La souche de Lactiplantibacillus plantarum (10'° UFC/mL) incorporée dans I’aliment
et traitée dans un four Pasteur a 60°C/10 min n’a montré aucune résistance a cette
température. A I’issue du traitement thermique, le denombrement et la recherche de la souche
n’a montré la survie d’aucune cellule. Ceci démontre 1’impossibilité d’incorporation de la

souche probiotique, telle quelle, dans ’aliment de poulet de chair.
4- Isolement et standardisation des souches thermorésistantes

A partir des milieux PCA et BEA, des colonies caractéristiques de Bacillus et
d’Enterococcus ont été prélevées et purifiées par une série de repiquages. Par la suite, une
standardisation de leur inoculum a été effectuée pour la suite de I’étude. En effet, deux
souches Bacillus B1 et Enterococcus E1 ont été sélectionnées pour leur caractérisation en tant
que probiotiques. Les résultats de leur dénombrement apres croissance de 24 h dans le

bouillon nutritif sont consignés dans le tableau 1V ci-dessous.

Tableau V. Standardisation de 1’inoculum des souches B1 et E1

Flore Nombre de colonies repiquées Nombre
Bacillus 2 2,2 .10°UFC/mL
Enterococcus 2 4,4 10° UFC/mL
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5- Viabilité sous les conditions simulées du tractus gastro-intestinal

La soumission des deux souches sélectionnées aux conditions simulées du tractus
gastro-intestinal a révélé leur résistance (tableau V) au pH acide (pH=3) et aux sels biliaires
(0,3 %, miv).

Tableau V. Résultats du test de viabilité des souches B1 et E1

Souche HCL pH 3 PBS pH 8+ 0,3% bile
B1 6,7.10° UFC/mL 2,3.10° UFC/mL
El 6.10* UFC/mL 4,5.10° UFC/mL

En se référant aux résultats obtenus dans le tableau V, des pourcentages de viabilité

ont été calculés comme suit :
Viabilite (%)= (N1/No) x 100
No : Nombre initial de cellules
N; : Nombre de cellules apreés le test
Les résultats sont indiques dans le tableau V1.

Tableau VI. Taux de viabilité¢ des souches B1 et E1 sous conditions gastro-intestinales

simulées
Souche HCL pH 3 PBS pH 8+ 0,3% bile
Bl 0,3% 100 %
El 0,001 % 100 %

Les résultats de I’effet de ’acidité sur la survie de la souche de Bacillus montrent une
résistance de cette souche au pH 3/ 3 h. Par contre, les sels biliaires (0,3 %) n’ont aucun effet
sur elle. De méme, la souche d’Enterococcus a montré une faible résistance au pH acide
(0,001 %) mais une tres bonne tolérance des sels biliaires (100%). La résistance a I’acidité de

I’estomac et a la bile constitue les principaux critéres de sélection des souches probiotiques.

La survie des bactéries dans le tube digestif dépend de leur capacité a tolérer les pH
bas. Quelques auteurs proposent que les souches probiotiques doivent résister a un pH de 3

dans un milieu de culture pendant 3 heures (Ammor et Mayo, 2007).
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La tolérance aux sels biliaires est aussi un facteur important pour la survie des
probiotiques, car apres leur échappement aux conditions acides de I’estomac, les probiotiques
doivent faire face a I’action détergente des sels biliaires libérés dans le duodénum apres
ingestion de repas gras (Ammor et Mayo, 2007 ; Gu et al., 2008).

Les entérocoques tolérent de fortes concentrations en acides biliaires (jusqu’a 40 %)
(Chavres et al., 2003). Par contre, seulement deux especes (En. faecalis et En. faecium) qui
sont capables de résister a I’acidité stomacale (Deshpande et al., 2007).

Un nombre important des souches de Bacillus présentaient des niveaux élevés de
tolérance a la bile. Une Iégére perte en viabilité est enregistrée, la concentration physiologique
(0,3 %) présente chez les monogastrique tels que le poulet et le porc (Kim et al., 2007;
Taheri et al., 2009).

6- Activité antibactérienne des souches Bl et E1

L’activité antibactérienne a été évaluée a ’égard de deux souches de bactéries reconnues
des agents pathogeénes aviaires a savoir E. coli et Salmonella enterica Typhimurium. Pour
cela un test de spots a ¢été réalisé et les résultats obtenus ont révélé I’absence de tout

antagonisme envers elles (figures 2 et 3).

Figure 2. Absence d’activité antibactérienne (test des spots) de la souche d’d’entérocoques a
I’égard de deux souches pathogénes (E. coli, Salmonella enterica)

Figure 3. Absence d’activité antibactérienne (test des spots) de la souche de Bacillus a 1’égard
de deux souches pathogénes (E. coli, Salmonella enterica)
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L'activité antibactérienne en présence des Bacillus et Enterococcus a été évaluée
contre deux bactéries pathogénes ; Salmonella enterica Typhimurium, et Escherichia coli,
par la méthode des spots décrite par Fleming et al. (1975).

La principale fonction des probiotiques est d'inhiber les agents pathogenes, ce qui
est un critére important pour le criblage de souches potentielles de probiotiques (Guo et al.,
2006).

Certaines souches de Bacillus ont une gamme relativement large d'activités
antibactériennes car les souches sont non seulement efficaces contre les bactéries Gram
positives (Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus), mais aussi
contre les bactéries Gram négatives (E. coli et Salmonella Enteritidis) (Petersson-Wolfe et
al., 2008). Des études antérieures ont rapporté que certaines souches de Bacillus pouvaient
produire des bactériocines ou des substances de type bactériocine capables de tuer les agents
pathogenes bactériens (Sugita et al., 1998; Sutyak et al., 2008). De méme, des souches du
genre Enterococcus ont de bonnes propriétés antimicrobiennes a 1’égard des bactéries Gram

positives et Gram négatives (Belguesmia et al., 2010).

Dans cette étude, aucune zone d’inhibition (figures 2 et 3) n’a été observée alors que
comme rapportée en haut, plusieurs études ont montré I’inhibition des bactéries du genre
Salmonella apres 'utilisation de souches de Bacillus (Maruta et al., 1996), d’autres études ont
aussi mis en évidences une diminution de la flore pathogéne lorsque des souches de Bacillus

sont utilisées dans I’aliment de poulet de chair (Ragionne, 2001).

Nos résultats négatifs pourrait étre dus a la charge élevée des souches cibles, contre une
faible charge des souches test (Bacillus et Enterococcus) ou bien a la souche testée (une seule
souche testée/genre) qui ne produit pas de substances antibactériennes ou qui les produit mais a
faible concentration. Une optimisation du test d’activité est nécessaire pour affirmer ou

infirmer le résultat obtenu.
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Conclusion

Ce travail avait pour objectif d’étudier la viabilité d’une souche probiotique de
Lactiplantibacillus plantarum, sous certaines conditions contraignantes au cours de la
fabrication d’un aliment de volaille. Pour cela, une visite guidée a été menée au niveau du
complexe agroalimentaire (CAA) d’El Kseur (W. Bejaia) pour suivre le processus de
fabrication d’un aliment destiné au poulet de chair. Suivant le processus appliqué, seule la
température de granulation de 1’aliment (80-90°C) semble représenter une contrainte quant a
I’incorporation directe des souches probiotiques dans I’aliment. En effet, cette température a
été destructrice de la souche probiotique de Lactiplantibacillus plantarum envisagée comme
additif a I’aliment de poulet de chair. Cependant, suite a I’application d’un traitement
thermique équivalent (90°C/ 20 min) sur I’aliment de poulet de chair, des isolats de Bacillus
et d’Enterococcus ont été récupérés de I’aliment traité. Ces isolats ont été retenus pour
déterminer leur pouvoir probiotique. Le premier critere testé est la résistance a I’acidité
gastrique et les deux isolats ont montré une sensibilité au pH teste (pH=3) aprés 3 heures
d’exposition. Par ailleurs, nous avons noté un fort potentiel des deux souches a résister a 0,3
% (m/m). L’étude de lactivité antibactérienne in-vitro des deux isolats a montré leur

inefficacité a inhiber deux souches d’E. Coli et de Salmonella enterica Typhimurium.

Cette étude reste préliminaire et des tests complémentaires devraient étre réalisés pour

mieux caractériser ces nouvelles souches. Pour ce faire les tests suivants sont envisagés :

- Etude approfondie de I’activité antibactérienne des souches (conditions optimisées),

- Etude de certains criteres probiotiques a savoir la non pathogenécité et la cytotoxicité,

- Confirmation de I’appartenance des souches aux genres présumés et leur identification
au niveau de 1’ espece.

- Test de viabilité des souches incorporées a 1’aliment de poulet de chair.
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ANnnexe



Milieu MRS.

- Peptone

- Extrait de viande 89

- Extrait de levure 49

- Acétate de sodium 59

- Phosphate bipotassique 29

- Citrate d'ammonium 29

- Sulfate de magnésium, 7H20 0,29

- Sulfate de manganése, 4H20 0,059

- Glucose 209

- Tween 80 Iml
- Eau distillée gsp [e]e]]
- pH 6,2

Gélose nutritive.

- Peptone 10g
- Extrait de viande 5¢
- Chlorure de Sodium 59
- Gélose 15¢

- pH=7,2. Autoclaver 20mn a 120°C

Milieu PCA

- Tryptone 59

- Extrait de levure 2,59
- Glucose 129

-PHa25°C:7+0,2



Résumeé

Au cours de ce travail, une souche probiotique de Lactiplantibacillus plantarum a été testée
quant a sa résistance a la température de granulation de I’aliment de volaille (90°C) et s’est
averée sensible. De ce fait ne peut étre envisagée comme additif direct a I’aliment. En
parallele, une analyse microbiologique a été réalisée sur un aliment de poulet de chair
récupéré du complexe agroalimentaire (CAA) d’El Kseur (W. Bejaia), un dénombrement des
flores totale et lactique et une recherche d’Enterococcus ont été réalisés. La méme analyse a
été effectuée sur I’aliment traité thermiquement (90°C/20 min). Suite a cette derniére, deux
isolats présumés appartenir aux deux genres Enterococcus et Bacillus respectivement, ont été
purifiés et fait I’objet d’une étude sur leur résistance a I’acidité gastrique (pH=3/3 h) et aux
sels biliaires (0,3 %/4 h) ainsi que sur leur activité antibactérienne a I’égard de deux espéces
pathogenes aviaires a savoir E. coli et Salmonella Typhimurium. Les résultats obtenus ont
montré la sensibilité des deux isolats a I’acidité gastrique et leur forte résistance aux sels
biliaires. Le test d’activité antibactérienne n’a montre aucun effet inhibiteur des deux isolats
sur les deux souches pathogenes testées.

Mots clés : Probiotique, Lactiplantibacillus plantarums, Enterococcus, Bacillus, aliment de
volaille.

Abstract

In the course of this work, a probiotic strain of Lactiplantibacillus plantarum was tested for
resistance to the pelleting temperature of poultry feed (90°C) and found to be susceptible.
Therefore, it cannot be considered as a direct additive to the feed. In parallel, a
microbiological analysis was conducted on a broiler feed recovered from the agri-food
complex (CAA) of El Kseur (W. Bejaia), a count of total and lactic flora and a search for
Enterococcus were conducted. The same analysis was performed on the heat-treated food
(90°C/20 min). Following the latter, two isolates presumed to belong to the two genera
Enterococcus and Bacillus respectively, were purified and studied for their resistance to
gastric acidity (pH=3/3 h) and bile salts (0.3%/4 h) as well as for their antibacterial activity
towards two avian pathogenic species, namely E. coli and Salmonella Typhimurium. The
results obtained showed the sensitivity of both isolates to gastric acidity and their strong
resistance to bile salts. The antibacterial activity test showed no inhibitory effect of the two
isolates on the two pathogenic strains tested.

Key words: Probiotic, Lacticaseibacillus plantarum, Enterococcus, Bacillus, Poultry feed.



