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Résumé

Des cultures pures d'espéces microbiennes d'intestin de poulet peuvent étre
importantes et nécessaires expliquent la fonction du microbiote intestinal et contribuent
également au développement de potentiels nouveaux probiotiques et métabolites bioactifs du
microbiote intestinal. L'objectif principal de cette étude est d'isoler des levures a partir
d'échantillons de poulet collectés dans les régions (Sebseb, Metlili, Mansoura, Ben Isguen)
situées a Ghardaia, puis d'étudier leur efficacité biotechnologique. L'analyse de la microflore
fongique des féces de poulet de nos échantillons a montré qu'elle contenait en moyenne 13
souches levuriennes. L'identification initiale des isolats de cette microflore particuliére était
basée sur une étude macroscopique et microscopique. Il n'a pas montré d'activité
antibactérienne contre Salmonella spp. Escherichia coli (E52), Bacillus subtilis (ATCC6633),
Listeria monocytogenes. Nous avons en outre caractérisé les propriétés probiotiques, ces

derniéres n’était pas hémolytique, est un antioxydant et auto-agrégants.

Mots clés : poulet, levure, microbiote intestinal, probiotique, matiéres fécales, Ghardaia.



Abstract

Abstract

Pure cultures of chicken gut microbial species may be important and necessary in explaining
the function of the gut microbiota and also contribute to the development of potential new
probiotics and bioactive metabolites of the gut microbiota. The main objective of this study is
to isolate yeasts from chicken samples collected in the regions (Sebseb, Metlili, Mansoura,
Ben Isguen) located in Ghardaia, and then to study their biotechnological effectiveness.
Analysis of the fungal microflora of chicken feces from our samples showed that it contained
on average 13 yeast strains. The initial identification of isolates of this particular microflora
was based on macroscopic and microscopic study. It did not show antibacterial activity
against Salmonella spp. Escherichia coli (E52), Bacillus subtilis (ATCC6633), Listeria
monocytogenes. We further characterized the probiotic properties, the latter was not
hemolytic, is an antioxidant and auto-aggregating.

Keywords: chicken, yeast, gut microbiota, probiotic, faces, Ghardaia
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Introduction générale

Introduction générale

Le poulet est considéré généralement comme un des oiseaux les plus anciennement
domestiqués. 1l occupe une place économique et sociale particuliére ; sa production
assure actuellement plus de 86% des produits carnés d’origine volaille (Office de
I’¢levage, 2009). Le mode d’exploitation varie selon les moyens disponibles. Les systémes
d’élevage intensif et semi-intensif fournissent la majorité des offres sur le marché mondial.
Ils sont répandus dans les zones urbaines et périurbaines, ils sont prédominant dans les
pays du Nord les plus développés. Cependant, prés de 90% des volailles dans les pays en
voie développement sont élevés sous le systéeme extensif (Branckaert et al., 2007). Celui-ci
repose essentiellement sur des modes d’exploitation traditionnels peu exigeants et qui
conviennent aux milieux villageois et méme urbains et périurbains dans plusieurs pays

africains et asiatiques.

En Algérie, I’aviculture constitue un secteur trés important, participe avec plus de 50% a
la couverture des besoins en alimentation d’origine animale. En 2017, la production nationale
en viande blanche a connu une évolution considérable, atteignant 5,3 millions de quintaux
(Mqt), contre 2,092 Mqt en 2009, soit une augmentation de 153%, rapporte 1’agence APS
(Algérie Eco, 2018). Dans le but de garantir aux consommateurs des produits avicoles de
qualité, le secteur avicole voit a atteindre 1’accroissement de la production par la maitrise
approprié de la conduite des élevages par une meilleure optimisation nutritionnelle des

régimes alimentaires et 1’utilisation des facteurs de croissances.

Récemment, suite a I’industrialisation des ¢levages, une nouvelle stratégie a été
proposée, le recours a I’emploi des probiotiques comme additif alimentaire, semble offrir des
résultats plus promoteurs. Des études récentes ont montré que les probiotiques ont des effets
bénéfiques sur la viande des volailles et par conséquence sur la santé humaine (Vandeplas,
2009 ; Higgins, 2010). IIs agissent sur la croissance et le développement des animaux
d’¢élevages, ils exercent des effets bénéfiques sur la flore et la santé de l’intestin, ainsi
I’amélioration des performances zootechniques et sanitaires, ceci est bien décrit chez le poulet
de chair par Pelicano (2004) ; Vittorio et al. (2005) ; Idoui et al. (2009) qui ont illustré les
effets positifs de ’apport de probiotique sur le gain de poids, I’amélioration de I’indice de

consommation et la meilleure survie des poulets. De méme, I’'une des avantages de ces
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microorganismes, 1’effet hypocholestérolémiant démontré chez I’homme et I’animal (Cheryl,

2008).

Les recherches approfondies sur le microbiome du tractus gastro-intestinal (GIT) du
poulet & maintes fois affirmé que le microbiote intestinal jouait un réle important dans la santé
du poulet, croissance et développement. Le microbiote intestinal est progressivement devenu
une source prometteuse de probiotiques et de nouveaux métabolites bioactifs, a I'exception
des nutriments I'apport, la digestion, la modulation immunitaire et I'exclusion des agents
pathogenes. Cependant, malheureusement, une grande partie de ces microbiotes intestinaux
ne sont pas encore cultivés, ce qui limite notre compréhension des interactions entre les
membres individuels du microbiote intestinal et hotes. Fait prometteur, certains ont
récemment développé des approches qui isolent les micro-organismes ont fait leurs preuves.
In Gabriel et al( 2005)

Cette étude a été menée pour acquérir des connaissances sur la biodiversité des levures
présentes dans les intestins des poulets a Ghardara et comprend les éléments suivants :

1. Isolement, dénombrement et identification des levures dans les intestins de poulet.
2. Distinguer les propriétés biotechnologiques importantes, a la fois hémolytiques,
antimicrobiennes, antioxydantes et d'auto-agréggation et de co-agréggation.

Notre manuscrit est composé de trois parties, la premiere est consacrée a la structure
bibliographique détaillée autour de deux chapitres, la premiere présente I'histoire de la volaille
et de sa production dans le monde et en Algérie, et les types de poulets, leur systeme digestif,
les méthodes de leur sélection, les levures et leurs principales caractéristiques
biotechnologiques ont détaillé dans la deuxieme classe.

La deuxieme partie du manuscrit présente le matériel et méthodes appliqués dans le cadre
de la réalisation de ce travail, On étudie certains, ainsi qu'en étudiant les procédés
d'identification des levures isolées a partir d'intestins de poulet, et leurs propriétés
biotechnologiques. Ensuite, les résultats obtenus a partir de cette étude sont présentés et

discutes dans la troisieme partie.

Enfin, la conclusion générale résume les principaux résultats de ce travail avec une

présentation des principales perspectives envisagees pour poursuivre ce sujet de recherche.
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Revue Bibliographique

I. LES POULES
1. Historique :

L'histoire de I'élevage de volailles remonte & des milliers d'années. Les premieres preuves
de la domestication des volailles remontent a environ 8 000 ans en Chine, ou des fouilles
archéologiques ont révélé la présence de poulets domestiques a cette époque. Ces poulets se
sont ensuite répandus en Europe occidentale, probablement en passant par la Russie (Wang et
Yonghou, 1981).

2. La production avicole dans le monde :

L'élevage avicole joue un réle significatif dans la production de protéines animales a
I'échelle mondiale. Les produits issus de I'élevage avicole, tels que la viande de poulet et les

ceufs, représentent environ un tiers des protéines animales consommées dans le monde (FAO,

2010).

L'élevage des volailles joue un réle crucial dans la production et la consommation de
viande. Selon les données de la FAOQ, la production totale de volailles en 2009 s'élevait a 91,3
millions de tonnes équivalent carcasse (TEC). Les poulets représentent la part prédominante

avec plus de 87 % de la production, soit environ 79,6 millions de tonnes.
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Figure 1: Comparison International de la production du poulet.

(https://www.itavi.asso.fr/economie/eco-filiere/volailles/prod_monde.gif).
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Au niveau national, la filiere avicole joue un réle de premier plan, contribuant de maniere
significative a I'approvisionnement en viande. Selon Abbas (1996), les produits avicoles
représentent environ 50% de la consommation totale de viande. La viande blanche,
généralement moins chere que la viande rouge, est particuliérement appréciée par les ménages
algériens. Historiqguement, I'aviculture était principalement pratiquée de maniere traditionnelle
et villageoise, mais I'essor de l'aviculture moderne a été favorisé par la création de I'Office
National des Aliments du Bétail en 1969 (Bouziani et al., 2009).

Au fil des années, la production de viande blanche a connu une croissance constante,
avec une augmentation annuelle moyenne de 7%. Les chiffres montrent que la production est
passée de 24 000 tonnes en 1968 a 200 000 tonnes en 1999, tandis que la consommation est
passée de 0,5 kg par an et par habitant en 1968 a 9 kg par an et par habitant en 1995 (Feliachi,
2003). Cependant, au cours de la derniere décennie, des changements politiques tels que la
levée du monopole étatique sur les importations et la suppression des subventions (Ferrah,
1993) ont eu un impact sur la production, qui a régressé pour atteindre 156 000 tonnes en
2003. En revanche, la production d'ceufs de consommation a connu une progression, passant

de 2 020 millions d'ceufs en 2000 a 3 302 millions d'ceufs en 2003 (CICA, 2004).

Aujourd’hui, 86 milliards de poulets sont consommés dans le monde avec une
progression annuelle de 3% par ans (source : Bilan Diagnostic des bassins de production de
volailles de chair, Conseil général de I’alimentation, de 1’agriculture et des espaces ruraux,

Mars 2012).
2.1. Les principaux pays producteurs de poules et de produits avicoles :

Les principaux pays producteurs de poules et de produits avicoles peuvent varier en
fonction des années et des statistiques disponibles, mais certains pays sont généralement

considérés comme étant parmi les plus importants dans ce domaine (FAO et USDA, 2018).
Voici quelques-uns de ces pays :

» Chine : La Chine est le premier producteur mondial de viande de poulet et d'ceufs.
Elle a une industrie avicole trés développée pour répondre a la demande croissante de

la population.
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> Etats-Unis : Les Etats-Unis sont également un important producteur de poulets et de

produits avicoles, tant pour la consommation intérieure que pour I'exportation.

» Brésil : Le Brésil est I'un des principaux exportateurs de viande de poulet au monde. Il

a une industrie avicole importante et exporte ses produits vers de nombreux pays.

» Inde : L'Inde a une forte production de poulets et d'ceufs pour répondre a la demande

croissante de sa population en expansion.

» Union européenne : L'Union européenne est également un acteur majeur de I'élevage

de poules et de la production d'ceufs en adoptant diverses pratiques d'¢levage, y

compris I'élevage bio et les systémes de volaille en liberté
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Figure 2 : La production de poulets dans le monde (France Agri Mer).

2.2. En Algérie :

L'élevage de poulets est répandu a travers tout le pays, tant dans les régions urbaines que

rurales.

Les poulets sont élevés a la fois a petite échelle, dans des élevages familiaux, et a

grande échelle, dans des exploitations commerciales.

La production avicole en Algérie est considérée comme la spéculation la plus intensive

viande.

parmi toutes les productions animales du pays, que ce soit pour la production d'ceufs ou de

Depuis les années 80, elle a été totalement "artificialisee™ et est désormais pratiquée

de maniére industrielle dans toutes les régions, y compris dans le Sud, bien que I'on observe
une concentration plus importante autour des grandes villes du Nord. Ce systéme a entrainé
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de nombreux changements, tant au sein de la population rurale (en particulier chez les
femmes, qui étaient traditionnellement responsables de I'élevage avicole) que chez les
éleveurs modernes et les consommateurs, au cours des vingt dernieres années selon I'INRA
(2003).

En Algérie et jusqu'au début des années 1960, I’aviculture était essentiellement
villageoise et traditionnelle, elle se dirige de plus en plus vers I’industrialisation mais elle
reste insuffisante et souffre de nombreux obstacles tels que le manque d’éleveurs qualifiés et
la forte dépendance de 1’étranger (équipements, souches élevées, produits alimentaires et
vétérinaires). Selon les indicateurs du ministere de I'Agriculture. La production annuelle de
I'Algérie a atteint 460 000 Des tonnes de viande blanche. Qui est soutenu par la filiére avicole
par divers Producteurs : 1 004 dindes, 9 111 poulets, 6 491 pour les poules pondeuses
(MADR, 2018).

En ce qui concerne I'état de Ghardaia en Algérie, I'élevage de poulets est également
pratiqué. Ghardaia est une région semi-désertique ou l'agriculture et I'élevage sont des
activités importantes pour la population locale. Les poules peuvent étre élevées pour la

production d'ceufs, de viande ou pour des raisons domestiques.

3. Les poules:

Une poule est un oiseau domestiqué appartenant a la famille des gallinacés. Plus
specifiquement, une poule est une femelle adulte du poulet domestique, qui est élevé a des

fins de production d'ceufs, de viande ou pour des raisons ornementales (Van Eekeren et al,
2006).

4. Poulet extensif :

Les poules élevées en mode bio, également appelées poules élevées en plein air, sont
élevées conformément aux normes de l'agriculture biologique (Kasiiti, 2002) Ce systéme
d'élevage se caractérise par des méthodes traditionnelles et se pratique principalement en plein
air, tant dans les foyers familiaux que dans les fermes. Le cheptel est constitué de poulets
locaux en effectifs réduits (Njue et al., 2002). Les races de poulets locaux sont les plus
utilisées dans ce systeme. Les femelles atteignent un poids moyen d'environ 1 kg et les males

d'environ 1,5 kg a I'dge de 6 mois (Buldgen et al., 1992). Bien que leur croissance soit lente,
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la qualité de leur chair est tres appréciée. Ce type d'élevage, qui nécessite peu de travail, est
particulierement adapté aux zones rurales et aux situations ou les ressources alimentaires et

les conditions de logement sont limitées.

4.1 Acces a l'extérieur:

Les poules bios ont un acces a un espace extérieur ou elles peuvent se déplacer
librement. Cet espace est généralement un parcours herbeux ou une zone avec de la végétation
naturelle. L'acceés a I'extérieur permet aux poules de gratter le sol, de chercher de la nourriture,

de prendre des bains de poussiere et d'exprimer leur comportement naturel (Kasiiti, 2002).
4.2 Alimentation biologique:

Les poules bios sont nourries avec une alimentation biologique certifiée. Cela signifie
que leur alimentation est produite sans l'utilisation d'engrais chimiques, d'antibiotiques, de

pesticides ou d'organismes génétiqguement modifiés (OGM). Les poules peuvent se nourrir de

maniere naturelle en picorant des insectes, des vers et de I'nerbe lorsqu'elles sont a I'extérieur
(Kasiiti, 2002).
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Figure 3 : Elevage extensif du poulet (élevage traditionnel).
(http://www.chouday.fr/actualites/etablissement-soumis-a-declaration-elevage-de-poulets-de
chair/).

4.3 Bien-étre animal :

Les poules bios doivent étre élevées dans des conditions qui respectent leur bien-étre
animal. Cela comprend des éléments tels que des installations adéquates pour se percher et se
nicher, un espace suffisant pour se deplacer, une luminosité naturelle et un environnement
propre. Les traitements préventifs a base d'antibiotiques sont limités et ne sont administres

que lorsque cela est nécessaire pour le bien-étre des animaux (Kasiiti, 2002).
4.4 Normes de production:

L'élevage de poules bio est soumis a des normes spécifiques établies par les
organismes de certification bio. Ces normes incluent des exigences strictes en matiére de
bien-étre animal, d'alimentation, de gestion des déchets, de santé animale et de pratiques
d'élevage durables (Kasiiti, 2002).

L'objectif de I'élevage de poules bio est de promouvoir des conditions d'élevage
respectueuses de I'environnement, du bien-étre animal et de la production d'aliments sains et
naturels. Les ceufs produits par des poules €levées en mode bio sont généralement considérés
comme étant de meilleure qualité nutritionnelle, avec des niveaux plus élevés d'acides gras
oméga-3 et de vitamines, par rapport aux ceufs provenant de poules elevées de maniere
intensive (Kasiiti, 2002).

Les races de poule extensive en Algérie :

Zayna, Bayad, Lahem, Badou, Brahma, naker, somatra, yocohama, kroud, sprayt (dealifnd ©,
2021).

5. Poule élevage intensif :

L'élevage intensif des poules, également connu sous le nom d'élevage en batterie ou
d'élevage industriel, est une methode d'élevage qui vise a maximiser la production de viande

et d'ceufs en minimisant les codts et I'espace requis (Feliachi, 2003).

Depuis les années 80, une stratégie basée sur l'intensification de I'élevage avicole a été
adoptée par I'Etat. Ce secteur est devenu le plus intensif parmi toutes les productions
animales, que ce soit pour la viande ou pour les ceufs de consommation. Il repose sur
I'utilisation de souches exotiques importées, telles que les ISA (Institut de Sélection Animale).
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Ces souches sont connues pour leur rentabilité améliorée et sont élevées dans des installations
bien équipées selon le type d'élevage (voir figure 06). Les exploitations de poulets de chair ou
de poules pondeuses peuvent accueillir en moyenne 3000 a 5000 individus par unité de
production. Ce systéme d'élevage est répandu dans toutes les régions du pays, y compris

celles du Sud, mais il est plus concentré pres des grandes villes du Nord (Feliachi, 2003).
Voici quelques caracteéristiques géenérales de I'élevage intensif des poules:

5.1 Environnement confiné:

Les poules élevées en intensif sont généralement maintenues dans des batiments
fermés, en confinement, plutdt que de bénéficier d'un acces a I'extérieur. Elles sont souvent
logées dans des cages en batterie ou I'espace est limité, avec peu de possibilités d'exercice et

d'expression des comportements naturels (Feliachi, 2003).
5.2 Densité eleveée :

Les poules élevées en intensif sont souvent gardées a des densités élevées, avec de
nombreuses poules entassées dans un petit espace. Cela peut entrainer des problemes de bien-
étre, tels que des comportements agressifs, des problemes de santé et un stress accru (Feliachi,
2003).

5.3 Alimentation contrélée :

Les poules élevées en intensif sont nourries avec une alimentation spécialement
formulée pour maximiser la croissance et la production d'ceufs. Les aliments peuvent contenir
des additifs tels que des antibiotiques ou des hormones de croissance pour favoriser la

croissance et prévenir les maladies (Feliachi, 2003).

5.4 Eclairage artificiel : Les poules élevées en intensif sont souvent exposées & un éclairage
artificiel contrélé pour prolonger les heures de lumiére et stimuler la ponte d'ceufs (Feliachi,
2000).
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5.5 Absence d'acces a I'extérieur : Contrairement aux poules élevées en mode bio, les
poules élevées en intensif n‘ont généralement pas acces a un espace extérieur ou elles peuvent

se déplacer librement et exprimer leur comportement naturel (Feliachi, 2003).

Figure 4 : Elevage extensif du poulet (élevage traditionnel).
(http://www.chouday.fr/actualites/etablissement-soumis-a-declaration-elevage-de-poulets-de
chair/).

Il convient de noter que les conditions d'élevage des poules ont des implications sur la

qualité des ceufs produits, ainsi que sur le bien-&tre animal. Les poules élevées en mode bio
sont souvent considérées comme produisant des ceufs de meilleure qualité nutritionnelle et
sont géneralement percues comme bénéficiant de meilleures conditions de vie que les poules

élevées de maniére intensive.

6. Morphologie de poule:

Le poulet domestique, tout comme les autres gallinacés, est bien adapté a la vie
terrestre. 1l posséde un corps trapu et robuste, un sternum particulierement développé, des
membres abdominaux musclés et des ailes courtes et arrondies. Sa téte est ornée d'une créte,
de barbillons, d'oreillons et souvent d'une huppe de plumes colorées. Son bec est court et
épais, parfois lIégérement recourbé. Son corps est recouvert de plumes et ses pattes présentent
des écailles. Les pattes se terminent par quatre doigts, dont trois sont orientés vers l'avant et

un vers l'arriere (Diop, 1982).
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Le dimorphisme sexuel est bien marqué, le coq généralement plus volumineux que la

poule, se distingue par sa créte et ses barbillons plus développés et de couleur rouge.

Dentelures de créte

Ligne du dos
(selle)

Couvertures

Créte
Ligne du dos

|()reillons
(selle)

Nuque

Rectrices

Rectrices —. \ Bouquets
> N d'oreilles

Couvertures

Lancettes
de la queue

Barbillons —

.Cou ou gorge _—

Rémiges
Rémiges

Abdomen

Poitrine

Cuisses
Cuisses

Aile

. Tarses

_ Doigts

Figure 5 : Morphologie du coq et de la poule
(https://www.gallinette.net/index.php?page=oeuf&newsj5age=")

7. Le systéeme digestif :
Le systeme digestif d'une poule est adapté a son régime alimentaire, qui est

principalement basé sur des aliments végétaux et des petits organismes tels que les insectes

Voici une description du systeme digestif d'une poule :
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Systeme digestif de la poule

Cloaque

Proventricule Gros intestin

Petit intestin

Gésier

Figure 6 : Appareil digestif de la poule (Anadon et al., 1993).

1. Bec:

Utilisé pour la capture des particules alimentaires, il comporte deux parties, la maxille
ou mandibule supérieure sur la face dorsale et la mandibule ou mandibule inférieure sur la
face ventrale (Beghoul, 2006). Sa partie visible est de nature cornée (rhamphothéque) et de
croissance continue (Bonou, 2006).

2. Gorge (pharynx) :

Lorsque la poule avale les aliments, ils passent par le pharynx, qui est la partie

supérieure de la gorge (Souilem, 2002).

3. Oesophages :

C’est un conduit musculo-muqueux a paroi mince et trés dilatable ; il assure le
transport des aliments de la cavité buccale a I'estomac. Sa sécrétion permet une imprégnation

des aliments et facilite leur transit (Bonou, 2006).

4. Estomac : Les poules ont un estomac divisé en deux parties : le proventricule et le gésier
(Alamargot, 1982).
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Proventricule : Le proventricule est I'estomac glandulaire ou se produit la premiére étape
de la digestion chimique. Il sécréte des enzymes et des sucs gastriques pour décomposer

les aliments (Alamargot, 1982).

Gésier : Le geésier est une structure musculaire puissante qui agit comme un broyeur
mécanique. Les aliments du jabot entrent dans le gésier, ou ils sont broyés et malaxés
grace aux contractions musculaires et aux petites pierres ou cailloux (grit) ingéres par la
poule. Ces cailloux aident a broyer les aliments, car les poules ne possédent pas de dents
(Alamargot, 1982).

Intestin gréle : Une fois les aliments passés par le gesier, ils entrent dans I'intestin gréle,
qui est la principale zone d'absorption des nutriments. L'intestin gréle est composé du
duodénum, du jéjunum et de I'iléon. Les nutriments provenant des aliments digérés sont

absorbés dans la circulation sanguine a travers les parois de l'intestin gréle (Larbier, 1992)

Caeca : Les caeca sont deux structures en forme de sac situées a la jonction entre I'intestin
gréle et le gros intestin. Ils sont responsables de la fermentation des fibres végétales et de

I'absorption de certains nutriments (Alamargot, 1982).

Gros intestin et ceecum : Le gros intestin est la derniére partie du systéme digestif de la
poule. Il a pour fonction principale I'absorption de I'eau et la formation des matiéres
fécales. Le caecum, situé a la fin du gros intestin, joue un réle dans la fermentation des

fibres et la production de certaines vitamines (Souilem, 2002).

Cloaque : Le cloaque est une cavité a la fin du systéeme digestif qui sert également de
conduit pour les systemes urinaire et reproducteur. Les matieres fécales quittent le corps

par le cloaque lorsqu'elles sont éliminées (Villate, 2001).

Le systeme digestif des poules est adapté pour digérer une grande variété d'aliments, y

compris les graines, les herbes, les insectes et autres petits organismes.
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Figure 7: Tube digestif d'une poule femelle (par le Dr Jacquie Jacob, Université du

Kentucky)
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Figure 8 : Schéma du tractus digestif des volailles et valeurs des pH des contenus digestifs
(Farner, 1942).
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8. Avantages de la viande de poulet :

1. Riche en protéines : La viande de poulet est une excellente source de protéines de
haute qualité, essentielles a la croissance et a la réparation des tissus, au

développement musculaire et a la santé génerale Butcher, (2023)

2. Faible teneur en matiéres grasses : La viande de poulet, en particulier la viande
maigre sans peau, contient généralement moins de matiéres grasses saturées par
rapport a d'autres viandes, ce qui en fait un choix plus sain pour maintenir un poids

corporel équilibré et réduire le risque de maladies cardiovasculaires. Butcher, (2023)

3. Source de vitamines et de minéraux : La viande de poulet contient des vitamines B,
telles que la vitamine B6 et la vitamine B12, qui sont importantes pour la santé
nerveuse et la production d'énergie. Elle est également une bonne source de minéraux

tels que le zinc, le fer et le sélénium. Butcher, (2023)

4. Faible en glucides : La viande de poulet ne contient pas de glucides, ce qui en fait une

option adaptée aux régimes a faible teneur en glucides ou aux personnes atteintes de diabéte.

9. Avantage des ceufs :

1. Profil nutritionnel complet : Les ceufs sont riches en nutriments essentiels tels que
les protéines de haute qualité, les vitamines (A, D, E, B2, B12) et les minéraux (fer,

zinc, sélénium). Butcher, (2023)

2. Source d'acides gras sains : Les ceufs contiennent des acides gras oméga-3, qui sont

bénéfiques pour la santé cardiaque et le fonctionnement cérébral. Butcher, (2023)

3. Cholestérol diététique : Bien que les ceufs contiennent du cholestérol, des recherches
récentes suggerent que la consommation modérée d'ceufs ne semble pas avoir d'effets
négatifs sur le cholestérol sanguin chez la plupart des personnes en bonne santé.
Butcher, (2023)

4. Satiété : Les ceufs sont riches en protéines et peuvent contribuer a une sensation de
satiété plus longue, ce qui peut aider a contrdler I'appétit et & maintenir un poids sain.
Butcher, (2023).
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10. Les pathogene des poules :

» Salmonella

Les salmonelles sont des bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriacae,
pour la Plupart pathogénes des animaux et de I'nomme. Telles que Salmonella Arizonae,
Salmonella Choleraesuis, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhi, et Salmonella
Typhimurium (Tall, 2003). Salmonella Typhimurium est le sérotype le plus fréquemment

rencontré chez le poulet de chair (D’aoust, 2001).

Salmonella est un bacille a Gram négatif, mobile (ciliature péritriche), aéro-anaérobie
facultatif, développement facile en milieu ordinaire, oxydase négative, fermentant le glucose,

lactose négative.

Les volailles sont en général des porteurs sains et I'incidence technico-économique du
portage en poulet de chair semble étre minime, en fait, c'est le role des salmonelles dans les
toxiinfections alimentaires collectives qui explique leur importance dans la filiére. Selon le
meme auteur, l'existence d'un fort taux d'infection salmonelliqgue des animaux est un

phénomeéne largement décrit en aviculture (Elgroud, 2009).

Les épidémies européennes d’origine alimentaire sont principalement provoquées par

Salmonella avec comme origines les oeufs et la viande de volaille.

En 2015, 1390 foyers de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ont été
déclarés en France, affectant 11 429 personnes, dont 641 (6%) ont été hospitalisées et 5 sont
décédées. Par rapport a 2014, le nombre de TIAC est stable (+0,7%) : 1 380 foyers avaient été
déclares en 2014 touchant 12 109 personnes (OMS, 2015).

Salmonella est 1’agent pathogéne le plus fréquemment retrouvé avec 43% des foyers
en 2014. Selon le rapport de I’OMS (2015), les estimations de la charge mondiale de
morbidité due aux maladies d’origine alimentaire est due a 31 agents transmis par les aliments
principalement Salmonella, Campylobacter et Escherichia coli, aux niveaux mondial et

régional.
» Les staphylocoques

Les Staphylocoques sont des bactéries a Gram positif, et facultativement anaérobique,

thermorésistantes (Nana, 2000).
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D’aprés le méme auteur, le S. aureus est un germe ubiquiste qui vit dans les cavités
nasales, les glandes sébacées et sudoripares et dans les bulbes pileux de I'homme et certaines

especes animales telles que les volailles.

Les S.aureus a coagulase positive peuvent produire une entéro-toxine protéique
responsible d’intoxinations alimentaires et peuvent faire courir des risques au consommateur.
Ils sont en fait recherchés et dénombrés comme test d’hygiéne des procédés ou contamination

par le personnel (Joffin et al., 2010).

» Campylobacter

Campylobacter sont des bactéries a Gram négatif, ayant une morphologie spiralée ou

incurvée, pouvant évoluer vers une forme coccoide.

Leur croissance est favorisée dans une atmosphere appauvrie en oxygene et, pour les

especes thermotolérantes, a une température optimale de croissance 42 °C (Afssa, 2006).

Les viandes de volailles sont beaucoup plus incriminées a l'origine des toxi-infections

alimentaires chez 'nomme (Nana, 2000).

La prévalence de Campylobacter sp. dans les élevages de volailles est relativement
élevée, mais aucune pathologie spécifique n'a été jusqu'a présent décrite, les animaux étant

porteurs asymptomatiques au niveau du tractus digestif (Afssa, 2003).
» Closridium sulfito-réducteurs

Les clostridium sulfito-réducteurs sont des bacilles a Gram positif, anaérobies strictes,
sporulés, commensaux de I’intestin, tellurique, réduisant les sulfites en sulfure (Joffin et al.,
2010). Dans lequel les spores sont capables de survivre durant de longue période, ils peuvent

étre présents dans le tube digestif de I’homme et de divers animaux (Euzeb, 2008).

Les carences nutritionnelles sont fréquentes dans les élevages traditionnels (Bonfoh,
1997). Cependant, les pertes importantes sont principalement attribuées aux maladies
infectieuses, notamment la pseudo-peste aviaire, qui provoque des taux de mortalité éleves
pouvant atteindre 90 a 100% dans les élevages (Parent et al., 1989). Cette maladie est

considérée comme la plus dévastatrice en ce qui concerne I'élevage extensif de poulets.

D'autres maladies infectieuses sont également présentes, notamment la maladie de
Gumboro qui entraine la creation de futurs reproducteurs sans valeur économique, la maladie

de Marek sous ses différentes formes, et la variole aviaire qui est plus fréquente dans les
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élevages villageois en raison de la présence d'insectes piqueurs (Tchedre, 1998). Les
affections bactériennes telles que les salmonelloses, la pasteurellose et les colibacilloses sont
également responsables de pertes importantes chez les oiseaux de basse-cour (Diop, 1996).
Les maladies parasitaires, en dehors de la coccidiose, ont souvent une évolution insidieuse et
entrainent des pertes économiques considérables difficiles & quantifier. Les parasites agissent
de maniére indirecte, en tant que vecteurs de maladies ou en causant des carences et un
affaiblissement des sujets, les rendant plus prédisposés a diverses pathologies. Parmi ces
agents pathogenes, on trouve notamment les ectoparasites et les helminthes gastro-intestinaux

et respiratoires, qui ont été étudiés dans nos recherches.
11.La flore intestinale du poulet :

Le terme microflore désigne les différentes populations de bactéries presents
naturellement dans I’intestin des millions de bactéries vivent dans I’intestin sans provoquer de
pathologies. Elles sont méme essentielles au bon fonctionnement de 1’organisme : les
bactéries permettent le développement de la muqueuse intestinale, elles synthétisent des
vitamines, dégradent certains composés et procurent une protection contre les bactéries

potentiellement pathogens provenant de 1’alimentation (INRA, 2005).

A la naissance le tube digestif des animaux est totalement stérile (Jean-Blain, 2002)
mais en 6 a heures, quelques bactéries s’implantent a son niveau a partir de I’environnement.
Chez les volailles, I’inoculation naturelle se fait a partir de la flore des adultes ou de celle des

aliments.

La flore digestive comprend un ensemble d'organismes unicellulaires présents dans le
tractus digestif, tels que les bactéries, les champignons et les protozoaires. Parmi ces
populations, les bactéries constituent le groupe prédominant et présentent une grande diversité
de types métaboliques et morphologiques. Leur nombre total dépasse largement celui des
cellules eucaryotes constituant le corps de I'néte. On distingue les bactéries dominantes (>106
Unités Formant Colonies (UFC) /g de contenu), les bactéries sous-dominantes (10° & 10° UFC
/g de contenu) et les bactéries résiduelles (<10° UFC /g de contenu).

Chez le poulet, les principaux sites d'activité bactérienne sont le jabot, les caeca et,
dans une moindre mesure, l'intestin gréle (Fuller, 1984). Par exemple, on trouve environ 10
bactéries par gramme de contenu dans les caeca et environ 10° bactéries par gramme de
contenu dans I'iléon (Apajalahti et al, 2000). Il convient de noter que de nombreux facteurs
influencent la composition de la flore intestinale, et les différences méthodologiques entre les
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études, telles que le type de régime alimentaire (présence ou absence d'antibiotiques) ou la
souche animale utilisee, rendent difficile toute généralisation concernant la description de la
flore. De plus, les études portant sur la microflore des oiseaux se sont principalement

concentrées sur les caeca.

La composition de la flore intestinale chez les oiseaux varie selon les différentes
parties du tractus digestif. Le jabot et l'intestin abritent principalement des Lactobacillus,
tandis que les caeca sont principalement peuplés de bactéries anaérobies strictes
(Schrezenmeir et De Verse, 2001 ; Lan et al, 2002).

La composition de la flore intestinale peut varier en fonction de I'age de I'oiseau, de
son environnement, du niveau de stress et de son régime alimentaire. Ces variations peuvent
entrainer des changements dans la structure et le fonctionnement du tube digestif, affectant
ainsi la digestion des aliments et augmentant les besoins énergétiques de I'oiseau. La flore
intestinale indigéne a également des répercussions sur la santé de l'oiseau en raison de la
production de différents métabolites (Kung, 2001 Gong, 2003).

La perturbation de I'équilibre de la flore intestinale, par exemple sous I'effet d'une
prise d'antibiotiques ou d’un stress, peut conduire a diverses pathologies comme des

diarrhées, des inflammations ou des infections (INRA, 2005).

La microflore bactérienne digestive peut étre divisée en trois groupes distincts :

- une flore dominante (plus de 107 germes/g) composée d’espéces anaérobies stricte et
spécifique de I’espece aviaire : lactobacilles, entérobactéries.

- une flore sous-dominante (10° a 10" germes/g) composée de streptocoques et
d’entérobactéries moins spécifique de 1’espece.

- une flore transitoire (moins de 10° germes/g) sont aussi souvent anaérobies strictes (Gabriel
et al., 2005).

Tableau 1 : Résultat de test antimicrobien des souches levuriennes (Smith, 1965)

6 Nombre de bactéries viables (logss UFC / g de contenu)

roupes ,

m,jo,ﬂ:,ir,_., Jahot | Gésler | Intestin | Intestin | Intestin | Intestin | Caeca

1(2) 3 5 7

Lactobacilles 8.7 73 8.0 8.2 8.2 8.6 8.7
Streptocoques 4.0 3,7 4,0 4.0 3,7 4.2 6,7
Escherichia coli 1.7 nd 20 1.7 1.7 2.7 56
Levurea 2.7 nd 1.7 nd 1.7 nd 20
Clostridium welchi nd nd nd nd nd nd 1.7

| Bacteroides | nd nd nd nd nd nd | 87
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UFC : Unité Formant Colonie.

nd : organisme non detecté, c'est-a-dire quantité dont le log10 est inférieur a 1,7 / g.

(1) Poulets de chair adultes issus d'un élevage (6 individus), consommant un régime composé
de céréales et de farine de poisson (10-15 %), sans antibiotique.

(2) L'intestin a été divisé en 7 parties : différentes portions ont été étudiées (la 1re, la 3e, la 5e

et la 7e partie).

Pour les oiseaux, la microflore digestive est divisée en trois groupes:

- La flore dominante

Les micro-organismes dominants dans la flore intestinale, et présents tout le long du
tractus digestif sont les Lactobacillus : L.salivarus, L. acidophilus, et L. fermemtum (Fuller,
2000).

- La flore sous dominante

Elle est représentée par les souches d’Enterococcus : E.faecalis subp. liquefaciens,

E. faecalis subp zymogenes, E. faecium, E. avium et E. gallinarum.

Tableau 2: Nombre de bactéries viables (log10 / g de contenu) des groupes majoritaires dans
le tube digestif du poulet (Mallet, 2001).

Log 10 jabot gésier duodénum iléom caeca
“Lactobacilles 8.7 7.3 8.0 8.6 8.7
Entérocoques 40 3.7 4.0 42 6.7
Coliformes 1.7 - 20 27 5.6
Levures 27 - 1.7 - 2.0
Clostridies - - (-} (-} 9.0
Streptocogques - - - - 10,0
Anaérobles obligatoires | - = = = 10,0
non sporilant
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1. Les levures

1. Historique de levures

Les levures sont les premiers micro-organismes utilisées par I'homme depuis des
Millénaire, en particulier dans la fabrication des boissons alcoolisées et de pain par
fermentation (Bouix et Leveau, 1991 ; Pol, 1996). Elles sont également les premiers
microorganismes a étre observés au microscope par Van Leeuwenhoek A. en 1680 qui les a
dessinées. Ce n'est qu'avec les travaux de pasteur (1866-1876) que le role des levures dans la

fermentation alcooligue a été mis en évidence.
2. Généralités

Selon Phaff et al. (1968), le terme "levure” dérive du mot latin "levare”, qui signifie
"lever”. Ce terme a été attribué aux levures en raison de leur capacité a produire du dioxyde
de carbone lors de la fermentation et a faire lever la surface mousseuse d'un milieu liquide de
fermentation (Farhat et Laklouka, 2015). Les levures sont des microorganismes eucaryotes
chimio-hétérotrophes de petite taille avec de I'ADN double brin (Kurtzman et al., 2011). Elles
sont des champignons microscopiques unicellulaires tout au long ou une partie de leur cycle
de vie vegétatif (Rezki-Bekki, 2014). Certaines peuvent former des agrégats cellulaires ou
prendre une forme filamenteuse a certaines étapes de leur vie (Merabti, 2006). Elles se
reproduisent par bourgeonnement, formant de courtes chaines de cellules immobiles appelées

pseudohyphes (Toumi, 2018).
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Membrane périplasmique

Espace périplasmique
Paroi

Ribosomes libres
}/Vésiculc sécrétoire

— “ Appareil de Golg

L % W
e e §

5% : Globules lipidique
; P 7
N y S |
3
- &

Vacuole

i)
‘
= Er Glycogeéne

Microcorpuscul¢

\ #7 Noyau
: Réticulum

endoplasmiqu«

Mitochondrie

\(,’apsulc

muscilagineuse

Clicatrice du bourgeonnement

Figure 9: Présentation d’une cellule de levure (Labbani, 2015).

3. Habitat des levures

Les levures sont des espéces ubiquitaires, largement distribuées dans la nature. Elles se
rencontrent sur les végétaux riches en sucre directement assimilables. En effet, les milieux
fortement concentrés en sucre représentent un de leur environnement préférés, comme les
sirops, le miel, les fleurs et de nombreux fruits (les pommes, les raisins) (Walker, 2009).
Certaines levures ont €té¢ isolées a partir d’environnements extrémes comme les sources
thermales (Benaouida, 2008 ; Labbani, 2008) et I’Antarctique (Satyanarayana et Kunze,
2009). On trouve également des levures dans le tube digestif de certains animaux et les
galeries d’insectes (Starmer et Lachance, 2011), dans des produits alimentaires

(STARTFORD, 2006), dans les eaux, dans I’atmosphere et dans le sol.
4. Morphologie et Structure

En raison de la présence d'un noyau, de mitochondries, d'un appareil de Golgi et de plus
d'un chromosome, les prélevements ont une structure plus sophistiquée que celle des bacteries
(Labrecque, 2003). La majorité des cellules végétatives sont ovodes ou sphériques, mais il
existe aussi des formes plus spécialisées comme les triangulaires, les ogivales, les cédratiers

ou encore les bouteilles (Bouix et Leveau, 1991). lls sont seuls, en couples, en chaines ou en
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petits amas, et leurs tailles sont tres diverses 2,5-10,5 m de diamétre contre 4,5-21 m de
longueur. Ces dimensions et caractéristiques dépendent souvent de I'age et des circonstances
de culture de la cellule (Toumi, 2018). Les colonies sont homogénes et souvent blanches
(parfois roses ou rouges), et les cellules peuvent rester agglutinées et donner naissance a un

pseudomycélium voire & un épithélium.

2
obeQC? B ~/ «c
L/.

Figure 10: Filamentation des levures. A : pseudomycélium ; B : vrai mycélium ; C : vrai
mycélium cloisonné (Guiraud, 1998).

5 .Reproduction

Il existe deux modes de reproduction ; la reproduction asexuée par bourgeonnement ou
la cellule mére donne naissance a deux cellules filles et la reproduction sexuée par sporulation
qui consiste en la fusion de deux cellules préexistantes. Pour la majorité des levures, la
multiplication asexuée est la forme majeure de multiplication. Mais S. cerevisiae a la capacité,
en fonction du milieu, de se reproduire aussi par voie sexuée et d’alterner entre ces deux
modes de reproduction. Ainsi, si le milieu est favorable (présence de sucres et de minéraux),
elles bourgeonnent tandis que si le milieu est défavorable, elles sporulent (Nedjar et
Zamouche, 2018).
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5.1. La reproduction asexuée

Le bourgeonnage est la méthode utilisée pour la reproduction asexuée. A la surface de
la cellule mere, une petite masse en forme de voile est apparue. 1l a grandi progressivement et
s'est separe lorsqu'il a atteint la méme taille. Dans le méme temps, le noyau de la cellule mere
se déplace vers la périphérie, se fend et une partie s'infiltre dans I'os. Suite a cela, il se sépare
de la cellule meére, laissant peut-étre une petite "cicatrice” (Castan, 2016). En conséquence, le
filet de la cellule a augmenté de taille jusqu'a ce qu'il soit presque égal en diametre aux deux
tiers de la cellule mére, auquel cas moment ou elle a commencé & produire de nouveaux
bourgeons (figure 09) (Guinet et Godon, 1994). Cette population double toutes les 45 minutes
dans des conditions idéales de croissance, ce qui constitue un record de durée de vie des

cellules eucaryotes (Silar et Malagnac, 2013).

Daughter yeast——
¥ \ \,
w
+——Nucleus _
- {
— » — — «—Parent
- () yeast
.+~ Vacuole v
\" " -
BUD MOVEMENT OF CHAIN
FORMATION NUCLEUS INTO OF BUDS
THE BUD

Figure 11 : interprétation de la reproduction asexuée d'une levure (Castan, 2016).
5.2. La reproduction sexuée

Lorsque le milieu devient défavorable (par exemple, en présence d'acétate, de carence
en nutriments ou de températures extrémes) (Hencke, 2000), la cellule diploide de levure
entre dans un processus appelé sporulation, au cours duquel elle produit 4 ou 8 cellules
haploides appelées "ascospores” chez les Ascomycetes et "basidiospores” chez les
Basidiomycetes. Ces spores entrent alors dans un état de vie ralentie. Si les conditions du

milieu redeviennent favorables, les spores sont libérées, germent, se développent et entament

25



Revue Bibliographique

un nouveau cycle de multiplication végétative sous forme haploide ou diploide (voir figure
10) (Nedjar et Zamouche, 2018).

Novyau fils
| o |
Levure

o) L (@® ®® @
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Figure 12 Schéma d’interprétation de la reproduction sexuée d'une levure (Castan, 2016).

6. Condition de croissance des levures

Pour survivre, se développer et se reproduire, la levure doit trouver dans son
environnement externe les éléments nécessaires a la synthese cellulaire, ainsi que des

conditions physico-chimiques favorables.

6.1 Besoins nutritionnels

Les levures sont des organismes hétérotrophes, ce qui signifie que le métabolisme
énergétique et le métabolisme du carbone est intimement lié. L'adénosine triphosphate (ATP)
est fournie par I'oxydation de molécules organiques qui agissent également comme sources de
carbone pour biosynthése, et est finalement utilis€ comme intermédiaire énergétique pour
pratiquement toutes activités cellulaires). Les levures ont une nutrition relativement simple en
besoins, une source de carbone, une source d'azote (sel d'ammonium, nitrate, acides, peptides,
urée, purines, pyrimidines), phosphate, sulfate, concentrations inférieures de potassium,
magnésium, calcium, fer, zinc et dans la plupart des cas vitamines telle que la biotine, la
thiamine ou l'acide pantothénique constituant une croissance complete moyenne (Hatoum,
2013).

6.1.1 Nutrition carbonée

Il est bien connu que la principale source de carbone utilisée par les levures est les

glucides, principalement les sucres hexoses sous forme de monosaccharides (glucose,
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fructose, galactose ou mannose) ou des disaccharides (maltose ou saccharose). De plus, une
large gamme d'autres sources de carbone (par ex. alcools, acides organiques) peut étre utilisée

sous conditions aérobies (Hatoum, 2013).

Les levures peuvent souvent pousser sur des milieux avec des concentrations de sucre
qui sont suffisamment élevés pour empécher le développement de nombreuses bactéries
(Cletus et al., 2011).

6.1.2 Nutrition azotée

a) Sources azotées organiques

Les levures poussent sur des milieux riches en sources azotées organiques (peptone,
extrait de levure et autres). L'extrait de levure constitue le principal stimulateur de la

croissance microbienne en particulier pour les levures (Deak, 2006).

Une grande variété de composés organiques azotés (glutamine, acide aspartique,

peptides, bases purines et pyrimidines, amines et urée...) peut couvrir également les besoins

azotés de la levure (Deak, 2006).
b) Sources azotées inorganiques

Toutes les levures sont pratiquement capables d’utiliser I’azote minéral comme les sels
d'ammonium utilisés dans les milieux de culture (Bourgeois, 1996). Contrairement a
Hansenula et Citeromyces, certains genres de levures sont incapables d’utiliser les nitrates :
Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia et Debaryomyces. Par contre, les nitrites sont

métabolisables par Debaromyces hansenii et Pichia pinus (Bourgeois, 1996).

6.1.3 Oligo-éléments

Les besoins en vitamines varient selon I’espéce. La levure peut se multiplier en
I’absence de vitamines ou peut en exiger une ou plusieurs dans le milieu de croissance comme
la biotine, la thiamine, ’acide pantothénique (Guiraud, 1998) (La souche Candida lusitaniae
n’a pas besoin de vitamines pour sa croissance. Par contre, la levure Sacharomyces cerevisae
a besoin de biotine pour croitre. Pour un développement adéquat les levures ont besoin
d’oligo-éléments variés et en trés faible concentration (Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992).
Les ions Ca®" ont un effet significatif sur le métabolisme et la physiologie des

microorganismes Caractéristiques physicochimiques (Sarikaya et Gurgun, 2000).
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6.1.4 Besoins des lipides

IIs peuvent étre indispensables pour la croissance. D'ailleurs, de nombreuses espéces
sont C. lipolytiques : Saccharomycopsis lipolytica, Candida lipolytica, C.unelinii, C.rugosa,
C.ceylanoides, C.magnoiiac, C.versatilis, Leucosporidium scottii, Trichosporon pullulans,

Cryptococcus albidus, Hansenula subpelliculosa (Hencke, 2000).
6.1.5 Milieux de culture des levures

En ce qui concerne les milieux de culture des levures, il est relativement facile de les
cultiver en laboratoire en utilisant une variété de milieux complexes et synthétiques (Walker,
2009). Les milieux généralement recommandés pour la culture des levures comprennent
I'extrait de malt ou I'extrait de levure auxquels on ajoute de la peptone et du glucose (comme
dans le YEPG). La base azotée de levure (YNB) est un milieu chimiquement défini disponible
dans le commerce, contenant du sulfate d'ammonium et de l'asparagine comme sources
d'azote, ainsi que des sels minéraux, des vitamines et des oligo-éléments. Une source de
carbone, comme le glucose, est généralement ajoutée & une concentration finale de 1% (p/v).
Pour la culture continue des levures en chimiostat, des milieux sont congus de maniére a ce
que tous les nutriments nécessaires a la croissance soient présents en exces, a lI'exception d'un
seul nutriment qui limite la croissance. Cela permet d'étudier I'influence d'un seul nutriment
(par exemple, le glucose dans le cas des chimiostats a limitation de carbone) sur la
physiologie des cellules de levure, tous les autres facteurs étant maintenus constants. Dans
I'industrie, les levures sont cultivées dans une variété de matiéres premiéres de fermentation,
telles que le modt de malt, la mélasse, le jus de raisin, le lactosérum de fromage, les sirops de
glucose et la liqueur de sulfite (Walker, 2019). Les milieux de culture, qu'ils soient liquides ou
solides, peuvent étre utilisés pour étudier les caractéristiques morphologiques et culturelles

des especes de levures (Prescott, 1975).

6.2 Conditions physico-chimiques

6.2 .1 Température

En regle générale, les levures sont adaptées a des environnements qui sont moins
favorables aux bactéries et présentent des besoins nutritionnels distincts (Toumi, 2018). Les
temperatures optimales d'incubation des levures se situent généralement entre 20°C et 30°C,
bien que pour certaines espéces, elle puisse atteindre 37°C (Kherraz et Lorbi, 2015). Tout
comme d'autres microorganismes, les levures peuvent étre classées en levures psychrophiles

(adaptées aux basses températures), mésophiles (adaptées aux températures modérées) et
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thermophiles (adaptées aux températures élevées). En général, les levures ne tolérent pas les
températures élevées aussi bien que les bactéries, mais certaines levures peuvent supporter des

températures allant jusqu'a 50°C (Walker, 2009).
6.2.2 pH

Le maintien de pH est indispensable & la survie de la levure et les limites de pH
rapportées dans la littérature se situent entre 2,4 et 8,6 avec un pH optimal entre 4,4et 6,5. La

nature des acides (forme dissociée ou non) a une grande importance (Rezki- Bekki, 2014).

Les milieux acidifiés fournissent une isolation sélective ; les acides chlorhydrique et
phosphorique sont préférés. Les acides organiques, tels que l'acide acétique, ne sont pas
recommandé a des fins d'isolement général, car ils ne sont légerement dissociés a pH (3,5 -
5,0) et les concentrations €levées des acides non dissociés ont un effet inhibiteur sur de
nombreuses levures (Cletus et al., 2011).

6.2 .3 Oxygene

Toutes les levures sont capables de se développer en présence d'oxygene, ce qui signifie
qu'il n'y a pas de levures strictement anaérobies. Cependant, certaines levures sont des
aérobies strictes, telles que les genres Rhodotorula, Lipomyces et Cryptococcus. D'autres
levures sont des aéro-anaérobies facultatives, ce qui signifie qu'elles peuvent fonctionner soit
par fermentation, comme c'est le cas pour Saccharomyces, Schizosaccharomyces et
Brettanomyces, soit par respiration, comme pour Candida, Kluyveromyces, Pichia, Hansenula
et Torulopsis (Belmaziz et Djalal, 2017).

6.2.4. Pression osmotique et activité de I’eau

L'effet de la pression osmotique varie d'une souche de levure a l'autre. La plupart des
souches ne peuvent pas se développer lorsque l'activité de l'eau est inférieure a 0,90.
Cependant, certaines souches sont capables de tolérer des pressions osmotiques plus élevées
correspondant a une activité de l'eau d'environ 0,60, mais leur métabolisme est ralenti
(Randrianantoandro, 2014). Ces levures sont appelées "xérotolérantes” ou "osmotolérantes".
La levure la plus xérotolérante est Saccharomyces rouxii, mais d'autres espéces appartiennent
également a cette catégorie, notamment Candida krusei, C. sake, C. tropicalis, C. glabrata,
Kluyveromyces thermotolerans, Pichia pastoris, Torulopsis candida, Saccharomyces

cerevisiae, S. pombe, Torulaspora delbrueckii et Debaryomyces hansenii (Hencké, 2000).
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L'activité de I'eau, notée "aw", représente le rapport entre la pression osmotique de
vapeur d'eau du milieu et la pression de l'eau distillée a la méme température. C'est un

indicateur de I'équilibre qui s'établit entre I'atmosphere et le produit (Hencké, 2000).

7. Métabolisme
7.1 Métabolisme oxydatif

Ce type de métabolisme nécessite la présence d’oxygene et une concentration en
substrat limitée afin d’éviter un changement métabolique vers la production d’éthanol et
d’autres co-métabolites Dans ces conditions, le glucose est oxydé via les voies métaboliques
de la glycolyse, du cycle de Krebs et de la phosphorylation oxydative (Rose et Harrison,
1971et Van Dijken et Scheffers, 1986).

Ce meétabolisme qui conduit a la formation du CO2et H20 est trés énergétique et permet
aux levures de se maintenir en vie, de synthétiser de la matiere organique et de produire de la
biomasse (X) avec un rendement cellulaire élevé (Lai, 2010). Dans ce cas 1’oxydation du
sucre est compléte et le bilan énergétique théorique de cette voie métabolique est décrit par

I’équation suivante :

C6H1206 + 6 02+ 28Pi + 28 ADP— X + 6 CO2+ 6 H20 + 28 ATP

7.2 Métabolisme fermentaire

En anaérobiose, les levures sont capables de fermenter le glucose en éthanol, en dioxyde
de carbone, avec coproduction de glycérol, de certains acides et esters , Leyral et al (2010).
Le rendement de conversion de biomasse a partir du glucose est divisé par 5 par rapport aux
conditions aérobies et 18 fois moins d'ATP est produit (Hencké, 2000).

L’équation globale de la fermentation est la suivante :

C6H1206+ 2 Pi + 2 ADP => 2 C2H50H + 2 CO2+ 2 ATP + chaleur
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8. Classification de la levure

Les levures sont regroupées en 2 ou 3 grandes classes selon leur capacité ou non a
¢laborer des organes de reproduction sexuée. L’ensemble de ces 3 groupes constitue les

Eumycétes :

Les Ascomycotina ou « levures vraies » ou « levures ascosporogenes » : il y a formation
d'endospores ou « ascospores » contenues dans un asque, par reproduction sexuée, apres

transformation d’une cellule par Meios.

Cette classe regroupe de nombreuses levures de fermentation ainsi que des levures
d’altération (Hencké, 2000).

Les Basidiomycotina ou « levures fausses » sont parfois classées parmi les Deuteromycota.
A T’issue d'une reproduction sexuée, sont formées des exospores ou « basidiospores » portées

par une baside. Ce groupe comporte peu de levures capables de fermenter (Hencké, 2000).

Les Deuteromycota ou « levures imparfaites » (« fungi imperfecti ») ou « levures
asporogencs » sont des espéces ayant des affinités avec les Ascomycotina ou les
Basidiomycotina, mais chez lesquelles le stade sexué (= stade parfait) n'est pas connu avant
leur mise en culture sur un milieu adéquat permettant de les classer. La multiplication est
donc exclusivement asexuée. Ce groupe comprend des levures de fermentation et des levures

pathogénes pour I'nomme. Ex : Candida. (Hencké, 2000).
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Tableau 3 : Classification simplifiée des levures (Alphonse et al., 2004)

Classes

Ordres

Familles

Sous-familles

Genres

Ascomyceétes

Endomycétales

Spermophthoraceae

Saccharomycetaceae

Shizosaccharomycetoideae

Madsoniodeas
Lipomycetoideae

Saccharomyeetoideae

Shizosacchromyces
Hanseniaspora
Lipomyces
Debaryomyces
Hansenula
Kiluyveromyces
Pictia
Saccharomyces

Cocoidrascus

Basidiomycétes

(reproduction
sexuée aver
basidiosopores)

Ustlaginales
Tremellales

Filobasidaceae

Levures & téliospores
Sirobasidiaceas

Tremellaceae

Fulobasiddium
Leucosprridium
Sirobasidium

Tremella

Deuteromycétes

Blastomycetales

Cryptococcaceae

Sporobolomycetaceae

Cryplococcoideae

Rhodotoruloideae Trichosp

oroldeae

Brettanomyces
Candida
Cryptococcus

Torulopsis
Rhodotrula
Trichosporon

Sporobolomyces
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Figure 13 : La phylogénie fongique basée sur 42 génomes complets. Ascomycota, Basidiomycota et
Zygomycota constituent trois des quatre phylums fongiques et sont présents comme des clades
monophylétiques (Fitzpatrick et al., 2011).

33



Revue Bibliographique

9. Les méthodes d'identification des levures

Les méthodes d'identification des levures peuvent étre regroupées en deux catégories
principales : les méthodes phénotypiques et les méthodes génotypiques. Voici une description

de ces deux approches :
9.1 Méthodes phénotypiques :

» Morphologie : L'observation des caractéristiques morphologiques des levures, telles
que la taille, la forme, la présence de bourgeonnement, la formation de colonies, peut
étre utilisée pour l'identification préliminaire des espéces de levures (Kurtzman et al.,
2011).

> Tests biochimiques : Des tests biochimiques sont utilisés pour évaluer les
caractéristiques métaboliques des levures. Cela peut inclure des tests de fermentation
de différents sucres, de production d'enzymes spécifiques, de métabolisme de substrats
specifiques, etc...

> Profilage métabolique : Cette méthode implique I'analyse des profils métaboliques
des levures a l'aide de techniques telles que la spectrométrie de masse (MS) ou la
chromatographie en phase liquide (HPLC). Les profils métaboliques sont comparés a
des bases de données de référence pour l'identification des especes (Kurtzman et al.,
2011).

> Tests de sensibilité aux antifongiques : Les tests de sensibilité aux antifongiques
peuvent étre utilisés pour déterminer la sensibilité des levures a différents agents
antifongiques. Cela peut fournir des informations supplémentaires pour l'identification

des especes (Kurtzman et al., 2011).
9.2 Méthodes génotypiques :

Le protocole d’identification génotypique contient Amplification de I'ADN : Les
techniques de PCR (réaction de polymérisation en chaine) peuvent étre utilisées pour
amplifier des régions spécifiques de I'ADN des levures. Cela peut inclure I'amplification de
séquences génétiques spécifiques ou de régions d'identification, telles que I'I'TS (Internal
Transcribed Spacer) de I'ADN ribosomal. Puis Séquencage de I'ADN : Une fois que I'ADN a
été amplifié, il peut étre séquencé pour déterminer la séquence nucléotidique. La comparaison
des séquences obtenues avec des bases de données de référence permet d'identifier les especes

de levures. Puis Techniques d'hybridation moléculaire : Des sondes spécifiques de I'ADN
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peuvent étre utilisées pour détecter la présence de sequences genétiques spécifiques chez les
levures. Cela peut étre fait a I'aide de techniques d'hybridation moléculaire, telles que la
fluorescence in situ hybride (FISH) ou les puces a ADN (Bennamoun, 2017).

10. Les levures en tant que probiotiques

Selon la FAO (Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture), les
probiotiques sont des microorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés, ont un effet
bénéfique sur la santé de I'ndte. Ces micro-organismes peuvent étre soit autochtones, c'est-a-
dire présents naturellement dans le microbiote de la mére et transmis au nourrisson a la
naissance, soit allochtones, c'est-a-dire introduits dans le systeme digestif par le biais de
I'alimentation (Lara-Hidalgo et al., 2017). Différents organismes sont utilisés comme
probiotiques, parmi lesquels les levures sont les plus couramment utilisées dans les produits
probiotiques. Par exemple, Saccharomyces boulardii et Saccharomyces cerevisiae sont des
levures commercialisées en tant que produits probiotiques (Azhar et Munaim, 2019). S.
boulardii, une levure non pathogéne, a été isolée pour la premiére fois a partir de litchis en
Indochine dans les années 1950 et est depuis lors utilisée a la fois comme agent préventif et
thérapeutique pour le traitement de diverses maladies diarrhéiques (Lourens-Hattinghey et
Viljoen, 2001). Pour étre considérée comme une levure probiotique efficace, certaines
caractéristiques sont requises, telles que la sécurité, la viabilité et la capacité de survivre dans
le tractus gastro-intestinal. De plus, une activité antimicrobienne contre les agents pathogénes
et la capacité de se fixer aux cellules épithéliales intestinales sont d'autres critéres importants
pour chaque souche probiotique isolée (Azhar et Munaim, 2019).

- Les levures probiotiques non- Saccharomyces

Il existe également certaines souches de levure qui ont la propriété de probiotiques

parmi eux Debaryomyces hansenii et Geotrichum candidum (lder et Belguesmia , 2019)
11. Mécanismes d’action des probiotiques

Plusieurs mécanismes ont été suggérés pour expliquer comment les probiotiques
pourraient améliorer la santé intestinale. Ces mécanismes incluent la compétition pour des
nutriments limités, l'inhibition de I'adhérence et de la colonisation des pathogénes a
I'épithélium et a la muqueuse intestinale, la prévention de I'invasion des pathogénes dans les
cellules épithéliales, la production de substances antimicrobiennes, ainsi que la stimulation de

I'immunité de la muqueuse intestinale (Servin et Coconnier, 2003).
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A. Production de substances antimicrobiennes

Les probiotiques incluent la formation de composés capable de réduire le nombre de
pathogene en modifiant leurs capacités métaboliques ou leur aptitude a produire des toxines.

Les acides organiques, en particulier I'acide acétique et I'acide lactique, ont un fort effet
inhibiteur contre les bactéries a Gram-négatif, et ils ont été considérés comme les principaux
composes antimicrobiens responsables de I'activité inhibitrice des probiotiques contre les
agents pathogenes. (Bermudez-Brito et al., 2012) L’acide organique pénétre dans la cellule
bactérienne et se dissocie a l’intérieur de son cytoplasme. L’éventuelle baisse le pH
intracellulaire ou 1’accumulation intracellulaire de la forme ionisée de 1’acide organique peut
entrainer la mort de 1’agent pathogéne. De nombreux LAB produisent des peptides
antibactériens, notamment bactériocines et petits AMP. Les bactériocines produit par
bactéries a Gram positif, ont une activité de spectre d’action étroite et agir uniquement contre
les bactéries étroitement apparentées, mais certaines bactériocines sont également actives
contre les agents pathogénes. La bactériocine agisse au niveau la membrane cellulaire par un
mécanisme commun qui comprend la destruction de la cellule cible par formation de pores

et/ou inhibition de la synthése de la paroi cellulaire. (Bermudez-Brito et al., 2012).
B. Modulation du systéme immunitaire :

Les probiotiques stimulent le systéme immunitaire intestinal, ce qui entraine une
augmentation de la production d'IgA sécrétoire, une amélioration de Il'activité des cellules
tueuses naturelles (natural Killer) et une production accrue de cytokines grace a l'activation du
facteur de transcription NFkB. De plus, ils activent les cellules T qui se différencient en
cellules T auxiliaires (Th), induisant ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires par
Th1 et de cytokines anti-inflammatoires par Th2. Des effets spécifiques ont éte observés selon
les souches probiotiques. Par exemple, Lactobacillus rhamnosus GG régule négativement la
production d'lIL-8 stimulée par E. coli. Lactobacillus casei et L. reuteri induisent une réponse
de type Th2 et une production accrue d'IL-10. En général, la plupart des souches probiotiques
favorisent une réponse anti-inflammatoire (LOROT, 2016). La figure 07 résume les
mécanismes d'action des probiotiques (Bermudez-Brito et al., 2012).

C. Renforcement de la barriere épitheliale

Ce mécanisme de défense majeur impliqué dans le maintien de I’intégrité épithéliale et

dans la protection de I’organisme contre les agressions de I’environnement. Les constituants
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des défenses de la barriére intestinale sont : la couche muqueuse, les peptides antimicrobiens,

IgA sécrétoires et la complexe d’adhérence de jonction épithéliale.

Les probiotiques ont été largement étudiées pour leur implication dans le maintien de
cette barriére. Cependant, les mécanismes par lesquels les probiotiques améliorent la fonction

da barriéres intestinale ne sont pas complétement comprises.

L’incubation des cellules intestinales avec les Lactobacillus influe de facon
différentielle la phosphorylation des protéines de jonction d’adhérence et 1’abondance de la

protéine kinase C (PKC), modulant ainsi positivement la fonction de barriére épithéliale.

L’utilisation des probiotiques, prévient 1’altération de I’épithélium induite par les
cytokines qui caractérise les maladies inflammatoires de I’intestin, peut également contribuer
au renforcement de la barriere muqueuse. Les mucines (Glycoprotéines) sont les principaux
constituants macromoléculaires de mucus épithéliaux. Les probiotiques peuvent favoriser la
sécrétion de mucus comme un mécanisme pour améliorer la fonction de la barriére et

I’exclusion des agents pathogenes (Belhamra, 2017).
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1. Objectif :

Le but de ce travail est de déterminer I’isolement et I’identification de la levure interne

du tube digestif (Le gros intestin) chez les poulets intensif et les poulets bios ; et 1’étude de
leurs propriétés probiotiques.

2. Echantillonnage :

Les poulets ayant fait I’objet de notre étude, ont été achetés au niveau de trois fermes

pratiquent 1’aviculture traditionnelle. Ces fermes sont situées dans Sebseb, Mansoura et Ben
Isguen la wilaya de Ghardara.

Nous avons procéder également a un échantillonnage de poulets de élevage intensif
appartenant (Gamgouma, metlili, Sebseb).

L'échantillonnage est aléatoire car aucun parameétre (état général, age et sexe des
sujets) n'a pas été pris en compte.

(1) Unaraaia
(2) Bounoura

3) El Attey
I feut LAGHOUAT DJELFA

—

TOUGGOURT

OUARGLA

/' .\ 100 km
—_
TAMANRASSET

/

Figure 14: Les régions choisies pour I’échantillonnage des poulets.
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2.1 Techniques de prélévements :

Pour isoler les levures de l'intestin des poulets nous avons utilisé trois poulets de chaque
type provenant de différentes régions de Ghardaia. Avant tout préléevement, certaines régles

d’asepsie ont été respectées pour éviter toute contamination possible de la flore.

Abattage du poulet et prélevement de ses organes internes puis couper un morceau du gros
intestin ; six échantillons de gros intestin chaque échantillon dans des pots stériles ; Les

échantillons ont été correctement identifiés par des codes contenant : le numéro, le site.

Figure 15: un morceau du gros intestin. Figure 16 : les pots des echantllons.

Tableau 3: Nombres et code et région des échantillons.

Commune Especes Nombres de Le code
Poulet

Sebseb Poulet bio 1 R

poulet intensif F
1

Mansoura poulet intensif 1 B

Metlili Poulet bio 1 N
poulet intensif 1 K

Ben Isguen Poulet bio 1 |
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2.2 Transport des échantillons

Les échantillons collectés sont transportés par la suite dans une glaciére contenant
sachets réfrigérants dans une période ne dépasse pas les quatre heures a fin d’étre traiter au

laboratoire le méme jour.
3. Analyses microbiologiques

3.1. Dénombrement des levures

La recherche de la concentration de la flore levurienne présente dans intestin du poulet
se fait par I’ensemencement trois échantillons de chaque type du poulet (poulet biologique et
poulet d'élevage intensif). Un 1g de matiére fécal de chaque échantillon est introduit dans
9ml d’eau physiologie peptone stérile. A 1’aide d’un agitateur vortex, les solutions sont
ensuite agitées pendant 5min. A partir de ces solutions méres nous avons préparé une série de
dilutions décimales de 10%jusqu’a 107. La méme opération est effectuée pour tous les
échantillons

Dans I’ensemencement nous avons procédé comme suivant :

- On coule un volume de 20ml du milieu YEPGC agar (Annexel) dans des boites de pétri

stériles. La solidification des boites et le séchage a été réalisé a la température ambiante.

- On étale en surface a ’aide d’un rateau 100 pl de I’'inoculum prélevé de la dilution voulue

sur deux boites du milieu YEPGC agar.

- Finalement, on incube les boites inversées dans 1’incubateur a 30°C pendant 3 a 7jours.

La méme opération est effectuée pour tous les échantillons.

Apres I’incubation, on compte les colonies ayant poussé, le dénombrement a été
effectué¢ a 1’aide d’un compteur de colonies (Bio Cote®) pour pouvoir identifier le nombre
des colonies dans chaque boite de Peétri, en tenant compte uniquement les boites contenants

entre 30 et 300 colonies. La concentration levurienne est exprimée

Unité Formant Colonie (UFC) par ml a I’aide de la formule mathématique suivante :

_ %C
T (n1+ 0.1n2)d.V

[NV]

Y'C: La somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues.

V : le volume inoculum appliqué a chaque boite.
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nl: Le nombre de boites retenues a la premiére dilution.
n2 : Le nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution.

d : le taux de dilution da la premiere dilution retenue pour les comptages sur boite.

Les colonies isolées sont observées sous microscope optique au grossissement x40.
Certaines levures sont relativement petites, donc le passage au grossissement x100 avec

I’huile a immersion, pour vérifier la morphologie et I’homogénéité des cellules.
3.2. Isolement des levures

L’isolement des levures a été effectué a partir des boites de dénombrement des

levures.

Les propriétés du milieu YEPG agar au chloramphénicol, nous permet d’obtenir des

boites contenant des colonies de levures plus au moins pures car :

v" Le chloramphénicol est un antibiotique de la famille des phénicoles a large spectre, qui

nous permet d’inhiber la croissance bactérienne.

v' Le pH acide du milieu 5,4 + 0,2 faisant prédominer les levures et ne favorise pas la

croissance des bactéries.

Aprés une constatation visuelle des aspects culturaux sur le milieu de culture solide,
on a sélectionné les colonies bien isolées. Les isolats des levures sont repiqués dans des tubes

contenant le bouillon liquide (YEPG) qui a servi comme une pré-culture pour la purification.
3.3. Purification des levures isolées

La purification des isolats cest fait par stries d’épuisement sur milieu YEPG agar.
L’incubation est réalisée a 30°C pendant 72 h. Les aspects macroscopiques et microscopiques

sont ensuite examinés afin de vérifier la pureté de la souche.
3.4. La conservation des isolats

Afin de conserver nos souches pour les prochaines testes nous avons préparé des pré
cultures de chaque isolat dans le bouillon liquide (YEPG), une fois les levures sont bien
poussees on les ensemence dans des tubes a essais contenant le milieu YEPG solide incling,
ce milieu contient le glucose comme seule source de carbone, cela peut réduire le risque de
modification de mode de la croissance (Scheda et al., 1966). Les tubes sont ensuite stockés a

une température de 4°C. Les cultures restent en vie dans un intervalle d’environ 4 mois.
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4. ldentification des levures selon les méthodes conventionnelles

L’identification des levures selon les méthodes conventionnelles est basée sur
I’étude des caracteres culturaux et morphologiques (macroscopiques et microscopiques)

et biochimiques (Kurtzman et al., 2011).
4.1. Etude des caractéres culturaux (macroscopiques)

L’aspect des cultures ou des colonies des levures a été étudié sur les milieux gélosé
YEPG. Apres I’incubation pendant 3 jours a 30°C, une observation macroscopique permet de

décrire I’aspect des colonies (taille, pigmentation, contour, viscosité).
4.2. Etude des caractéres morphologicques (microscopiques)

Cette étude a pour le but d’examiner la morphologie cellulaire telle que la forme et la
taille des levures, et leur mode de reproduction végétative. L examen est réalisé a 1’état frais
sous microscope optique au grossissement x 40 et x 100 avec I’huile a immersion, les frottis

ont été préparés a partir de colonies fraiches bien isolées sur milieu YEPG agar.

5. Les caractéristiques probiotiques
5.1. Activité hémolytique

L’activité hémolytique de levures a été¢ déterminée par une strie de colonie sur plaque
de gélose au sang TSA. Consistant en gélose tryptone soja complétée par 5% de sang humain.
La plague a éte incubée a 30 C pendant 48 h. La présence d’un halo translucide distinct autour

de colonie indique une activité hémolytique positive.
5.2. Activité antimicrobienne des levures

Les propriétés inhibitrices des surnageants de culture des levures ont été évaluée vis-a-
vis une variétée de bactéries Gram négatives telque Salmonella spp et Escherichia coli (E52)
et Gram positives telque Bacillus subtilis (ATCC6633) et Listeria monocytogenes
(ATCC13932). Les levures ont été cultivées dans le bouillon YEPG pendant 48 h a 37 °C
avec agitation (160 tours/minute). Le surnageant de culture (SC) est obtenus par
centrifugation a 4000 g pendant 10 minutes a 4 °C, et stocké a cette méme température
pendant une au maximum 2 jours avant l'utilisation. Un ml de suspension de la souche cible
dans Bouillon Mueller Hinton (MH) (Annexe 1), a été inondé sur des plaques de gelose MH

(Annexe 1). Apres avoir séché les plaques a température ambiante pendant < 20 min, des
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puits de ~6 mm ont été réalisés avec des embouts de pipette stériles dans chaque plaque, et
rempli de 50 ul de SC ; et pour un contrdle positif on a utilisé. Le chloramphénicol. Aprées 2 h
d'incubation a 4 °C, permettant la diffusion de SC, les plaques ont été incubées a 37 °C
pendant 48 h. Dans toutes ces expériences, la présence ou lI'absence de zones d'inhibition était

visuellement déterminée (Ider et al., 2020).

5.3. Activité antioxydant des levures
5.3.1 .Micro-organismes et conditions de croissance

Les expériences ont été réalisées avec des cultures levuriennes pures. Ces derniéres ont
été cultivées dans le bouillon YEPG pendant 48 h & 37 °C avec agitation (160 tours/minute).
Les surnageants de culture (SC) ont été obtenus par centrifugation a 4 000 g pendant 10

minutes a 4 °C, et stocké a cette méme température pour le prochain test antioxydant.

Les culots restants ont été lavés deux fois avec de I'eau distillée afin de les utilisés pour
tester I'effet antioxydant de la paroi cellulaire et le contenu intra-cellulaire.

5.3.2. Traitement d'autolyse

La rupture de la paroi cellulaire a été réalisée selon la procédure de Huang et al.

(2010) avec quelques modifications.

Le culot de levure a été remis en suspension dans de I'eau distillée et utiliser le vortex
pour obtenir une solution homogeéne et incubé a 52 °C, pH 5 (ajusté en ajoutant du NaOH
0,1 M) avec agitation a 120 rpm pendant 96 h (Béehalova et Beran, 1986). La rupture de la
paroi cellulaire a été réalisée selon la procédure de Huang et al. (2010) avec quelques
modifications ; I’acétate d'éthyle a été ajouté a une concentration finale de 1,5 % (v/v) comme
inducteur d'autolyse (Conway et al., 2001). Aprés 96 h, les échantillons ont été chauffés a
85°C pendant 15min pour mettre fin a l'activité enzymatique de la cellule de levure
(Tanguler et Erten, 2008). Puis une centrifugation a 4000 x g pendant 10 min a été réalisé
pour récuperer les debris cellulaires et le surnageant qui font I'objet de test antioxydant.

5.3.3. ABTS + dosage

Selon Lavova et al. (2013) I'ABTS a été dissous dans H20 a une concentration de 7
mM. Le cation radicalaire de 'ABTS a été obtenu par réaction avec 2,45 mM de persulfate de
potassium et en laissant la solution stockée dans I'obscurité a température ambiante pendant

au moins 12 heures. Avant utilisation, la solution d'ABTS+ a été diluée avec de I'éthanol
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jusqu'a une absorbance de 0,7 + 0,02 & 734 nm a 30 °C. Ensuite, 1 ml de cette solution
ABTS+ a été ajouté a 0,01 ml d'échantillon et la diminution de I'absorbance a été enregistrée

pendant 10 minutes.

Une courbe d'étalonnage pour l'activité antioxydant équivalente au Trolox a été
construite en tracant différentes concentrations de Trolox (mmol.L-1) en fonction de son
activité antioxydant équivalente totale. L’activité antioxydant a été calculée en tant que

capacité antioxydant équivalente au Trolox (TEAC) et exprimée en pourcentage.
5.4 Les tests d'auto-agrégation

Selon Seddik (2016) tests d'auto-agrégation ont été réalisés. La levure a été cultivee
pendant 24 h a 37 ° C dans un bouillon YEPG. Les cellules ont été récoltées par
centrifugation (5000g, 10 min a 4°C), lavées deux fois avec du PBS (pH 7,2) et remises en
suspension dans du PBS (Annexel). Les suspensions cellulaires ont été mélangées au vortex
pendant 30s et l'auto-agrégation a été déterminée apres 2 et 4 h d'incubation a 37 ° C. Une
aliquote (1 ml) de ces suspensions a été soigneusement prélevée de la zone supérieure, et
I'absorbance a 600 nm a été lue sur un spectrophotomeétre. Le pourcentage d'auto-agrégation a

été exprimé comme suit :
1 — (At /A0) x 100

Ou At représentait I'absorbance au temps t =2 ou 4 h et A0 I'absorbance at =0 h.

5.5 Les tests de la Co-agrégation

Pour la Co-agrégation avec des agents pathogénes, Escherichia coli (E52) et
salmonella spp ont été cultivés dans un bouillon nutritif a 37 ° C pendant 18 h. Des
suspensions de cellules de levure et d'agents pathogénes provenant de cultures d'une nuit ont
été préparées comme décrit ci-dessus dans du PBS (Annexel). Des volumes égaux (2 ml) de
suspensions de levures et d'agents pathogenes ont été mélangés au vortex pendant 30 s dans
des tubes a essai en verre. Les tubes témoins contenaient 4 ml de suspension de chacune des
souches bactériennes et de levure. L'absorbance a été mesurée immédiatement et aprés 2 h

d'incubation a 37°C. Le pourcentage de Co-agrégation a été calculé a I'aide de I'équation:

(Ax + Ay)/2 —A(x + )
(Ax + Ay)/2

9% Co-aggregation = x 100
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ou A représenté I'absorbance, x et y représentent chacune des deux souches dans les tubes
témoins, et (x +y) leur mélange (Seddik, 2016).
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1. Dénombrement et isolement des levures

L'isolement des levures fait par une partie de 6 échantillons de intestine de poulet (3
poulets bio et 3 poulet intensif) récolté par une partie de 6 fermes différentes dans la région
de Ghardaia (Mansoura, Metlili, Ben Isguen et Sabsabe). L'ensemence d'échantillons se fait
sur le milieu de culture YEPGA additionné de chloramphénicol a 0,1 g/l est utilisé pour le
dénombrement des levures. Aprés incubation a 30°C pendant 72 jours. Les résultats sont

récapitulés dans le tableau ci-dessous.

Table 4: Résultats de I’isolement des levures a partir des échantillons intestin de poulet bio

type Dilution Présence ou
d’échantillons absence des [N]
souches
Pouletbio R  10%'a10* + 2,57x10° UFC.ml*
N 10ta10* + 1.76x10° UFC.ml?
I 10ta10* + 0.8 x10° UFC.ml?

(+) : Préséance des souches et (-) : absence des souches.

Tableau 5: Résultats de I’isolement des levures a partir des échantillons intestin de poulet
intensif.

type Dilution Présendce ou
d’échantillons absence des souches
Poulet F 10ta10* - -
intensif
K 10ta10* - -
E 10ta10* - -

(+) : Préséance des souches et (-) : absence des souches.

D’apreés notre résultat en a trouvé que la présence des levures dans le gros intestin de

poulet bio par contre sont totalement absence dans I’intestine de poulet intensif.
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L'intestin gréle et le gros intestin sont normalement peuplés d'organismes bénéfiques
(bactéries, levures, etc.), appelée microflore. Cette microflore aide a la digestion.

Lorsque les poussins de poulet bio éclosent, leur tube digestif est pratiquement stérile.
S'il est élevé par une mére poule, un poussin obtient la microflore bénéfique en consommant
une partie des matieres fécales de sa mere. Par contre les poussins de poulet intensif en n'ont
pas cette option (Jacob et al., 2011). Comme dans le cas des nourissans qui allaitent du lait

maternel et ceux qui conssoment du lait infantil.

Ce taux de population levurienne peut étre justifié par la diversité des conditions
géographique de I’environnement, ainsi que les types d’élevage (intensif, bio) aussi 1’état

sanitaire du poulet elle-méme (Boussouar, 2017).

On a obtenu les résultats de déenombrement de la flore fongique dans les poulets bio
2,57x10" UFC.ml-1, 1.76x10° UFC.ml%, 0.8 x10°UFC.mI™ des levures.

2 Etude des caractéres culturaux

2.1 Caracteres culturaux sur milieu solide (macroscopique) et caractéres
morphologiques (microscopique)

L’¢tude d’aspect macroscopique et microscopique  d’isolat est faite aprés la
purification des colonies isolée sur milieu YEPG agar incubé a 30°C pendant 72 h .Nous
avons isolé 13 souches levurienne. L’observation macroscopique des cultures montre la
présence des déférents caracteres et I’observation microscopique a 1’état frais (grossissement

x 100) a été réalisée permettant de confirmer la morphologie des souches purifiée (tableau 6).
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Tableau 06 : les caractéres culturaux macroscopique et microscopique des levures
sur milieu YEPG.

Code de Caractéres culturaux Vue d’ensemble de la boite Photographie
la Souche sur milieu solide microscopique (G x
100)
NB1 Forme : circulaire

Surface : lisse
Couleur : creme
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille : 0,5 a 2mm

A2
Forme : circulaire
Surface : lisse
Couleur : creme
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille : 0,5 a 2mm

RB3 Forme : circulaire
Surface : lisse
Couleur : creme
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille : 0,5 a 2mm

RB8 Forme : circulaire
Surface : lisse
Couleur : blanche
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille :0.5a 2 mm
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NB2

RB7

B2

RB2

Forme : circulaire
Surface : lisse
Couleur : blanche
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille : 0.5a 1 mm

Forme : circulaire
Surface : lisse
Couleur : rose
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille : 2 mm:

Forme : circulaire
Surface : lisse
Couleur : creme
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille : 1 mm

Forme : circulaire
Surface : lisse
Couleur : creme
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille : 0,5 a 2mm

Forme : circulaire
Surface : lisse
Couleur : creme
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille : 0,5 a 2mm

Résultats et Discussions
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RA1 Forme : circulaire
Surface : lisse
Couleur : creme
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille : 0,5a 2mm

A Forme : circulaire
Surface : lisse
Couleur : blanche
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille : 0,5 a 2mm

RA6 Forme : circulaire
Surface : lisse
Couleur : creme
Contour : régulier
Profile : élevé
Texture : butyreuse
La taille : 1 mm

3. Les propriétés probiotiques :
3.1 Activité hémolytique

Dans cette étude nos souches de levures ne présentent pas aucune activité
hémolytique, car aucune hémolyse sanguine n’a été observée autour de colonie cultivée apres

48 h de croissance a 30 °C sur une plaque de gélose au sang TSA.

Selon Atanassova et al., (2015), généralement les levures ne présentent pas d'activité
hémolytique sur de la gélose au sang préparée avec des milieux basaux sans glucides (gélose
nutritive ou gelose trypticase au soja).
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Figure 17 : résultat de test hémolytique des souches levuriennes. L’absence de I’hémolyse.

3.2 Activité antimicrobienne des levures

Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne des souches levuriennes vis-a-vis les
quatre souches bactériennes Escherichia coli (E52), Salmonella Spp, Bacillus subtilis
(ATCC6633) ; Listeria monocytogenes (ATCC13932) ont été négative, aucune zone
d'inhibition n'a pas été observé sauf pour le contrdle positif (Chloramphénicol).

Par contre selon Rima et al. (2012), sept souches de levures non-sccharomyces
présnetaient une activité antimicrobienne Listeria ivanovii. De plus, S. boulardii a également
été étudiés in vitro et dans des modéles animaux comme les rats gnotobiotiques, les dindes
(Bradley et al., 1994). Czerucka et Rampal (2002) ont lié les effets antimicrobiens de S.
boulardii a la production d'une protéase de 54-KDa. Son mécanisme semble dégrader les
toxines de C. difficile, et pourrait faire de méme pour les récepteurs de surface des cellules
coliques de C. difficile (Pothoulakis et al., 1993 ; Castagliuolo et al., 1996 ; Pothoulakis,
2009 ; Castagliuolo et al., 1999), ou inhibent autrement la fixation de C. difficile aux cellules
intestinales (Buts et Bernasconi, 2005 ; Buts, 2009 ; Tasteyre et al., 2002). S. boulardii
semble également augmenter la réponse immunitaire aux toxines A et B de C. difficile (Buts,
2009). Il a été démontré que S. boulardii stimule une augmentation de la sécrétion intestinale
d'immunoglobine A lors d'une provocation par la toxine A de C. difficile chez la souris
(Qamar et al., 2001).
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Figure 18: Résultat de test antimicrobien des souches levuriennes
3.3 Activité antioxydant des levures

Les résultasts obtebus expriment I’activité antioxydante totale de nos isolats,

c’est-a-dire celle de la paroi cellulaire et le contenu intra-cellulaire (tableau 7).

Tableau 07: résultat de test antioxydant de surnageant et culot.

Le code Teste antioxydant

surnageant culot

NB1 58 % 16%
>10 ug/ml <5 pg/ml

1A2 56% 17%
>10 ug/ml <5 pg/ml

RB3 56% 16%
>10 ug/ml <5 pg/ml

RB8 41% 29%
10 >ug/ml 7,5 pg/ml

RA4 35% 22%
8,5 ug/ml <5 pg/ml

NB2 58% 19%
>10 ug/ml 4,9ug/ml

AB7 60% 15%
>10 pg/ml <5 ug/ml

IB2 57% 17%
>10 ug/ml <5 pg/ml

RB2 54% 10%
10 pg/ml < <5 ug/ml

RA1l 58% 24%
10 pg/ml < 5,3 pug/ml

1A 60% 20%
10 pg/ml < 5,1 pg/ml

RA6 28% 20%
7,4 pg/ml 5,2 pg/ml
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Figure 19 : Courbe standard de dosage trolox

En testant I'activité antioxydante du surnageant de culture, nous avons obtenu de bons
résultats indiquant que ces levures ont une activité, mais lorsque nous avons testé le controle
négatif (milieu de culture sans levure), nous avons obtenu une activité antioxydante similaire.

Ceci indique que I’activité observé dans le surnageant de culture est un faux positif.

Par contre ; selon Datta, S., Timson, D. J., & Annapure, U. S. (2017)., le surnageant de
la culture de Sacharomyces boulardi a exprimé une activité antioxydante, mais il faut bien

savoir qu’ils n’ont pas utilisé un controle négatif dans leur expérience.

Nos résultats ont montré que chez le contenu intra-cellulaire, il y avait quelques
différences entre l'activité antioxydante des souches de levure. L'activité antioxydante la plus
élevée a été trouvée dans la souche RB7 avec un pourcentage de 60% qui correspond a (>10
pg/ml TEAC) or I’activté la plus basse est obesrvé chez la souche RA6 avec un pourcentage
28% qui correspond a (7,4 ug/ml TEAC) (tableau 7) et (Figure 19). De méme Jaehrig, et al.
(2008), ont trouvé que le cytoplasme de S. cerevisiae avait 1’activité¢ anti-oxydante la plus

élevée (0,275 mM/L TEAC), par rapport aux autres fractions telles que celle de la paroi
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cellulaire ou du surnageant avec traitement que enzymes (lipase ou protéase). D’autre part,
notre étude confirme ce resultat, que la paroi cellulaire des levures a une activité anti-
oxydante modérée. Dont l'activité antioxydante la plus élevée a été trouvee dans la souche
RB8 (7,5 pg/mg TE) de pourcentage 29%. Et le plus bas (<5 pg/mg TE) de pourcentage 10%
sous la souche RB2 (tableau 7).

Cela peut étre expliqué par le fait que le cytoplasme contient plusieurs substances
antioxydantes endogénes, par exemple le superoxyde dismutase et I'ubiquinone (Santiago et
Mori, 1993).

3.4 Les tests d'auto-agrégation et co-agrégation :

Tableau 5: résultat de d'auto-agrégation et co-agrégation

Le code Auto-agrégation (%) Co-

agrégation(%)

2h 4h Escherichia coli
salmonella
(E52)

NB1 32.1 64 - -
1A1 25 28,3 — -
RB3 29.9 44.8 - -
RB8 48.1 56.9 — -
RA4 68 71.3 - -
NB2 47.7 58.3 6.11 4.77
RB7 50.6 57 - -
1B2 27.2 43.3 - -
RB2 23.2 25 - -
RA1 40.6 41.5 = —
A1 30.1 49 2.07 1.90
RA6 47.5 61.1 = —

L'auto-agrégation et la co-agrégation deux phénomenes qui se produisent dans les
communautés microbiennes, ou les cellules microbiennes s'agrégent pour former des

agglomérats.
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L'auto-agrégation se produit lorsque des cellules de la méme espéce ou de la méme
souche s'agglutinent. Dans ce test, nous avons obtenu de bons résultats, les souches de levures
ont produit une auto-agrégation parfaite (tableau 8). La souche RA4 a exprimé la vitesse de
sédimentation la plus élevée avec une valeur de 68% aprés 2 h et 71,3% aprés 4 h, et la
souche RB2 est la plus faible avec une valeur de 23,2 % aprés 2 h et une valeur de 25 % apres
4 h d’incubation. Dons ce contexte, nos résultats ont été plus prométeurses que celles d'Ait
seddik et al. (2015), dont ils ont obtenu 45,9 % d’auto-agrégation aprés 4h d’incubation d’une
souche de S. cerevisiae POL1. Malgé que S. cerevisiae est bien connu par ses propritées
probiotique. De plus I’auto-agrégation favorise I'adhésion, la formation de biofilms, la stabilité

de la communauté et la résistance au stress, dans 1’écosysteme intistinal.

La co-agrégation se produit lorsque des cellules microbiennes de différentes especes
ou souches s'agglutinent les unes aux autres. Cette propiété confere aux levures la capacité de
former une barriére contre les agents pathogenes, donc elle considéré comme une propriété

importante pour les souches probiotiques selon Mobili et al. (2010).

Dans ce test nous avons obtenu de trés faibles résultats pour toutes les souches sauf
NB2 avec Escherichia coli (E52) 6,11 % et avec Salmonella 4,77 %. La souche 1A2 avec
Escherichia coli (E52) 2.07 % et avec Salmonella spp 1.90 % (tableau 8). Nos résultats son en
accord avec celles d'Ait seddik et al. (2015) ou ils ont trouvé que la majorité de leurs souches
n’expriment pas une co-agrégation ni avec Escherichia coli ATCC 25922, ni avec
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Par contre, Yaneisy Hernandez et al. (2011), ont eux
des résultats positifs pour la levure Wickerhamomyces anomalus LV-6 et Pichia kudriavzevii

LV-8 avec Escherichia coli et Salmonella spp.
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Conclusion et perspectives

Les différences entre la flore intestinale des poulets élevés en systéme a grande échelle
et en systeme intensif peuvent étre importantes en raison des conditions d'élevage
particuliéres, En particulier la diversité microbienne et la composition bactérienne, les poulets
élevés dans un grand systeme, et ayant accés a un environnement plus diversifié, peuvent
présenter une plus grande diversité de micro-organismes dans leur flore intestinale. Ils sont
plus susceptibles d'étre exposes a une variété de bactéries provenant du sol, des plantes, des
insectes et d'autres animaux dans leur environnement extérieur. En revanche, les poulets
élevés dans un systéme intensif, avec un environnement plus contrélé, peuvent présenter une

diversité microbienne plus faible.

Les conditions de reproduction et le régime alimentaire peuvent affecter les types et les
proportions de bactéries dans leur intestin. Par exemple, les poulets élevés dans un systéme
extensif peuvent avoir une présence plus élevée de bactéries bénéefiques que leur régime
alimentaire et leur environnement naturels sont moins dépendants des antibiotiques, ce qui
peut permettre une composition bactérienne plus naturelle, tandis que les poulets vivent dans
un systéme intensif peuvent avoir une composition bactérienne différente en raison des
aliments composés et d'autres pratiques d'élevage ainsi que de la réponse relative et
utilisation fréquente d'antibiotiques a titre préventif ou pour favoriser la croissance. Cela peut
affecter la composition du microbiote intestinal en favorisant certaines souches bactériennes

résistantes aux antibiotiques et en réduisant la diversité globale.

Dans notre étude nous avons partiellement attient notre objectif principal de cette
étude qui était d'isoler des levures a partir d'échantillons fécaux d'intestin de poulet, puis

d'étudier leurs potentiel et propriétés probiotiques.

Notre étude a montré que 6 échantillons ont été isolés des intestins de deux types de
poulets, le premier issu d'élevage traditionnel (extensif ou biologique) et le second d'élevage

intensif prélevé dans la région de Ghardara (Metlili, Sabseb, Jamjouma, Ben izguen).

Concernant le résultat de I'analyse microbiologique, nos échantillons ont révélé une
charge concédirable de levures dans la microflore intistinal chez le poulet bio, ce consortium
contient probablment de différents éspece de levures, selon la détermination des
caractéristiques culturales macroscopiques et microscopiques de 13 isolats purifiées. De plus,
la pluspart de ces souches s’auto-agrége parfaitement, et deux d’entre eux ont le pouvoir de

co-agrégé avec des bacteries pathogénes tel que Escherichia coli (E52) et Salmonella.
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Comme perspectives, nous espéront compléter notre étude par :

- Une identification prési des isolats a 1’echélle de I’espéce, soit par des galeries Api 20
C AUX ou par a méthode protéomique MALDI-TOF ou par les méthodes moléculaires.

- Aprofondis nos tests d’antagonisme

-  Entamé d’autres test de propriété probiotique sur les ousche pérformantes tel que la
cytotoxicité et ’adhénce cellulaire.

- Tester les souches pérformantes in vivo sur des poussins.
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Annexe 01 : Les milieux de cultures.

1. Solution d’eau physiologique

Composition par liter :

- Chlorure de sodium (NaCl) :9 g
- peptone:1lg

pH 7 3 25°C.

Préparation de solution

Ajouter les composants a |'eau distillée (1000ml). Bien mélanger. Puis autoclaver a 120°C

pendant 20 minutes et conserver a la température ambiante.

2. Milieu YEPGC Agar

Composition par liter :

Glucose: 20 g

Peptone:20 g

Extrait de levure :5 g

Chloramphénicol : 0,10 g - Agar:20g

pH 5.4%0.2 3 25°C.

Préparation du milieu

Ajouter les composants a |'eau distillée (1000ml). Bien mélanger. Chauffer doucement et porter a

ébullition. Puis autoclaver a 120°C pendant 20 minutes et conserver a la température ambiante.
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3. Milieu YEPG Agar

Composition par liter :

- Glucose: 20 g
- Peptone:20g

- Extrait de levure :5 g
- Agar:20g

pH 5.4£0.2 a 25°C.

Préparation du milieu

Ajouter les composants a |'eau distillée (1000ml). Bien mélanger. Chauffer doucement et porter a

ébullition. Puis autoclaver a 120°C pendant 20 minutes et conserver a la température ambiante.

4. Milieu YEPG liquide

Composition par liter :
- Extraitdelevure5g
- Peptone20g

-  Glucose20g

pH 5.4%0.2 3 25 °C.

Préparation du milieu

Ajouter les composants a I'eau distillée (1000ml). Bien mélanger. Chauffer doucement et porter a

ébullition. Puis autoclaver a 120°C pendant 20 minutes et conserver a la température ambiante.

5. Milieu MH-Agar
Composition par liter :

- Peptone:17,50g

- Extrait de viande : 2,00 g

- Amidon:1,50g- Agar:17,00g

pH 7,3% 0.13 25°C.
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Préparation du milieu

Ajouter les composants a I'eau distillée (1000ml). Bien mélanger. Chauffer doucement et porter a
ébullition. Puis autoclaver a 120°C pendant 20 minutes et conserver a la température ambiante.

6. Milieu MH liquide
Composition par liter :
- Peptone : 17,50 g
- Extrait de viande : 2,00 g -
Amidon : 1,50 g

pH 7,3+ 0.1a 25°C.

Préparation du milieu

Ajouter les composants a I'eau distillée (1000ml). Bien mélanger. Chauffer doucement et porter a
ébullition. Puis autoclaver a 120°C pendant 20 minutes et conserver a la température ambiante

7. Solution de PBS (Le tampon phosphate salin)
Composition au litre :

RESOIULION A .o et 500.0mL
RESOIULION B ... et 500.0mL
Solution A :

Composition pour 500,0 mL :
NAZHPO4 . s 2.849
KH2POA.......oooeeeveeeeseeee e en s eovsessensesnsnsesseesean s ssssenees 2.72g

Préparation de la solution A : Ajouter les composants a la solution distillée/désionisée;eau et
porter le volume a 500,0 ml. Bien mélanger. Autoclave pour 20min a une pression de 15 psi—
121°C. Refroidir & 25°C.

Résolution B :

Composition pour 500,0 mL :

INACT . e 0.24q
CaACI202H20. ... e 8,0 mg
MOSO40TH20 ... s 8,0 mg

Préparation de la solution B : Ajouter les composants a la solution distillée/désionisée

; eau et porter le volume a 500,0 ml. Bien mélanger. Autoclave pour 20min a une pression de
15 psi—121°C. Refroidir a 25°C.

Préparation du milieu : combiner aseptiquement les solutions de composants.
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Bien mélanger. Répartir aseptiquement dans des tubes ou flacons stériles.

Utilisation : Pour la culture de Tokoprya lemnarum

8. TSA
Gélose trypticase soja composition
Ingrédients gram/litre
Digestion pancréatique de caséine 15¢
Peptone de soja 59
Chlorure de sodium 5¢

Gélose 15g
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Annexe 02 : Les poulets.
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Annexe 03 : les matériels utilisés dans I’étude expérimentale

LY

Spectrophotometre Centrifigeuse Hottes microbiologique

vortex

Microscope optique J

le compteur des colonies Etuve Etuve et agitateur
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Balance analytique

Annexe 04 : la gamme de la dilution décimales (10Yjusqu’a 107).

Annexe 05 : les résultats du dénombrement des levures sur le milieu YEPGCA.




Annexes

Annexe 06 : la conservation d’ isolat dans le milieu YEPG solide incliné .

Annexe 07 : La pré-culture d’isolat de la levure dans le bouillon YEPG.
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Annexe 08 : Les échentillon.

Annexe 09 : Le test antimicrobienne




