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Introduction N

Les ruminants différent des autres mammiféres par leur nourriture qu’est soumise a
une fermentation microbienne dans le rumen avant de passer a 1'estomac réel et au tractus
intestinal ou se produit une digestion mammaire normale. Les processus qui se déroulent dans
le rumen en raison de l'activité microbienne comprennent la dégradation des hydrates de
carbone tels que la cellulose qui ne peut étre utilisée que si elle est digérée par des

microorganismes [22].

Les produits résultants de la fermentation microbienne constituent alors une source
d’énergie (acide gras volatils) et de protéines (cellules microbiennes) disponibles pour le
métabolisme des tissus de I’animal. Cependant, la fermentation ruminal engendre également

des produits métaboliques non valorisables par 1I’animal, principalement le CH,4 et le CO,.

La méthanogenése biologique est le résultat de [D’activité de micro-organismes
anaérobies stricts : les Archaea, qui utilisent principalement 1’acétate, le méthanol,
I’hydrogéne/CO,, le formiate et les méthylamines comme substrats. On trouve ces organismes
dans deux systemes avec des taux de renouvellement tres différents : le tube digestif et les
marais, qui ont des temps de rétention de quelques jours a quelques semaines, respectivement.
Les systemes avec rétention longue permettent la transformation compléte des substrats en
CO, et CHy4, ceux avec une rétention courte engendrent la formation de produits

intermédiaires qui s’accumulent dans les milieux de fermentation [105].

La production de méthane dans le rumen représente une perte d’énergie sur le plan de
la production animale, puisque une partie de 1’aliment ingéré est éructée sous forme de gaz
CH,4 dont la formation ruminal au dépends du CO, mobilise a perdre une partie de 1’énergie

métabolique microbienne [104].

Pour cela, diverses voies sont explorées dans le but de réduire la production de
méthane : additifs qui inhibent les micro-organismes méthanogenes et/ou modifient les
orientations métaboliques du rumen ; manipulations biotechnologiques (sélection des
microorganismes du rumen ou vaccination contre les micro-organismes méthanogenes) et
d’autres techniques basées sur des molécules substituant fixatrices de 1’H,, tels que les
composés azotés (nitrates et/ou nitrites). Les produits nitreux inhibent la méthanogenése
ruminale jusqu'a 90% in vitro, tels que le nitroéthane, le 2- nitroéthanol, le 2-nitro-1-propanol

et 'acide 3-nitro-1 propionique qui inhibent la production de CH4 ruminale in vitro [114].
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Malheureusement, ces méthodes de réduction  agissent directement ou
indirectement sur la flore du rumen. L’utilisation des antibiotiques été une des stratégies de
réduction de méthane qui ont une action significative sur les bactéries Gram positifs, encore
I’utilisation ~ des probiotiques (agents biologique) qui rentrent en compétition avec les
bactéries méthanogenes sur 1’utilisation d’hydrogene, les additifs chimiques comme inhibiteur
de la méthanogenese , ou I'utilisation des extraits des plantes par leurs effet bactéricide en
inhibant I’orientation des fermentations ruminales, soit par 1’utilisation des produits nitreux a

base d’azote avec différentes concentrations.

Dans ce contexte que nous avons entamé 1’étude de I’effet de différentes

concentrations des produits nitreux (nitrates et nitrites) sur la flore ruminale in vitro.

Pour cela, ce travail est composé de trois parties principales et d’une conclusion
générale. Le premier chapitre est 1’étude bibliographique consacrée a 1’étude de la flore
ruminal, la méthanogenese et les techniques de réduction du méthane.

Le deuxieme chapitre est une présentation des moyens, des appareillages et les méthodes
spécifiques utilisés lors de I’expérimentation
Le dernier chapitre regroupe I’ensemble des résultats obtenus avec différentes séries

d’expériences pour I’étude de I’effet des produits nitreux sur la flore ruminale
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I. La physiologie du rumen
I.1. Anatomie du rumen

L’estomac des ruminants occupe les 4/5 de la cavité abdominale, elle est constituée de
quatre estomacs ; dont le premier estomac est la panse (ou rumen) ou se déroule le premier
arrét des nutriments pour leurs remache a fin de faciliter la digestion ; apres, les nutriments se
déplacent au réticulum (ou réseau).Ensuite au feuillet (ou omasum) pour arriver a la caillette
ou (abomasum),ces deux dernic¢res pour d’autre botanistes forment que le troisiéme estomac

[35].
I.1.1. Le rumen (la panse)

Le rumen a été longtemps considéré comme un simple compartiment digestifs ou
environ 50% des aliments ingérés par le ruminant sont hydrolysés puis fermentés par une
population microbienne dense et variée qui fournit de 70 a 90%des nutriments utilisés par

I’animale [1].

Il est de loin le plus volumineux des réservoirs pré-gastriques. Il s’ouvre largement
vers I’avant sur le réseau qui peut étre considérés comme un diverticule du rumen. Quand on
parle de la digestion dans le rumen, on inclut toujours le réseau. La surface intérieur du
rumen,a I’exception des piliers charnus qui le divisent en plusieurs sacs, est constitués par un
épithélium corné, hérissé de papilles de formes et de dimensions variables, nombreux, serrées
les unes contre les autres, et qui jouent un réle majeur dans 1’absorption des produits du

métabolisme des microorganismes du rumen : acides gras volatils (AGV) etl’ammoniac[3].

Le rumen dont son nom revienta sa muqueuse réticulée et parsemée également de
papilles absorbantes, joue un rdle central dans la circulation des particules.C’est du réseau
que partent, a une fréquence de 1’ordre d’une minute, les contractions qui assurent la motricité
de I’ensemble des réservoirs gastriques. Les particules qui franchissent 1’orifice réticulo-
omasal doivent avoir une taille moyenne inférieure ou €gale a 1 mm. Les aliments solides
sont donc séquestrés dans le rumen tant qu’ils n’ont pas acquis la taille minimale. Celle-ci est
atteinte en un temps plus ou moins long (de quelques heures ou plusieurs jours) sous 1’action
combinée des enzymes de la population microbienne et de la mastication lors de 1’ingestion et

de la rumination ou (mastication mérycique) [3].
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1.1.2. Le feuillet (omasum)

Le feuillet est un organe sphérique (bovin) ou ovoide (mouton) a I’intérieur duquel on
trouve de trés nombreuses lames recouvertes d’un épithélium kératinisé, qui possede
également des papilles. La cavité du feuillet est limitée a un canal qui communique en amont
avec le réseau par un sphincter (sphincter réticulo —omasal), en aval avec la caillette par un

orifice beaucoup plus large et dilatable [3].

C’est un réservoir volumineux, sa paroi intérieure est tapissée de trés nombreuses
lamelles muqueuses. Semblable aux feuillets d’un livre, d’olt son nom, ces lamelles déposées

parallelement au passage des aliments [2].
1.1.3. Le réseau (caillette)

La caillette est le seul réservoir sécrétoire de 1’estomac des ruminants. Sa cavité est
tapissée par une muqueuse glandulaire, analogue a celle des monogastriques, toujours
recouverte d’une couche de mucus. Les fonctions digestives de la caillette des ruminants sont

analogues a celles de 1’estomac des mammifeéres monogastriques.

Le contenu du rumen est un milieu relativement constant qui évoque a certains égards celui

d’un réacteur en continu de micro-organismes anaérobies [3].
Le rumen se caractérise par :

¢ Une concentration élevée en eau : 85% a 90%,

~

*  Une température constante de 39° a 40°C ;

e Un potentiel d’oxydoréduction variant de -250 a -400 mV (milieu fortement
anaérobie) ;

* Un pH généralement compris entre 6 et 7.

* Une pression osmotique constante proche de celle du sang ;

* Un apport régulier de nutriments et d’eau fourni a la fois par 1’ingestion des aliments
et par la rumination,

e Une élimination continue des produits du métabolisme, soit par absorption a travers la
paroi du rumen (acides gras volatils, ammoniac), soit par passage dans la partie postérieure du

tube digestif (résidus alimentaires, cellule microbiennes), soit par éructation (méthane gaz

carbonique).
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* Une relative constante de 1I’atmospheére gazeux situé au niveau du sac dorsal (CO; : 60
a 70%, CH4 : 30 2 40%) ;
e Un brassage permanant assuré par les contractions périodiques de la paroi et par la

rumination,

Le rumen donc est un milieu particulierement bien adapté au développement d’une
population microbienne anaérobie dont les principaux constituants sont les bactéries et les

protozoaires [3].

rumen . R
{1er estomag) intestin gréle

anus

bouche vesciliner

cesophage

reseau

{2e estomac) _ ;
qros intestin

caillette
{4e estomac)

feuillet
{3e estomac)

Figure 1. Les quatre parties de I’estomac des ovins [8].
I.2. Les conditions physico-chimiques du milieu ruminal
1.2.1. Le pH

Le pH joue un rdle important dans la régulation de I’activité microbienne, il est
pratiquement stable (entre 6 et 7). Mais une fermentation rapide baisse le pH a moins de 5, ce
qui est favorable a la croissance des microorganismes qui produisent essentiellement le
propionate et le lactate. La salivation abondante et continue chez le dromadaire assure au
rumen un pouvoir tampon, par rapport d’une grande quantité d’ions bicarbonate et

phosphate.[2]

Bien que le pH soit I'un des principaux facteurs déterminant I’activité microbienne,

son influence est en réalité encore mal analysée dans ces mécanismes [7].
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Par comparaison avec le pH sanguin maintenu a 1’état normal dans une gamme
inférieur a pH=0.1, et dont les variations pathologiques extréme reste contenues dans une

gamme n’excédant pasa un pH d’amplitude[6].

Le pH du rumen peut apparaitre comme tres fluctuant. Il est difficile d’assigner les
limites précises a la gamme des valeurs normales du pH du rumen. Les mesures faites dans les
conditions du terrain, sur de grands effectifs d’animaux recevant des régimes variés et en état
de santé apparemment correct conduisent invariablement a gammes du trop large. Les valeurs
les plus basses de cette gamme concernent des animaux qui peuvent étre en acidose latente,
les plus hautes pouvant résulter tous simplement d’une interruption un peu longue de
I’ingestion. La définition d’une gamme normale ne peut donc se faire que vis-a-vis d’un

rumen sain et en fonctionnement [6].

Des déviations excessives du pH du rumen sont la conséquence de déséquilibres des
fermentations induites par rapport d’aliments dont les caractéristiques chimiques, physiques
ou quantitatives étaient inadaptées. La déviation dans le sens de 1’acidose fournit I’exemple le
plus typique des interactions entre 1’aliment et le pH du milieu et la micro population.
L apport excessif et brutal de substrats amylacés générateurs d’acide lactique est la cause
d’une baisse marquée du pH du rumen (acidose lactique aigue). Les valeurs de pH les plus
basses trouvées lors de la mort des animaux sont généralement égale ou inférieur a 5,0.Des
valeurs quelques fois trés inférieurs par exemple 3,0, ont été signalés mais il s’agit
généralement de travaux anciens dont les conditions de mesure sont mal précisé, ou encore
des mesures effectués sur des prélevements post mortemqui peuventrefléter la poursuite de la

fermentation lactique [6].

La liaison entre le pH et la proportion relative des AGV été décrites par Kaufman et
Rohr en 1967 ; la relation directe qui existe entre la ration, le pH ruminal et le bilan des
fermentations permet d’en tirer les conséquences au plan nutritionnelle. Cela explique que si,
pour la production de viande, la seule limite a la baisse de pH est la santé des animaux
puisque I’accroissement de la proportion relative du propionate (C3) qui accompagne la
baisse de pH augmente 1’efficacité énergétique de la ration pour la croissance, il n’en va pas

de méme en production laitiere [6].

L’accroissement de la proportion de C3 stimule en effet 1’utilisation des nutriments par
les tissus de réserve, au détriment de la mamelle. Le maintien du pH du rumen au voisinage

de la neutralité (pH supérieur 6,0) par addition de substances tampons a la ration, ou par
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substitution de glucides lentement fermentescibles aux céréales permet de limiter

I’augmentation de la proportion du C3 et de conserver ala ration une efficacité satisfaisante

[6].

En ce qui concerne les mécanismes reliant le pH a ’activité microbienne, une
premicre relation a été mise en évidence avec la pression partielle d’hydrogéne (H,), la
fermentation des glucides conduits a 1’acétate préférentiellement. A forte pression
d’hydrogene les principaux produits formés sont le butyrate et le propionate. L hydrogene
excédentaire ne peut plus €tre éliminé par fixation sur les radicaux carbonées courts comme le

CO,, par la méthanogene [6].
1.2.2. La température

Elle est généralement supérieurea celle ducorps de I’animal: 39 a 40.5°C. Cependant,

elle peut atteindre 41°C lors de la grande fermentation [2].
1.2.3. Le potentiel d’oxydoréduction

Le rumen constitue un écosysteme fortement anaérobie, son potentiel
d’oxydoréduction moyen est de -350mv.La zone proche de 1’épithélium est trés vascularisée.
Il s’y fixe une population microbienne facultativement aérobie qui contribue a I’élimination

des traces d’oxygene ce qui permet de maintenir 1’écosysteme en anaérobiose [2].
1.2.4. La pression osmotique

Elle est identique a celle du sang dans les conditions normales d’alimentation. Apres
absorption d’eau, la pression osmotique diminue ; mais étant donné la perméabilité de la paroi
du rumen, elle atteint I’équilibre au bout de dix heures. La pression osmotique de la salive est
plus faible que celle du sang. Son arrivée continue dans le rumen, affecte peu la pression du

milieu [2].
I. 3. L’anaérobiose et les voies de production de ’ATP

L’ATP produit a partir des réactions de catabolisme dans la cellule sert a transporter

I’énergie qui est nécessaire aux réactions de synthese ATP——» ADP+ Pi.

L’ ATP synthétisée au cours de réactions chimiques impliquant des substrats capables

de perdre un groupement phosphate en générant de 1’énergie (Voie de phosphorylation liée
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aux substrats= c’est la voie PLS). La plus part de 1’énergie produite au cours des réactions

cataboliques est transformées directement en ATP selon la voie de PLS.

Une autre voie bien connue en anaérobiose a pu €tre mise en évidence chez certaines

bactéries du rumen. L’établissement d’un gradient électrochimique de protons de part et

d’autre de la membrane cellulaire qui est liées aux transports intra membranaire d’électrons

(Phosphorylation par voie d’électron-Voie de PTE) lui-méme initié par un transfert de protons

de I'intérieur vers I’extérieur de la cellule créé une force proton mobile FPM. Cette force peut

étre utilisée par certains microorganismes pour produire de 1’énergie (Cas des bactéries

méthanogenes) ; le transfert d’énergie dans la voie PTE se fait via ’ATP, qui est produit le

complexe ATP-ATP ase situédans la membrane au cours du retour des protons vers 1’intérieur

de la cellule (Figure 02). Dans le rumen I’accepteur final d’électrons peut étre le fumarate qui

est réduit en succinate, le CO, réduit en CH,4 , le sulfate réduit jusqu’au stade de sulfure ou

bien le nitrate réduit en nitrite [5].
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Figure 2. Production de I’ATP par la voie PTE (phosphorylation par transport d’électrons) [S].
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La contribution de la voie PTE a la production totale de 1’énergie dans le rumen est
probablement faible. Elle intervient en particulier lors de 1’oxydation des cofacteurs réduits
NADH, NADPHH et FADH qui géneére les électrons a 1’origine du processus de PTE. L’ester
qui libere de CoA et le propionate.La seconde voie dite « directe » transforme le lactate en
acétyle CoA lesquels est ensuite réduit et hydrolysé pour libérer le COA et le propionate, la
contribution de cette derniere voie a la production de propionate dans le rumen est
généralement mineure. Elle devient plus importante dans le cas de régime riches en
concentrés qui favorisent la production de lactate et son utilisation par Megasphera

elsdenii.[5].

Les AGV supérieurs sont formés par condensation de 1’acétyle COA et de propoionyl-
CoA, les réactions inverse a la B-oxydation qui sont mises en jeu, conduisent a 1’oxydation

d’équivalent réduits.

La production de CHy par réduction du CO; dans le rumen a un effet déterminant sur
I’orientation des fermentations et sur leurs rendements en ATP. Les réactions intermédiaires
qui interviennent dans la formation du CH4 ont une énergie libre faible en valeur absolue
voire positive. Seule 1’énergie libre de la derniére étape de réduction du méthanol est
importante (-26.9Kcal).L’énergie libre de 1’ensemble de méthanogenes (-32.4Kcal) est

suffisante pour permettre la synthese d’ATP probablement selon le processus de PTE [S].

Les microorganismes du rumen consomment I’ATP lors du transport des substrats
dans les cellules bactériennes, la plus part des aliments ingérés par le ruminant se trouvent
sous forme de polymeres insolubles. Ils doivent étre dégradés en molécules plus simple par
des enzymes extracellulaires des bactéries avant d’étre utilisée par ces dernieres la faible
concentration en molécules fermentescibles dans le milieu ruminal nécessite que celles-ci
soient transportés par un mécanisme actif a I’intérieur des cellules pour y étre métabolisées et
produire de I’ATP. Ce processus est moins important pour les protozoaires qui ingerent des
particules alimentaires et les hydrolysent par leurs enzymes endocellulaires. Les produits

formés sont alors métabolisées in situ sans devoir étre préalablement transportés [5].
Trois systemes de transport ont été identifiés chez les bactéries du rumen :

e Des protons ou des cations sont Co-transportés avec le soluté vers I’intérieur de la
cellule. L’énergie provient alors de la « Force Proton Motrice » ou de tout autre gradient

électrochimique qui se créé ainsi a travers la membrane.
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* Le substrat s’associe a une protéine spécifique liée elle-méme membrane péri
plasmique et sui assure le transport a travers la membrane cellulaire en consommant de
I’ATP.

* Le substrat est chimiquement transformé lors de son passage a travers la membrane.
Ainsi le systeme de glucose phosphotransférase (PTS) transforme le glucose en glucose 6-p
en utilisant un phosphoénulpéruvate lors de transport chez I’E. coli. Ce dernier mode de

transport relativement économe en énergie est le plus utilisés par les bactéries du rumen [6].

Les microbes du rumen utilisent I’ATP produit au cours des fermentations pour
couvrir leurs besoins énergétiques d’entretien et pour assurer leur croissance. L’ATP
réellement utilis€ pour la croissance sera donc d’autant plus importants que 1’énergie
nécessaire a I’entretien des bactéries sera faible. Selon (Marr et all 1963) I’entretien peut se
calculer a partir des cellules supplémentaires que 1’on obtiendrait si tout I’ATP était utilisés

pour la croissance [5].
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I1. La fistulation
I1.1. Historique

Il s'agit d'une procédure de fistule ruminale décrite pour la premicre fois par Schalk
(1928) pour les bovins et modifiée pour les moutons par Hecker (1969), une opération
préparatoire est effectuée brievement lorsqu'une petite partie de la paroi du rumen est
extériorisée par laparotomie puis une pince métallique est appliquée pour obturer l'apport
sanguinafin de produire une adhérence entre la paroi du rumen et le bord d’uneincision
cutané. Durant plusieurs jours, la fistule se développe par adhérence progressive de la paroi
du rumen a la peau, avec nécrose et déchirement du pli du rumen. Apres cela la canule est

insérée a travers la fistule [18].

La pratique de la fistulation (ou canulation) ruminale est attestée en 1831 dans le cadre
des expériences de Marie-Jean-Pierre Flourens sur les mécanismes de la rumination. Dans un
mémoire de 1'Académie des Sciences, Flourens décrit la manieére dont il a pratiqué des
ouvertures dans chacun des quatre "estomacs" de plusieurs moutons en établissant ce qu'il

appelle des « anus contre nature » [11].

Par la suite, cette opération est pratiquée sur d'autres animaux, principalement des
ruminants; son objet principal est en effet de fournir un acces aisé au rumen pour permettre
I'étude de sa physiologie et le préleévement d'échantillons sans sacrifice de 1'animal [12].La

plupart des études sur la physiologie du rumen ont porté sur des animaux fistulés[47].

La premicere attestation de l'utilisation de cette technique sur des bovins date de
1854(N). La technique connait plusieurs évolutions au cours de la premiere moitié
du xx° siecle. En particulier, le choix des matériaux pour la conception de la canule

(aluminium, chrome, ébonite, lucite, etc.) a fait I'objet de plusieurs travaux scientifiques [14].

Il semble qu'aucun dispositif mécanique n'ait été prévu pour l'obturation de la canule avant les

travaux de Schalk et Amadon en 1928[15].

Les systémes d'obturation doivent permettre de limiter la perte de fluides et de gaz, et

donc de réduire au minimum les interférences dans le fonctionnement normal du rumen [16].

La pratique de la fistulation ruminal est répandue dans le monde entier du fait de sa simplicité
de mise en ceuvre, du tres faible risque d'infection et de I'absence apparente de perturbation de

I'animal [16].

11
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La pose d'une canule permet, entre autres :

* L'étude du transit et des flux digestifs via I'infusion de marqueurs indigestibles.
* L'analyse des produits terminaux de la digestion.

* L'isolement et la quantification des populations bactériennes du rumen [17].

En 2013, en France les vaches fistulées sont notamment utilisées par I'IINRA (I’ Institut
National de la Recherche Agronomique). On en trouve notamment a 1'Unité de recherche sur
les herbivores de Theix, sur la commune de Saint-Geneés-Champanelle [19]. On trouve
également des vaches fistulées a la ferme de la Bouzule, propriété de I'ENSAIA (L’école

Nationale Supérieur d’ Agronomie et des industries alimentaires) [20].

IT .2. Principe et but
I1.2.1. Principe

Le principe de la technique de fistulation du rumen est de faire une ouverture initiale a
travers la paroi du corps dans la cavité péritonéale mais pas dans le rumen [47]. Le site usuel
de la fistule du rumen est sur le c6té gauche derricre les cotes bien qu'il puisse étre introduit
également dans le rumen antérieur. Il devrait étre aussi élevé que possible pour réduire la

perte de liquide, mais devrait étre en dessous des muscles plus épais de 1'arriere [47].
I1.2.2. But

Le but d’établir une fistule canulée étanche entre la lumiére ruminal et I'environnement
externe est de permettre 'examen des métabolites du rumen et de la population microbienne
dans les essais de digestibilité in vivo de 1'inoculant pour les essais de digestibilité in vitro et
la surveillance des milieux de culture microbiens du spectacle évaluation de la motilité du

rumen [18].
I1.3. Application
I1.3.1. Préparation de I’animal pour la procédure

* Apporter les animaux a l'abri des ovins au moins une semaine avant la
chirurgie pour permettre aux animaux de s'acclimater a l'environnement et a la manipulation
humaine

*  Fournir un acces ad-libitum (autant qu’il plaise) aux aliments et a 1'eau avant la

chirurgie. L'expérience a indiqué qu'il est plus facile de localiser le rumen si la chirurgie n'est

12
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pas effectuée par le jeline aussi ne pas suralimenter les animaux car cela peut entrainer une
difficulté a saisir la paroi du rumen.

* Administrer l'injection du complexe prophylactique B (par exemple 5 ml
d'injection intramusculaire d'une injection du complexe B, et cliver la zone chirurgicale le
jour avant la chirurgie.

* Administrer un antibiotique a action prolongée (par exemple oxytétracycline
20 mg / kg) et anti-inflammatoire (par ex flunixine 2 mg / kg) 30 minutes avant la chirurgie.

* L'animal est amené en salle d'opération et levé sur la table d'opération et

soigneusement retenu en position latérale (Figure 3).

Figure 3. Photographie de 1’animal placé en position latérale droite [98].

. Identifier la zone ou la fistule sera située autour du flanc gauche (30 cm de la
dernicre cote et 5 cm sous la colonne vertébrale selon la taille de I'animal utilisé) et couper la

zone si nécessaire[18].
I1.3.2. L’anesthésie locale

L'une des deux méthodes d'anesthésie locale peut étre réalisée sur le flanc selon la

compétence de l'opérateur

¢ Une infiltration locale.

* Bloc nerveux latéral paralomaire (bloc de Cornell)[18].

13
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A. Infiltration locale

Effectuer un bloc «L» inversé par injection sous-cutanée et intramusculaire autour de
la partie antérodorsale de l'attache flanquant et frotter les régions ou l'anesthésie locale doit
étre administré (Figure 4). Effectuer des injections par la Lignocaine. La dose totale ne doit
pas dépasser 10 mg / kg de Lignocaine, par exemple pour un mouton de 50 kg ne doit pas

dépasser 25 ml ; attendre 3 minutes jusqu'a ce que 1'anesthésie prenne effet [18].

Figure 4. Photographie des points d’anesthésie en « L » inversé [98].

B. Bloc nerveux

Localiser les extrémités des processus vertébraux transversaux L1, L2 et L4
(Lombaire). Clip et frotter la peau sur ces points de repere. En utilisant une aiguille
hypodermique de 1 pouce et demi injecté 2 ml de Lignocaineaspirée a 2% avant chaque
injection pour éviter une administration intraveineuse. L'administration réussie causera une
anesthésie de la peau et des couches musculaires en environ 10 minutes et durera pendant la

procédure courte [18].

14
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I1.3.3. Opération chirurgicale

A. Extériorisation du rumen (Jourl)[18]

. Effectuer trois gommages chirurgicaux de la zone clippée 4% chlorhexidine
gommage chirurgical suivi de 70% éthanol. Frotter une zone a partir du site d'incision et de
travailler dans un mouvement en spirale progressivement vers les marges de la zone rasée.

. Laver les mains; porter des gants stériles et des vétements de protection
désignés.Ne touchez pas les surfaces ou objets non stériles.

. Confirmer que le niveau d'anesthésie locale est adéquat.

. Faire une incision cutanée initiale avec une cicatrice stérile: faire une incision

antéropostérieure de 4 a 5 cm de long sur le site de la fistule prothétique(Figure 5)

Figure 5. Photographie des deux régions d’incision [98].
1°" : pour I’entré au rumen ; 2°" : pour placé la fistule.

. L'incision doit étre de 6 a 7 cm de la derniere cote et de 5 a 6 cm de la colonne
vertébrale, selon la taille de I'animal utilisé.

. Utiliser principalement la technique de dissection émoussée pour pénétrer dans
les couches internes du muscle abdominal.

. Saisir le péritoneum avec une pince a dents de rats, une tente et un ange.

. Localiser le rumen et maintenir avec la pince a tissu Allis. Il faut faire attention
a ce stade pour s'assurer que c'est en fait le rumen qui a été localisé. Ceci est mieux fait en
manipulant le rumen entre un pouce ganté et index, de sentir les papilles. Une deuxiéme

personne est utilisée pour confirmer ceci avant de précéder.
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Environ 3 cm de la paroi du rumen doivent étre exposés. Fixer la pince sur la partie
retirée du rumen.La pince est serréepour occlure l'approvisionnement en sang a la partie

extériorisée du rumen [18] (Figure 6).

Figure 6.Photographie de 1’extériorisation du rumen [98].
B. L'évacuation et l'insertion de la canule (jour 9-15) [18]

Observer les moutons au moins deux fois par jour afin de préempter le temps
d'éboulement. La taille de la fistule diminue rapidement a la suite de l'effondrement, ce qui

pourrait rendre 1'insertion difficile.

Figure 7. Photographie de I’insertion de la canule[98].
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Il est habituellement nécessaire d'étirer le diametre de la fistule avant que la canule
puisse étre insérée. Cela peut étre fait en insérant d'abord le doigt d'un gant en caoutchouc et
en insérant progressivement des tiges solides en forme de crayon dans le doigt de gant. Une

alternative consiste a insérer progressivement l'outil conique.

Si I'ouverture de la fistule n'est pas assez large, étirer doucement en insérant untendeur
en plastique dans la fistule. Cela peut prendre un peu de temps; si elle dure plus de 30
minutes, il est recommandé d'administrer l'anesthésie local a I'animal comme décrit
précédemment. Si la fistule a rétréci au-dessous de 1,5 cm de diametre, 1'anesthésie locale

facilitera le processus pour les moutons et 1'opérateur.

. Tournez la canule a l'envers (figure 8A). Appliquez un mince revétement
d'obstétrique lubrifiante sur la bride interne et externe de la canule et autour de la fistule.

. Fixer la canule, introduire la bride interne de la canule dans la fistule et la
déplier a l'intérieur du rumen (figure 8B).

. Glissez un anneau de la canule du péritoine sur la canule.

. Insérer un bouchon de caoutchouc de taille appropriée pour sceller 1'ouverture
de la canule.

. Administrer flunixine 1,1 mg.kg immédiatement apres l'insertion de la canule

pour soulager toute douleur et 1'inconfort[18].
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Figure 8. Les canules d’insertion [18].
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C. Nettoyage et ensuite insertion de la canule (9-10 jours apres insertion de la canule

primaire) [18].

* En retenant doucement 1'animal; enlever la canule en coupant longitudinalement et en
pliant et en retirant doucement du rumen.
* Vérifier la fistule et éliminer tout tissu nécrotique autour du site de chirurgie.

* Insérer une nouvelle canule (plier et lubrifier comme décrit précédemment).
I1.3.4. Surveillance et soins post opératoires [18]

. Apres la chirurgie, retourner les animaux a des petits enclos individuels dans
une maison d'animaux permettre a I'eau d'acces et du foin pour stimuler la fonction du rumen.
Maintenir sous observation étroite pendant plusieurs heures apres la chirurgie initiale et apres
l'insertion de la canule.

. Evaluer quotidiennement le site d'incision pour détecter des signes d'enflure, de
saignement, d'irritation ou d'infection.

. Nettoyer et surveiller le site chirurgical de I'infection et s'habiller avec créme
antiseptique ou un onguent, comme la créme antiseptique Salvon si nécessaire. Administrer la
flunixine a 1,1 mg / kg pour gérer les températures élevées et appliquer une poudre
antibiotique topique (par exemple la poudre de Tricine) ou un antibiotique systémique
(oxytétracycline 20 mg / kg répéter au bout de 2 jours si nécessaire).

. Surveiller 1'apport alimentaire et la température corporelle au moins une fois
par jour.

. Tout animal qui ne boit pas, ne mange pas ou ne manifeste pas de
comportement anormal 24 heures apres la chirurgie doit étre inspecté par un vétérinaire et
prendre les mesures appropriées.

. Nettoyer le site chirurgical et le bord extérieur de la canule chaque semaine
avec une solution antiseptique.

. Appliquer un produit chimique de prévention des mouches, par exemple CLIK,
afin de minimiser l'activité de la mouche autour de la canule. Documenter les activités post-
opératoires dans les dossiers médicaux des animaux. La période de protection apres

l'application sera de 16 a 24 heures.
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I1.3.5. Soins de longue durée[18]

. Observer la présence et l'ajustement de la canule quotidiennement. Si une
canule sort accidentellement, réinsérer immédiatement pour réduire le risque de
déshydratation. En cas de fuite excessive, nettoyer a l'eau tiede.

. Surveiller et maintenir les moutons selon ACS : Animal Care Service.

. Retirer la canule au moins une fois par an. Profitez de cette occasion pour
examiner visuellement la surface interne du rumen. Rincez la canule et le gommage a 1'eau
tiede avant réinsertion, si un détergent a été utilisé pour nettoyer la canule, assurez-vous qu'il
est rincé completement avant la réinsertion de la canule. Remplacez la canule si elle a perdu
sa souplesse ou si elle est craquée.

. Appliquer un produit de prévention de la mouche, par exemple CLIK, afin de
minimiser l'activit¢ de la mouche autour de la canule. La période de protection apres

l'application sera de 16 a 24 heures.
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II. La flore ruminal

La flore ruminal constitue 1’une des particularités de la digestion des ruminants, sa
composition varie en fonction des changements des conditions d’environnement pour cette
raison celle-ci varie selon les espéces des ruminants mais encore de 1’age. Une véritable
symbiose existe entre le ruminant et sa flore ruminal, les flores microbiennes autorisent la
digestion de la cellulose et I’apport de protéine d’origine microbienne. Cette symbiose est un
équilibre fragile qui peut si I’écosystéme ruminalest perturbé se déplacer vers la production de
substances toxiques [34]. La microflore ruminal est constituée de bactéries (1010—1011
cellules/g), de bactériophages (107—109 particules / g), de protozoaires (10*-10° cellules / 2),

de champignons (10%-10* cellules / g) et d'archées méthanogéniques (10°-10" cellules / g)

[66].

Certaines des bactéries, des protozoaires et des champignons possedent les enzymes
nécessaires pour hydrolyser les liaisons entre les résidus de glucides structuraux des plantes

en sucres [41].
II1.1. Les bactéries

Les bactéries constituent environ la moitié des organismes vivants, mais font plus de la
moitié du travail digestif du rumen. Ils sont classés dans les digesteurs de fibres, les digesteurs
d'amidon, de sucre, et de lactate a l'aide des bactéries utilisant I'hydrogene. Ils coopérent

ensemble et se croisent[32].

Le rumen contient plus de 60 especes de bactéries, elles composent environ la moitié
de la masse des microorganismes du rumen. La digestion des glucides alimentaires s'effectue
en deux étapes; les osides (glucides complexes) sont d'abord dégradés en oses (glucides
simples) puis les oses sont utilisés (fermentés) par les microorganismes. Les bactéries du
rumen sont classifiées parfois selon le type de substrat qu'elles hydrolysent, on peut parler de
bactéries cellulolytiques, amylolytiques, dextrinolytiques et saccharolytiques. L'hydrolyse
des osides produit principalement du glucose, du fructose, de I’xylose et des acides uroniques

(provenant des pectines et des hémicelluloses) qui sont convertis en xylose [39].

Des études détaillées sur la croissance et le métabolisme de toute espéce de bactéries
isolées du rumen pourraient €tre bénéfiques aux connaissances de base en bactériologie, il est
évident qu'en essayant d'appliquer cette connaissance a la fermentation ruminal, les especes

étudiées devraient étre celles fonctionnelles dans le rumen. Il est plutdt de savoir que de
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nombreuses especes de bactéries présentes dans le rumen ne sont pas fonctionnelles, mais

sont simplement passagers occasionnels apportés avec la nourriture [23].

Les bactéries sont les plus responsables de la majorité des activités de fermentation
dans rumen. Les bactéries ruminales jouent un role dans la biotransformation des complexes

de polysaccharides en sucre simple, qui sont fermenté en acide gras volatile [52].

De nombreuses especes de bactéries anaérobies facultatives ont été isolées du rumen,
mais dans de nombreux cas peu de preuves ont été présentées pour indiquer que ces bactéries
étaient importantes, comprennent les membres des genres Flavobacterium, Pseudomonas,

Proteus et Micrococcus [22].

La colonisation du tractus digestif des ruminants par les bactéries est rapide. Des le
premier jour, les premieres bactéries s'installent : Escherichia coli et des Streptocoques, alors
que les bactéries cellulolytiques apparaissent au 4éme jour chez 75% des jeunes des
ruminants. Celles-ci peuvent étre regroupées selon le type de substrat rassemblant attaqué
dans le rumen. Les substrats fermentés par les especes bactériennes ruminales étant

multiples.(Tableau I)[2].

Les produits de fermentation doivent €tre compatibles avec ceux présents dans le
rumen ou y €tre métabolisés. Cependant, les espéces de bactéries du rumen, produisent in
vitro de grandes quantités d'éthanol, qui ne semble pas €tre présent ou métabolisé dans le
rumen dans les conditions habituelles. La production d'éthanol par ces cultures pures est
probablement due a l'environnement artificiel et une étude des facteurs affectant sa production
pourrait conduire a une nouvelle connaissance des interactions qui se produisent dans le
rumen. Les caractéristiques culturelles telles que le pH, la température de croissance de la
culture pure ainsi que les besoins nutritionnels doivent étre compatibles avec 1'environnement
présent dans le rumen. En outre, le rumen peut contenir des substances qui inhibent la

croissance d'especes qui pourraient autrement fonctionner [22].
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Tableau I. Caractéristique de quelques bactéries du rumen [2].

| ‘Espéce |Gram|Morpho [ HG+C] Produits: majeurs et mineurs I Tipe
Provatelz uminicata || - Baton {49501 Acstale: succinate (Formate propicnate. ischutyrale bufyrale. | Hémivelluose:
_ isnviérale, lactate) Larotéines
Ruminabaciet | Bdwn [4p42 Foeniate, acéfate. succinate (lactale) Anicion
ambits |
Ehmbacter | - || Bdmw [4740 Acetale. succinate (formale, propronate, isovolevale) Cefidose
Setenomanas - | Croissant [ 5¢ Loclate. proproniaie, acétate, Hy Cog Predéines
| - SUTEs
Butyritvio Fbnsoivens | - ||| Babn {3641 Formete, butyrate. acéfals, Ha. Cos Répandue
_ cellufolyiique:
| “courbe: | {Lattate: succinate)
|n.mﬁm-'iomn¢m | = || Bdion ] ] Propionate. spccinats, sedlate Hy Col flactale) ] Liidos
Vb fpkneda) - || Vibga || 247 Succinate Hy, Ty Baisse Hy
“SHCNOJENES I
“Srerinivhio I = Vition Aretals sucoinats (Fomate, feclate) Dextrmes
dexfinpsalvens
| Treporemaboani | - || Hele 13537) Formate, acéfate, suctinate | Siees
Velanella parvda’ || - ||| - Cogue. | 3841 - Acelate, propRanate. H; (Lachate) Lacfale
Sucinomonas | - ||| Cogieou Succiate (acélate, proponats) Ainidoia
| RUMMOCoccos #bis | 4 || Cogus ]Ez-f&{ Acélate: athanal o, {formate faciate) ] Callidose
Ruiminooostus + ([ Cope 3544 Apétale. sucinfe Hs (forndle: Bofale) Coligsée
raviaciens I
| Stepococcusboris | + | coge {373 ‘Lactale, Coy (formate, avatals: Atfuanal) | Amign
|[Lactnsspia mistparss | + [ Béfon Formate, acstale, lactate, Hy | Pedine
Eubactztum + Baton Fommats, bulyrate. fsctate, Coy Wylanes, supees
i - i B B
_ {suecinate éthandl]
| Lacobaciloswmins | + | Bdn j4447] Lactala Sores
Methanamicrobivm 5o 45 CH; fornyaie
Hethanobacler | ' M CHy Formals
Methansbacienum 41 CHy Formiate
ol

Les bactéries travaillent ensemble. Certains nécessitent des facteurs de croissance, tels
que les vitamines B, qui sont fabriqués par d'autres. Certaines bactéries aident a nettoyer le
rumen des produits finis des autres, comme les ions hydrogene, qui pourraient s'accumuler et

devenir toxiques pour d'autres organismes. C'est ce qu'on appelle I'alimentation croisée [32].
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III.1.1. Les bactéries cellulolytiques

Les bactéries cellulolytiquesou (digestives) sont des bactéries dont leur membranes ont
la capacité de dégrader la cellulose qui sont partager de nombreuses genres bactériens
appartient principalement aux Firmicutes, Bacteroidetes et aux Actinobacteriadont le genre
Cellulomonas, Clostridium, Bacteriodes, Bacillus, Fibrobacter, Cytophaga, Provetalla,

Butyrivibrio, Eubacterium, Ruminococcus[50].

Mais d’un point de vue fonctionnel, elles peuvent étre divisées en trois groupes : les
bactéries anaérobies dont la grande partie est procheClostridiumet également Ruminococcus,
Fibrobacter et Butyrivibrio, et les bactéries cellulolytiques aérobiea enzyme extracellulaires

appartenant au groupe des Gram positif qui comprend Cellulomonas[51].

Les digesteurs de fibre sont quelques unes des bactéries dans le rumen. Ils sont tres
sensibles a l'acide. Lorsqu'unruminant présente une acidose (pH <6,0), le rumen produit une
proportion plus faible d'acétate en propionate parce que les digesteurs de fibres qui produisent
principalement de 1'acétate ne fonctionnent pas bien. En outre, des niveaux élevés de matieres
grasses disponibles dans le rumen (généralement plus de 5% de l'alimentation) réduisent la
croissance des digesteurs de fibres. La raison exacte de l'effet négatif de la graisse sur les
digesteurs de fibres est inconnue. Certains pensent qu'il réduit la capacit¢é du microbe a
déplacer les éléments nutritifs dans et hors de son corps. D'autres pensent que les couches de
graisse fibre de particules rendant difficile pour les microbes de digestion de la fibre d'entrer
dans faire leur travail. On distingue comme especes bactériennes: Ruminococcus flavefacians,

Ruminococcus albus, Bacteriodes succinogenes, Butyrivibrio fibrisolvens [32].

L'amidon et les digesteurs de sucre constituent une partie importante de la population
bactérienne du rumen. Des amidons et des digesteurs de sucre sont toujours présents, se
nourrissant par croisement des sous-produits des digesteurs de fibres.On distingue:
Bacteriodes ruminocola, Bacteriodes amylophilus, Selenomonas ruminantium,Streptococcus

bovis, Succinomonas amylolytica[32].

Streptococcus bovis, "La mauvaise herbe de Rumen" n'est présent que lorsque de
grandes quantités d'amidon ou de sucres sont nourris et que le pH est faible. Il produit de
l'acide lactique, un acide plus fort que beaucoup d'autres produits dans le rumen. Lorsque les

conditions sont favorables pour Streptococcus bovis, il se développera de facon explosive
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(doublant toutes les 13 minutes). Ce type de croissance produit l'acidose du rumen.

Streptococcus bovis est controlé par les ionophores[32].

Les bactéries cellulolytiques sont trouvés dans le rumen sous deux formes : des
bacilles (parmi lesquelles sont majoritairement isolées  Fibrobacter succinogenes et
Butyrivibrio fibrisolvens) et des coques (représentés par Ruminococcus flavefaciens et

Ruminococcus albus).
II1.1.2. Les bactéries amylolytiques

Certain nombre des bactéries cellulolytiques ruminales sont également
amylolytiques (comme certaines souches de F. succinogenes, et la plupart des souches de B.
fibrisolvens). Les especes non cellulolytiques —  Streptococcus bovis, Ruminobacter
amylophilus, Prevotella ruminicola, Succinimonas amylolytica et Selenomonas ruminantium

comprennent de nombreuses souches dégradant I’amidon [53].

D’autres espéces bactériennes sont capables de dégrader 1’amidon, notamment
Ruminobacter amylophilus, Succinomonas amylolytica, Selenomonas ruminantium ou

encore Prevotella ruminicola [53].
I11.1.3. Les bactéries a base de lactate

Certaines bactéries, telles que Streptococcus bovis, produisent un acide fort appelé
acide lactique. Megasphaera elsdenii utilise de I'acide lactique pour se développer. Cela aide
a nettoyer le rumen un peu et augmenter le pH du rumen, aidant a la croissance de la fibre

digesteurs intolérants a I'acide[33].

On a suivi la croissance et le métabolisme des bactéries amylolytiques du rumen
Streptococcus bovis, Butyrivibrio fibrisolvens et Bacteroides ruminocola, cultivées dans des
cultures pures et Co-cultures avec les bactéries lactilytiques du rumen Megasphera elsdenii et
Veillonellae alcalescens. L'interaction des bactéries amylolytiques avec V. alcalescens
représente une chaine alimentaire simple. L'interaction avec M. elsdenii est plus complexe,
puisqu'il existe une concurrence simultanée pour les produits de la dégradation de I'amidon

[35].
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III.2. Les méthanogenes

Les méthanogeénes sont les seuls microorganismes connus capables de produire du
méthane, ce qui les rend intéressants lorsqu'ils étudient les stratégies de réduction du méthane.
Un certain nombre d'expériences ont €té menées pour étudier la population de méthanogene
dans le rumen des bovins et des moutons. Les espéces de méthanogéne du rumen différent

selon le régime alimentaire et la localisation géographique de I'hote[33].

Ils sont des membres du domaine des Archaea ; ils s’agit des bactéries anaérobies
strictes, représentent environ 4% de microorganismes du rumen. Quelques espéces de
méthanogenes ont été isolées du rumen ; difficile a isolée en culture pure qui nécessitent un
potentiel d’oxydoréduction de I’ordre de =350mv et sont tres sensible a ’acide parmi ces
especes il ya :Methanobacterium ruminantium qui est la principale bactérie qui produit le
méthane a partir du formate et d’hydrogeéne. Methanobacterium formicium et
Methanobacterium sohnigeii qui utilisent 1’acétate le propionate et le butyrate comme

substrats [2].
II1.3. Les Protozoaires

Les protozoaires sont des organismes eucaryotes cellulaires. On distingue 02 types
dans le rumen : les flagellés et les ciliés. Les ciliés représentent prés de la moitié de la

biomasse microbienne et leur concentration varie de 10% a 10° cellules /ml [48].

Les ciliées appartiennent a deux groupes les Holotriches et les Entodiniomorphes,
parmi les premiers on distingue les genres : Isotricha et Dasytricha (famille des Isotrichidae),
mais pour les Entodiniomorphes ont distingués les genres: Entodinium, Diplodinium,

Epidinium, Ophryoscox, Polyplastron et Eudiplodinium qui sont les plus fréquents [65].

Les protozoaires ne sont pas indispensables a la digestion mais leur présence

améliorent la digestibilité, uniformisent la fermentation entre les repas[2].

Jusqu'a 50% de la masse microbienne dans le rumen peut étre constituée de
protozoaires. Ils sont en fait prédateurs des bactéries dans le rumen ils mangent les bactéries

pour le diner. Les protozoaires sont environ 40 fois plus gros que les bactéries du rumen.

Les protozoaires du rumen produisent des produits finals de fermentation semblables a

ceux produits par les bactéries, en particulier l'acétate, le butyrate et 'hydrogene.
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Les bactéries du méthane du rumen se fixent et vivent a la surface des protozoaires du

rumen pour un acces immédiat a I'hydrogene.

Ces protozoaires mangent de grandes quantités d'amidon a un moment et peut le
stocker dans leur corps. Cela peut aider a ralentir la production d'acides qui réduisent le pH du

rumen, profitant au rumen.

Les protozoaires du rumen se multiplient trés lentement dans le rumen plus de 15-24
heures par opposition aux bactéries qui peuvent prendre aussi peu que 13 minutes pour se
multiplier. Pour cette raison, les protozoaires du rumen se cachent dans le tapis de fibre plus
lent du rumen, de sorte qu'ils ne sont pas lavés avant d'avoir une chance de se multiplier. Les
régimes a faible teneur en matieres grasses réduisent la rétention de fibres dans le rumen et

peuvent diminuer le nombre de protozoaires dans le rumen [32].

Des divers parametres ruminiques chez les animaux faunes, indique que
I'environnement ruminal peut étre fortement altéré par la présence de, ces changements de
I'écosystétme ruminal auront un effet sur les activités bactériennes. La présence de
protozoaires dans le rumen a été montrée pour influencer le volume du rumen et le temps de
rétention de la concentration et la proportion des acides gras volatils, les niveaux des autres
métabolites acides et ammoniacs le pH de l'environnement et le nombre et le type des

bactéries ruminales[26].

Une des premicres études sur le role des protozoaires a été celle de (Becker et al.
1929), qui a échoué chez les animaux adultes et n'a pas trouvé de différence dans le taux de
digestion de la cellulose. A cette époque, il y avait aussi un certain nombre d'enquétes sur les
ciliés du rumen et (Margolin 1930 et Westphal 1934) ont conclu que les protozoaires ne
digerent pas la cellulose, alors que (Treéves 1926 et Hungate 1924 1943) avaient des preuves

que les ciliés produisaient de la cellulase [26].

D'abord décrit en 1843, les protozoaires du rumen avec leur aspect frappant ont été
supposés importants pour le bien-&tre de leur hote. Cependant, en dépit de contribuer jusqu'a
50% de la biomasse dans le rumen, le réle des protozoaires dans I'écosystéme microbien du
rumen reste incertain. L'élimination des protozoaires ciliés augmente l'apport en protéines
microbiennes jusqu'a 30% et réduit la production de méthane jusqu'a 11%. Des récentes

découvertes suggerent que les protozoaires holotriches jouent un réle disproportionné dans le
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soutien de la méthanogenése tandis que les petits Entodinium sont responsables d'une grande

partie du renouvellement des protéines bactériennes [37].

Dés leur premiere découverte par Gruby et Delafond (1843), les études sur les
protozoaires du rumen se sont appuyées sur l'identification morphologique par microscopie
optique. Il n'existe actuellement aucune collection de cultures de ciliés du rumen, donc les

chercheurs doivent utiliser des photomicrographies pour l'identification [67].

Comme les autres ciliés, les protozoaires du rumen contiennent deux types de noyaux:
un micronoyau et un macronoyau. Le micronoyau posséde des chromosomes clairement
visibles, est diploide et ne synthétise qu'une trace d'’ARN. Le macronoyau ne contient pas de
chromosomes discernables, a plusieurs fois la quantité diploide d'ADN, se divise
amitotiquement et fournit pratiquement tout ' ARN nécessaire a la vie végétative de la cellule
[68]. Dans les ciliés du rumen, alors que les petits protozoaires tels que Entodinium, ont
tendance a étre sous-représentés, les protozoaires plus grands tels que Epidinium ou

Polyplastron ont tendance a étre surreprésentés par une approche pyrosequencing comparé a

I'énumération microscopique [69].

Bien que ces protozoaires constituent une grande partie de la biomasse du rumen, leur
role dans la fermentation du rumen et leur contribution au métabolisme et a la nutrition de
I'hdte constituent encore un domaine de controverse considérable [70]. Les protozoaires du
rumen ne sont pas indispensables a la survie de l'animal et la défaisance (€limination des
protozoaires du rumen a l'aide d'une grande variété de produits chimiques et de techniques
physiques) et d'animaux sans protozoaires a été utilisée pour étudier le réle des protozoaires

ciliés dans la fonction du rumen ont été affectés par des interventions alimentaires [70].

La plupart des études ont été réalisées a l'aide de moutons (87%), tandis que le reste a
utilisé du bétail (13%). La production de méthane a été mesurée dans des chambres (75% en
chambres ouvertes ou calorimetres respiratoires) ou avec la méthode des traceurs SF6

(hexafluorure de soufre) [28].

I1.4. Les champignons

Les champignons habitent le rumen et dégradent activement les parois des cellules
végétales. Les champignons du rumen produisent des niveaux élevés de cellulases et d'hémi
cellulases et sont particulierement performants dans la production de xylanases. Ces enzymes

sont régulées par le substrat (en particulier les sucres solubles) disponible pour les
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organismes. Les champignons dégradent les parois végétales non identifiées (c'est-a-dire sans
réaction histochimique pour les phénoliques), ce qui indique que les enzymes sont capables
d'hydrolyser ou de solubiliser toute la paroi de la plante. Ces organismes sont mieux en
mesure de coloniser et de dégrader les tissus contenant de la lignine que les bactéries
phénoliques soientsolubilisées mais ne sont pas métabolisés a partir de la paroi de la plante
par des champignons. Les champignons anaérobies sont uniques parmi les microorganismes
du rumen car ils pénétrent dans la cuticule. D'autres données suggerent que les champignons
sont inhibés par certains micro-organismes du rumen. L'interaction des champignons du
rumen avec d'autres organismes en relation avec la dégradation des fibres dans le rumen

nécessite une étude supplémentaire [29].

Depuis que les champignons du rumen ont été découverts dans le rumen d'un mouton
il ya plus de deux décennies, ils ont été rapportés dans une large gamme d'herbivores nourris
avec des régimes riches en fibres. La colonisation et la dégradation étendues des tissus
végétaux fibreux par les champignons suggerent qu'ils ont un role dans la digestion des fibres.
Tous les champignons du rumen étudiés jusqu'a présent sont fibrolytiques. Ils produisent une
gamme d'enzymes hydrolytiques, qui comprennent les cellulases, les hémicellulases, les
pectinases et les estérases d'acide phénolique, pour leur permettre d'envahir et de dégrader les
tissus végétaux lignocellulosiques. Bien que les champignons du rumen ne semblent pas étre
essentiels a la fonction générale du rumen, puisqu'ils peuvent étre absents chez les animaux

nourris avec des régimes faibles en fibres [30].

Des champignons chytridiomycetes anaérobies se retrouvent dans les tractus gastro-
intestinaux des moutons, des bovins et des chevres ainsi que dans de nombreux autres

ruminants domestiques et non ruminants [31].

La consommation de paturages matures ou de régimes composés en grande partie de
foin ou de paille ainsi que la production d'enzymes hautement actives dégradant les fibres
conduit a penser que les champignons anaérobies peuvent avoir un role important a jouer dans

l'assimilation des aliments fibreux par les ruminants [31].

De leur biologie et de leur métabolisme inhabituels, la majeure partie des recherches
ultérieures a mis en évidence le potentiel biotechnologique de leurs cellulases, xylanases et
estérases phénoliques. Des populations de champignons dans le rumen et les facteurs

alimentaires qui les influencent [31].
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Tableau II. Les principales especes des champignons isolées du tube digestif des

ruminants[2].
Type dethalle | Nombre des (enre Origine Référence
flagelles sur [a ‘
200spore Espece
Monocentrique avec #A Neocallmastix frantalis Neocalimastix |Rumen Rumen Rumen — |Orpin (1975) Orpin et
rhizoides patriciarum Neocallmatix harleyensis Munn(1986) Web ef
flamentauy Rumen Cagcum de cheval - | Theodoron(1991)
Piromyces communis Piromyces mae | Caecum d'slephant Feces
Piromyces dumbonica Promyces | dane Orpin (1977) Li et al (1990) Li
hizinflata etal (1990) Breton et
(1991)
Monocentrique avec g Caecomycas communis Caecomyces |Rumen Caecum de cheval | Orpin (1976) Gold et al
rhizoid bulbeux Bqui (1986)
Polycentrique »4 Orinomyces joyoni Orpinomyces bovis| Rumen Rumen Breton et al (1989) Barr et al
(1989)
»4 Anagromyces micronatus Rumen Rumen
Ruminomyees elegans Breton etal (1990) Ho et &l
(1990)

II1.5. Les virus

125 types morphologiques de bactériophages ont été observés dans le rumen. Leur rdle
parmi la population microbienne n’est pas bien connu. Bien qu’ils lysent Streptocoques bovis

et Bifidobactéruim thermophilus in vitro[2].
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IV. La méthanogenese
IV.1. Le méthane

Le méthane est un puissant gaz a effet de serre malgré sa faible durée de vie dans
I’atmosphere il a une influence forte sur le climat et son évolution. Les sources de méthane
sont nombreuses et variées. Elles sont parfois naturelles parfois d’origine humaine avec de
forte nombreuses interactions entre les deux. La compréhension du fonctionnement de ces
sources et I’analyse de I’effet du méthane sur le climat mobilise des compétences scientifiques

et technologiques extrémement nombreuses [71].

Son potentiel de réchauffement global est de 21, c’est-a-dire qu’il a un impact sur

I’effet de serre environ 21 fois plus puissant que le dioxyde de carbone [38].

Le réle du méthane dans le processus de réchauffement de la planéte et évalue la
contribution au méthane atmosphérique des gaz d'origine digestive issus principalement des
ruminants. Le méthane ruminal représente environ 90 % de l'ensemble des fermentations
digestives. L'acétate et le butyrate favorisent la production de méthane tandis que la formation
de propionate constitue une voie alternative d'utilisation de 1'hydrogéne dans le rumen. Les
différentes possibilités offertes actuellement pour diminuer les émissions de méthane sont

analysées, a la fois en terme de réduction par animal et par unité de produit animal [40].

Chez les ruminants, le méthane produit au cours des fermentations digestives est rejeté par
éructation dans 1’atmosphere ce qui représente a la fois une perte sur la quantité d’énergie

fixée par les animaux d’élevage et une contribution a I’effet de serre [42].
IV.2. Différentes origines de la méthanogeénes
IV.2.1. Définition

La méthanogenese est la production biologique du méthane, qui est a l'origine de trois
voies principales: réduction du dioxyde de carbone, fermentation de 1'acétate et dismutation
du méthanol ou des méthylamines. Des recherches sur la biochimie des voies ont révélé de
nouvelles enzymes avec des exigences de métaux et de cofacteurs qui ont introduit de

nouveaux principes de biochimie[54].

La méthanogenese biologique est le résultat des microorganismes strictement

anaérobie qui sont ; les Archaea qui se distinguent des bactéries par :
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. Une génétique tres différente.

. La présence dans la paroi cellulaire glycéride éthérique au lieu de glycéride
sous forme d’esters.

. La présence d’une chaine d’enzymes et de cofacteur unique ; assurant la
méthanogenese comme dépdt final d’hydrogeéne gazeux libéré dans des consortia de réducteur
de proton.

. La chaine assure la réduction du CO, en stade successif et dépdt pour son

activité de coenzyme lié a des oligoéléments comme : Ni, Fe, Mo et le Tengstene [2].
IV.2.2. Les origines de la méthanogenese

Les substrats des différentes especes sont 1’acétate, le méthanol, ’hydrogeéne/CO; ; le

formiate, les méthylénes.

On trouve ces organismes dans deux systémes avec des taux de renouvellement tres
différents : le tube digestif et les marais qui ont des temps de rétention de quelques jours et au
moins de quelques semaines respectivement. Les systeémes avec rétention longue permettant
la transformation complete des substances en CO, et en CHy avec transformation
d’intermédiaires qui s’accumulent dans les fermentations du tube digestif (Figure 9). La
stechiométrie générale des fermentations dans les deux systemes est illustrée dans la figure

suivante :

Mlamére organdoue -»
Saccharides, Provémmes, Lipades. ..
|

Micro-orgarmisnnes
hpypdrolptigoues et fermmantaires et

Hydrolyse

TE Acidogeaengse

Alcools

455 Acides organdgques =05
saud Acétare

AcdEtogieliese

Acdtogdne

iz, 0 ™ Acécate
23%\ Méthanogdne /?2%

Hydrogémotropfre Acétotrophes

Meéthanogemésea
Ha, OO0 .|

Figure 9. Schéma de la chaine trophique de la méthanogenése et ses différentes étapes[2].
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IV.3. Les microorganismes producteurs du méthane

Le CHgest formé dans le rumenquand 1’hydrogeéne (H,), libéré par lesmicroorganismes
fermentaires  (bactéries, champignons et protozoaires), estutilis¢é par d’autres
microorganismes,les Archaea méthanogenes, dans laréduction du dioxyde de carbone(CO»).

En tant qu’uniques producteurs de CH4 [56].

Ils font tous partie du domaine des Archaea, phylum Euryarcheotaet son organisés en
5 ordres : Méthanobacteriales, Méthanococcales, Méthanomicrobiales, Méthanosarcinales ;

Metyhanopyrales, regroupent 10 familles et 31 genres [44].

La méthanogeneése chez les ruminants a des conséquences environnementales
importantes. Les méthanogeénes tels que :Methanomicrobiummobile, Methanobacterium
Sformicicum, M. bryantii, Methanobrevibacteruminantium, M. smithi, Methanosarcina barkeri
et les mazai ont été isolés du rumen par des méthodes culturelles. Cependant, les méthodes
moléculaires révelent une diversité génétique considérable de méthanogeénes dans le rumen,
méme a l'intérieur des mémes especes de ruminants. Certains des méthanogenes sont non

cultivables[45].
IV 4. Le génome méthanogene

Les premicres études menées sur les genes individuelles des microorganismes du
rumen étaient basées sur la détection de genes provenant des bibliotheques d’ADN
génomique via des criblages fonctionnels ou plus récemment via amplification par PCR des

geénes d’intérét et de leurs homologues[55].

Le séquencage du génome entier facilite la compréhension de la physiologie des
méthanogenes. Aujourd’hui les génomes de 18 especes cultivés ont été séquencés et leurs
taille varie de 1.6 Mpd jusqu’a 5.8 Mpd. Les especes du genre Methanosarcina posseédent les
plus grands génomes a cause de leur métabolisme assez versatiles (Tableau III). Le génome
d’une espece non cultivés du groupe RC 1 a été reconstruit et a révélé des geénes rares chez les
méthanogenes, qui codent pour des enzymes impliqués dans la détoxication de 1’oxygene, le

métabolisme des hydrates de carbone et la sulfato réduction [44].
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Tableau III. Substrats et habitats typiques des Archaea méthanogenes[44].
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Les analyses phylogéniques ont mis en évidence 31 protéines exclusivement présentes
chez pratiquement tous les méthanogenes, ainsi que les 10 protéines restreintes a quelques

especes de méthanogene [44].

Les enzymes impliquées dans la méthanogeneése sont codés par des genes pour
certains, exclusivement présents chez les Archaea méthanogenes. Seuls les méthanogenes
possedent la quasi-totalité des protéines impliquées dans la méthanogenése et la syntheése des

Co enzymes [44].

Chez les procaryotes en général, les protéines impliquées dans la syntheése des

coenzymes sont plus largement distribués que celles réalisant la méthanogenese [72].

Le rrs est devenue le marqueur phylogénétique par excellence avec une vaste
couverture de séquences comprenant tous les phylums connue a partir desquels on peut tirer

des conclusions sur la classification des nouvelles séquences [73].

Un gene particulier, le mcr A, a recu beaucoup d’attention ces derniéres années étant
identifié€ en tant que marqueur moléculaire de la communauté méthanogéne au méme niveau

que le rrs [44].

Plusieurs groupes ont signalé la surveillance de populations de méthanogenes a partir

d'échantillons environnementaux par le biais du ciblage du gene ribosomique 16S[74].

Bien que les chercheurs aient traditionnellement utilisé le géne 16S de I'ARNr pour la
diversité phylogénétique, de nombreuses recherches se penchent maintenant sur la diversité
des Archaea méthanogéniques en étudiant la divergence des séquences au sein du gene de la

sous-unité A de la réductase méthyl-coenzyme M [74].
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V. Stratégies de réduction de méthane ruminal
V.1. L’utilisation des antibiotiques

Des stratégies de réduction du méthane qui ont été étudiées sont la défaisance et les
vaccins. Ces méthodes d'atténuation visent directement ou indirectement la population

méthanogene du rumen, ce qui se traduit par des degrés variables d'efficacité [33].

Les antibiotiques (monensine, lasalocide, salinomycine, avoparcine) ont une action
inhibitrice significative sur les bactéries Gram positif qui produisent des quantités
importantes d’hydrogenes[75]. La sélection microbienne qui en résulte favorise la formation
du propionate et diminue celle du méthane [76]. L’effet inhibiteur des antibiotiques sur la

méthanogenese se maintient habituellement pendant plusieurs mois [77].

La mise en évidence d’une résistance a la Vancomycine : antibiotique utilisé en milieu
hospitalier pour lutter contre des pathogenes résistants aux antibiotiques traditionnels, a été
attribué a ’utilisation abusive de 1’avoparcine comme facteur de croissance en production
animale. Ce constat a conduit les autorités sanitaires de I’Europe a interdire la totalité des
antibiotiques comme additifs alimentaires a partir du premier janvier 2006, ce qui condamne

définitivement 1’ utilisation de ces produits en alimentation animale [57].

Toutes les expérimentations animales ont été approuvées par le comité d'éthique et
d'expérimentation animale. L'antiméthanogeéne est un hydrocarbure aliphatique halogene,
[78]. Le personnel des laboratoires australiens de santé animale (AAHL) a préparé le
complexe anti méthanogene, contenant 10-12% de bromochlorométhane en poids pour toutes
les périodes expérimentales. La formulation de bromochlorométhane, mélangée dans 100 g de
farine de graines de coton (CSM), a également été administrée deux fois par jour, a 08:00 et
16:00 heures chaque jour, dans un alimentateur spécialisé. Les animaux de contrdle ont été
alimentés en CSM, deux fois par jour, sans bromochlorométhane. Tous les bceufs
consommaient constamment le CSM en 1 h.Un apport individuel a été assuré de sorte que 0,5
a 2,0 kg de l'aliment offert restent non consommés apres 24 h. Cinquante jours apres le début
de la période expérimentale et 28 jours apres l'addition du bromochlorométhane a
I'alimentation500 ml de digestum du rumen ont été recueillis avant le premier aliment
quotidien et 4, 8, 12 et 24 h par la suite, rassemblés a partir de cinq sites différents dans le

rumen [43].

35




Chapitre 1. Etude bibliographique [N

V.2. Manipulations biotechnologiques de I’écosysteme microbien ruminal
V.2.1. L’élimination des protozoaires du rumen (la défaunation)

L’élimination des protozoaires du rumen permet a la fois de diminuer la production
d’hydrogene et de supprimer la fraction d’archae méthanogenes fixée a la surface et dans les
cellules des protozoaires ciliés, ce qui explique la baisse de la méthanogenese de 30 a 40 %
généralement observée apres la défaunation du rumen [79]. Cependant, des études récentes
conduites a 'INRA ont montré que I’effet de la défaunation sur la production de méthane
disparait apres une longue période (environ 12 mois selon Ranilla et al., 2004). En outre, la

défaunation améliore la digestion de 1’azote mais diminue celle des parois végétales [57].

Sur un plan pratique, la défaunation peut étre obtenue a 1’aide d’agents chimiques
doués de pouvoir tensio-actif puissant, d’extraits de plantes riches en saponines, ou de
certains acides gras. Il est vraisemblable que les agents chimiques ou les saponines utilisées
pour défauner ne seront pas autorisés compte tenu de leur toxicité potentielle a 1’égard des
animaux et de leur possible transfert dans les produits animaux destinés a la consommation

humaine [57].

Les voies d'approche les plus prometteuses pour réduire la production ruminal de CH4
consisteraient a rechercher de nouveaux produits doués d'activité antiméthanogéniques ou a
favoriser la formation d'accepteurs d'électrons autres que CO, ou le formate, ou a agir dans le
sens d'une réduction de la population de protozoaires. Cette réflexion globale sur la
contribution des ruminants a l'effet de serre doit tenir compte du fait que ces animaux jouent
un role essentiel dans I'équilibre de notre écosysteme en transformant 1'importante biomasse
végétale mondiale en protéines animales (viande et lait principalement) qui constituent la base
de l'alimentation humaine. Cet aspect doit contrebalancer les aspects négatifs liés a la

production de méthane et a ses conséquences [40].

V.2.2. Les agents biologiques

L’effet desprobiotiques sur la production de méthane est difficile a apprécier car les
résultats bibliographiques sont variables. Certains auteurs ont mis en évidence une diminution
de la méthanogenése chez les animaux traités par Aspergillus oryzaepar ou Saccharomyces
cerevisiae ; d’autres que n’ont pas observé d’effet ou ont noté une augmentation de la

production de méthane [80].
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Il faut cependant préciser que peu d’études ont été entreprises jusque-la sur les
probiotiques avec I’objectifs ciblé de réduire la méthanogenese. Leur faible cout, permet
d’envisager leur utilisation dans le cas ou leur efficacité est démontrée. L’ajout des bactéries
acétogenes dans le rumen (Peptostreptococcus productus ATCC 35244) stimule la voie
d’acétogenese réductrice a la condition stricte que les bactéries méthanogeénes aient été
préalablement inhibées par 1’ajout de BES ou de probiotique (bactérie Lactobacillus
plantarum) [81]. Une compétition existe entre les bactéries méthanogenes et acétogenes pour

I’utilisation de 1’hydrogene dans le rumen et les méthanogeénes sont toujours dominantes.

La faible affinité des acétogénes pour I’hydrogéne en comparaison de celle des
méthanogenes d’un part, et leur caractére hétérotrophe qui les incite a utiliser d’autres sources
de carbone que le CO, d’autre part, sont a I’origine de la faible contribution des acétogenes a
la fixation de I’hydrogeéne ruminal. Joblin (1999) a proposé différents moyens susceptibles de
stimuler D’activité des acétogénes qui concurrencerait significativement celle des

méthanogenes [57].

Bien que le rumen soit un milieu fortement anaérobie, des bactéries capables d’oxyder
le méthane ont pu en étre isolées [82]. La part de CH,4 naturellement oxydé dans le rumen ne
représente que 0.2 a 0.5 % du méthane produit et la possibilité de I’augmenter reste faible
[83]. Une bactérie oxydante de méthane, préalablement isolée du tube digestif de porcelet, a
pu réduire la production de méthane dans un rumen artificiel, mais ce résultat n’a pas pu étre
validé in vitro. En outre, cette approche ne présente pas d’intérét au niveau des pertes de

Carbonne et d’énergie pour I’animal puisque le CHy est transformé en CO,[57].

Une technique de vaccination de ruminants contre les méthanogenes a été développer
en Australie au cours des 5 derniéres années. Ella a permis de réduire de 8% la production de
méthane sans effet négatif apparent sur les animaux [84]. Le vaccin ne serait toutefois efficace

que sur une fraction des archae méthanogenes et 1’effet a long terme n’est pas connu [57].

V.3. L’utilisation des additifs chimiques

Les diacides organiques (aspartate, malate ou fumarate) sont des précurseurs potentiels
de succinate et de propionate qui peuvent donc étre utiliser pour diminuer la méthanogenése
lorsqu’ils sont ajoutésa la ration des ruminants [85]. Si I’on admet une efficacité de fixation
de I’hydrogene de 60% par les diacides organiques , il serait nécessaire de supplémenter les

rations avec plus de 2 Kg d’acide pour réduire de 10% la production de méthane chez une
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vache laitiére rejetant 500 litres de méthane par jour [86], ce qui est inapplicable en raison
des conséquences sur le Ph ruminal et du cout de traitement. Différentes solutions sont en
cours d’études pour pallier ce probléme. Récemment (Wallace et al., (2006)) ont étudié 1’effet
d’une encapsulation de I’acide fumarique comparé au lot témoin d’agneaux, le produit
encapsulé distribué a hauteur de 10% de I’'ingéré a entrainé une diminution de 75% de la
production de CHget une augmentation de I’efficacité alimentaire de 20%. Sur le plan
réglementaire, bienque ces acides soient largement employés en alimentation humaine etchez
les animaux monogastriques, leur utilisation comme additif en alimentation des ruminants

devra faire I’objet d’une autorisation délivrée par I’autorité européenne [57].

De nombreux autres additifs chimiques ont été testés comme par exemple les peptides
riches en acides aminés soufrés (thiopeptine, thiopeptide A 10255), les (9,10 anthraquinones,
I’acide 2-bromoethanesulfonique (BES)), les analogues halogénés du méthane (chloroforme,
hydrate de chloral, bromochlorométhane, bromure de méthyléne) ou encore les sulfates et
nitrates. Mais ces différents additifs sont peu prometteurs en termes d’utilisation sur le terrain
pour le moment car leur efficacité in vitro est mal connue, limitée et/ ou transitoire et le risque

de toxicité qu’ils présentent est potentiel ou prouvé[S7].

Les recherches conduites au cours des deux dernieres décennies ont permis de montrer
que certains additifs alimentaires peuvent €tre utilisés pour réduire la méthanogenese ruminal
[87] (Tableau IV). Parmi ces produits, les acides gras ou certains lipides semblent les plus
prometteurs a la fois par leur efficacité et par leur caractére naturel. Ils peuvent remplacer
partiellement les céréales pour accroitre le niveau énergétique de la ration et présentent
I’avantage de ne pas modifier le pH ruminal s’ils sont distribués a un faible niveau ou sous
forme de sels d’acides [88]. En outre, 1’ajout d’acides gras polyinsaturés permet d’améliorer

la valeur santé des produits animaux destinés a la consommation de I’homme [89].

L’inhibition de la méthanogenése dépend de la nature et de la quantité de lipides
ajoutés, les acides gras étant plus efficaces que les triglycérides et les acides gras longs
polyinsaturés, en particulier I’acide linolénique (ALA), étant plus actifs que les acides gras

saturés ou monoinsaturés [42].
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Tableau I'V. Traitements possibles pour diminuer la méthanogenése ruminal [42].

Traitement

Microbes ciblés (mode d'action)

Efficacité (facteurs limitants)

Additifs d’origine chimique

Antibiotiques ionophores
(interdits en Europe depuis le
01/06)

Bactéries Gram+ et archaea

Transitoire

Analogues halogénés de CH4

Archaea

Transitoire ; toxicité

Extraits de plantes, huiles
essentielles

Bactéries, protozoaires, archaea

A démontrer in vivo

Acides aminés soufrés ou
thiopeptide

Accepteurs d'électron

A démontrer in vivo ; colt

Sulfates, nitrates, fumarate,
malate

Accepteurs d'électron

Aléatoire ; colt

Acides gras

Archaea et accepteurs d’électron

Efficacité démontrée

Probiotiques

Levures ou bacteries vivantes

Acétogenes

A demontrer in vivo

Bactéries oxydatives

Oxydation de CH4 en CO2

A démontrer in vivo

Procédés biotechnologigues

Défaunation du rumen

Protozoaires

Transitoire

Bactériocines

Bactéries Gram +, archaea

A démontrer in vivo

Sélection d'animaux CH4-

?

Permanence de l'effet a
démontrer

D’un point de vue pratique, la graine de lin, riche en ALA, déja utilisée dans
I’alimentation des ruminants présente une efficacité antiméthanogéniques démontrée in vivo.
(Machmiiller et al, (2000) ont montré qu’'un ajout de 2,5 % d’huile de lin a la ration
d’agneaux en croissance a diminué leur production de méthane de 10%. La quantité
d’hydrogene utilisée pour réduire les acides gras insaturés n’intervient que de maniere tres

limitée dans la diminution de la syntheése de méthane [90].

Les acides gras saturés a chaine moyenne comme 1’acide laurique et I’acide myristique
présents dans I’huile de coprah ou de palmiste ont des effets négatifs importants sur la

population des Archaea et des protozoaires et donc sur la production de méthane in vitro.

Les lipides ont un effet persistant sur la méthanogenése mais ils peuvent également
avoir une action négative sur la digestion de la matiére organique et plus particulicrement de
la fraction cellulosique de la ration dans le rumen lorsque ceux-ci sont incorporés a des

niveaux importants, ce qui peut constituer un facteur limitant a leur utilisation [90].
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Dans les années 2000, des recherches ont permis de mener des expériences visant a

diminuer la production de gaz a effet de serre en réduisant la méthanogenes bovine [21].

V.4. L’utilisation des extraits de plantes

De nombreux essais sont actuellement conduits dans le monde sur les extraits des
métabolites secondaires des plantes, utilisés comme moyen de manipuler la fonction digestive
des ruminants. Certaines plantes ou extraits de plantes peuvent en effet modifier 1’orientation
des fermentations ruminales par leurs propriétés bactéricide et avoir des effets voisins de ceux
obtenues avec les antibiotiques [91]. Contrairement aux antibiotiques et aux additifs
chimiques, ce type de produit bénéficie d’une bonne image en raison d’une origine naturelle.
Les études sur les extraits végétaux ont été réalisées essentiellement in vitro. Ainsi; les
extraits d’ail de piment de yucca et de cannelle [92]. De rhubarbe et de bourdaine, le sérum de
luzerne obtenu aprés pressage de luzerne fraiche et élimination des protéines par

floculationont provoqué une diminution de la méthanogenese [93].

V.5. La réduction du méthane par I’utilisation des produits nitreux
V.5.1. Les nitrate

L’utilisation des nitrates pour la réduction des émissions du CHy s’aveére étre un moyen
assez efficace en conditions in vitro. En effet, on rapporte des diminutions de I’émission
allantes de 16 a 32 % [94]. En condition normales, les archées méthanogenes du rumen
effectuent une réduction du CO, avec les ions hydrogenes pour former le CHy. Or le nitrate,
qui est aussi une molécule contribuant au recyclage des ions hydrogenes, sera réduit pour
produire de I’ammoniac [95]. Toutefois des précautions doivent étre mise en place puisqu’a
certain niveau de supplémentation en nitrate, des cas de toxicité sont possibles [96]. Lorsque
Jones (1972) a observé une diminution de la production de méthane en réponse au nitrate,
l'effet a été interprété comme une conséquence possible de I'augmentation du potentiel redox
du milieu; Cependant, la plupart des études ultérieures ont considéré que le nitrate était un

autre puits d'hydrogene a la production de méthane [59] (figure 10).
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Figure 10. Fonctionnement du rumen et modifications induites par I'ajout de nitrate dans la

ration [59].
V.5.2. Le 3-nitroxypropanol

Récemment, on rapporte qu’une supplémentation en Le 3-nitroxypropanol réduirait les
émissions de CHy4. Cette molécule, développée par la firme néerlandaise DSM Nutritional
productus), exercerait une activité inhibitrice sur les archées méthanogénes du rumen en
inhibant la méthyl coenzyme M [97]. En effet, au cours d’une expérience, ces auteurs ont noté
des réductions de la production de CHg4, de I’ordre d’une autre étude, lorsque des doses de 40,
60 et 80 mg/kg de 3-nitrooxypropanol étaient intégrées dans la ration, les auteurs ont noté des
diminutions des émissions de CHy de 25, 31 et 32 % respectivement. Toujours selon la
méme étude, on ne notait aucun effet significatif sur la prise alimentaire et la production

laitiére [58].
V.5.3. Les nitrites

Le nitrite peut effectivement réduire la production de méthane par le microbiote
ruminal complexe. L’addition du nitrite augmente la production d’ammoniac dans le rumen ;
il peut remplacer certaines protéines alimentaires, lorsqu’il est combiné avec d’autres produits
chimiques tel que le sulfate; il peut étre une alternative efficace pour atténuer les émissions de

CHy,4 des ovins [94].
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I. L’échantillonnage

Dans notre étude in vitro, le jus de rumen des ovins est utilisé comme inoculum dont
laquelle nos échantillons sont prélevés de 1’abattoir de Khenchela a partir des ovins sacrifiés
a des fins commerciales. Ces ovins appartiennent a la race d’Ouled Djalel (Echriaa, El bidha)

et ont recu un régime alimentaire de foins, choisis aléatoirement d’age et de sexe différents

Le jus de rumen est collecté des ovins abattus le matin a ’abattoir, ensuite filtrer a
travers 4 couches de bande a gaz pour éliminer les débris végétaux, et afin de récupérer une
bonne fraction microbienne dans le liquide ruminal (figure 12), puis passer directement dans
des Thermos préchauffer a 39°C selon la méthode de Nicolie [99] (figure 11), ensuite le
Thermos est hermétiquement fermés et transférer immédiatement aux laboratoire ou le jus

sera utilisé le plus tot possible dans les 2 premiéres heures.

Figure 11. Photographie du Thermos préchauffé a 39°C.
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Figure 12. Photographie de prélévement de jus de rumen.

I1. Etude physicochimique
I1.1. La température

La température du liquide ruminal est mesurée directement aprés prélévement du jus

de rumen (Figure 13) a I’aide d’un thermomeétre de la marque (COCCO).

Figure 13. Photographie de la mesure de la température.
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I1.2. Le pH

Le pH a un réle prédominant dans la sélection des microorganismes du rumen et dans
I’orientation des fermentations [42]. C’est un paramétre habituellement mesuré dans les
¢tudes nutritionnelles, car il a été toujours considéré comme central pour comprendre les

processus de la digestion dans le rumen [43].

Le pH du liquide ruminal est relevé directement apres le prélévement du jus de rumen

a ’aide d’un pH metre (HANNA instrument) portable a électrodes en verre étalonnée avant

I’utilisation (Figure 14).

Figure 14. Photographie du pH meétre.
I1.3. La matiere seche

La matiére seéche est déterminée par dessiccation dans une étuve maintenue a 105°C
pendant 8-12h jusqu’a, ce que le poids devient constant. La différence de poids correspond a

la perte de I’humidité et le résidu caractérise la teneur en matieére seéche dans 1’échantillon.

Une quantité¢ (P;) de 5 a 10gdu liquide ruminal homogénéisé est placée dans des
creusets en porcelaines préalablement séché et tarés (Figurel5). Le tout est placé dans une
é¢tuve maintenue a 105°C pendant 24h jusqu’a poids constant (P;). Aprés 24 heures les
creusets sont mis dans un dessiccateur pendant au moins une demi-heure pour refroidir dans

une atmosphere seche [43].
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Le pourcentage de la matiére séche (MS) est calculé selon I’expression suivante [43] :

% MS = (MS/MF) x100 exprimé en g/100g MF.

MS : la matiére séche est calculée comme suit MS= P,-T
MF : la matiére fraiche, est calculés comme suit MF = P;-T
Ou:

P, : représente le poids (g) du creuset avant séchage (tare +
quantité du liquide ruminal fraiche).

P, : représente le poids (g) du creuset aprés séchage (tare +
résidus).

T : représente le poids (g) du creuset vide (tare)

Figure 15. Photographie du creuset avec le jus de rumen.
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III. Le suivi de I’effet des additifs nitreux sur la flore ruminal
IIL.1. Préparation du milieu de culture (la salive artificielle)

La flore microbienne récupérée pour la recherche est un ensemble des bactéries

anaérobies, pour cela, une salive artificielle sera utilisée comme milieu de culture.

La composition de la salive artificielle ou naturelle varie avec la vitesse de sécrétion et
le type de stimulus qui l'initie. Mais elle est composée principalement de sodium de
potassium, calcium salivaire, chlorure salivaire, et de bicarbonate [100]. C’est une solution
minérale qui joue le réle d’un tampon d’une part et d’une autre elle constitue un apport de sels
minéraux et d’oligoéléments aux microorganismes du rumen. Elle est composée d’un mélange

de différentes solutions décrites par [101].

La salive est composée de cinq solutions : solution de micro-minéraux, solution tampon,
solution des macro-minéraux, solution indicatrice de potentiel redox et solution réductrice

(Tableau V) [44].

Tableau V. Les différents constituants de la salive artificielle [S8].

Solution Composition Quantité
Solution des éléments Na,HPO,4 57¢g
KH,PO4 62¢g
majeurs MgSO4x7H,0 0.6¢g
Eau distillée 1000 ml
CaCl,x2H,0 132¢
MnCl,x4H,0 100 g
Solution des éléments CoCl,x6H,0 lg
traces FeClyx6H,0 08¢g
Eau distillée 100 ml
NaHCO; 35¢g
Solution tampon (NH4) HCO; 4¢
Eau distillée 1000 ml
Solution de Resazurine C1,HgNOy4 100 mg
Eau distillée 100 ml
L- cystéine 285 mg
Solution réductrice NaOH (IN) 2 ml
Eau distillée 47.5 ml
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Le mélange qui a une couleur bleue (Figure 16a) sera chauffé et barboté avec un flux
continu de CO; jusqu’a le virage vers la couleur rose, la réduction de la salive artificielle

indiquée par le virage de la couleur rose au blanc transparent (Figure 16b).

Le barboteur, est un vase qui contient un liquide a travers lequel on fait passer tous gaz
présent dans une solution par le processus du barbotage, ce dernier est réaliser sur le liquide

ruminal afin d’assure 1’anaérobiose donc ’absence totale du I’oxygeéne dans la solution

obtenue.

Figure 16. Photographie de la salive artificielle.

(a) La salive avant réduction

(b) Le virage de la couleur vers la couleur rose apreés barbotage avec un flux continu de CO,

II1.2. L’inoculation

Les expériences ont été effectuées dans des flacons en verre stérile avec des bouchons
en caoutchouc de 200 ml contiennent de la salive artificielle et le jus de rumen 2V :1V et de
0.2g de substrat (I’amidon de blé), avec ou sans additifs nitreux. Les flacons des témoins ne
contiennent aucun additifs nitreux (le mélange salive/ jus de rumen et le substrat seulement).
La croissance bactérienne est suivis en présence de deux additifs nitreux ; le KNOs et le
NaNO,, Les concentrations utilisées pour chaque additif sont : 5 mg/l, 10mg/1 et 15mg/l; avec
trois répétitions pour chaque concentration, les flacons sont bien fermés avec des joints

d’aluminium et incubés en anaérobiose a 39°C.
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II1.3. Incubation

Les flacons sont hermétiquement fermés et incubés a 39°C en anaérobiose dans une
étuve a CO, (figure 17).

Figure 17. Photographie des flacons remplies placée dans I’étuve a CO,
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I11.4. Mesure de la croissance bactérienne (Densité optique)

Le développement bactérien est montré par 1’augmentation de la turbidité du milieu et

la production de gaz [45], cette turbidité est proportionnelle a la densité optique de la solution.

Un prélévement de 1,5 ml est effectué a partir de chaque flacon chaque 2h avec une
seringue sans ouvrir les flacons (figure 18), afin de doser la biomasse avec un

spectrophotometre UV/visible a 600 nm et pour mesurer le pH.

Figure 18. Photographie du prélévement avec des seringues chaque 2 heures.
II1.5. Mesure du pH

La variation du pH est suivie au cours de I’expérience (par pH métre), avec chaque

dosage de la biomasse.
IV. Le comptage des protozoaires

Le dénombrement des protozoaires est effectué chaque 2h pendant le temps de
I’incubation, par le mélange de 100 pl du contenu de chaque flacon 100 pl de la solution MFS
(Metylgreen-Formalin-Saline) (tableau VI). Ce mélange bien homogénéisé est conservé a
I’obscurité pendant 30 minutes [107]. Le dénombrement des protozoaires est réalisé sur une

cellule de Malassez.
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La chambre de comptage couverte par une lamelle, bien fixée, est remplie par
capillarité a 1’aide d’une pipette pasteur. Le comptage est ensuite réalisé sous microscope en
utilisant 1’objectif x40, de fagon que juste les cellules contenues dans les 25 rectangles

subdivisés en 20 petits carrés sont comptés (figure 18).

Le nombre de protozoaires est exprimé selon la formule suivante : N=n;*v* ny*f
N : nombre de cellules par ml

n; : nombre de cellules comptées

v : volume d’un rectangle en ml

n,: nombre de rectangles comptés

F : facteur de dilution.

Figure 19. Photographie du dénombrement des protozoaires par la cellule de Mallasez.

Tableau VI. Préparation de la solution MFS (methylgreen-formalin-saline)

Composants Quantités
Formaldéhyde 35% 100ml
Vert de méthyle 0,6g
Chlorure de sodium 8g

Eau distillée 900ml
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I. Résultats de I’étude physicochimique
I.1. Mesure de la température

La mesure de la température de jus de rumen fraichement collecté¢ a donné une valeur de
40°C. Brugére en 1983 a montré que la température ruminal est sensiblement supérieure a la
température corporelle, elle est comprise ente 39°C et 41°C ; comme elle peut atteindre 41°C
lorsque les fermentations sont trés intenses mais aussi chute de plusieurs degrés apres ingestion

de grandes quantités d’eau froide [114].

I.2. Mesure du pH

Les valeurs obtenues du pH varient entre (6, et 7.50) ; ceci pourrait étre justifié par la

nature du régime alimentaire de 1’animal.

Brugére en 1983, a montré que la valeur de pH du rumen est comprise dans une large
gamme, entre 5.5 et 7.3. En effet, un pH du rumen considéré normal ne correspond pas forcément
a la neutralit¢ (7.0), au sens physicochimiques du terme puisqu’au cours de la digestion, il
apparait des acides gras volatils (AGV) rendant le milieu acide. Le pH du rumen peut varier sans
qu’il y ait de troubles, et la cause de variation la plus importante est constituée par les apports de

substrats alimentaires induisant notamment d’importantes variations nycthémérales [114].

De ce fait, le pH joue un role prépondérant dans la sélection des microorganismes du
rumen et dans I’orientation des fermentations. Les éléments responsables des fluctuations de pH
du rumen sont, pour les acides : les AGV et I’acide lactique produits lors des fermentations, et
pour les bases, les bicarbonates et les phosphates, ainsi que, le cas échéant, I’ammoniac venant de
la protéolyse. Le pouvoir tampon est assuré essentiellement par les bicarbonates apportés par la
salive (un bovin adulte sécréte chaque jour environ 100 litres de salive), dont la sécrétion dépend

en grande partie de I’alimentation [113].

I.3. La matiére seche

Le résultat de la matiére séche (MS) obtenue est de 0.40%. Cette valeur révéle un
contenu ruminal peu liquide.

Le jus de rumen d’ovin choisit a présenté un taux d’humidité faible (34.9%); Brugére, en

1983 a montré que la valeur de ’humidité est variable en fonction des apports hydriques réalisés
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par les aliments, I’eau de boisson et la salive, qui vont constituer principalement la phase liquide
du contenu ruminal. L’eau du rumen représente une masse importante en quantité et elle peut étre

utilisée, le cas échéant, comme réserve pour 1’organisme [114].

II. Le suivi de ’effet des additifs nitreux sur la flore ruminal (in vitro)
I1.1. L’effet des nitrates sur la flore ruminal

Afin de déterminer ’effet de I’accepteur final d’¢lectrons sur la croissance bactérienne,
les bactéries ont été inoculées et cultivées dans un milieu de culture contenant différentes
concentrations initiales de nitrates en anaérobiose, les résultats obtenus sont présentés dans la
figure 20.
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Figure 20. Cinétique de la croissance bactérienne a 600 nm en fonction du temps et en présence

de nitrate comme additif (avec différentes concentrations).
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Les résultats montrés dans la figure 20 montrent que dans les 5 premieres heures, le
nombre des bactéries pour les trois concentrations testées augmente est plus élevé que celle du
témoin: c’est- a-dire que les bactéries consomment bien le nitrate avec une production de gaz

(Figure 21).

Cela revient a I’utilisation de nitrate comme source d’azote par les bactéries [103], en plus
que le nitrate de potassium stimule bien les bactéries pectinolytiques et amylolytiques et un peu
moins les xylanolytique [102]. Ainsi que les nitrates sont utilisés comme accepteurs finaux

d’¢électrons qui sont transférés le long de la chaine respiratoire [111].

Apres 5 heures, on remarque que le nombre des bactéries pour les trois concentrations est
encore plus élevé avec une valeur constante par rapport au témoin : cette infime production peut

étre due au peu d’énergie résiduelle restante qui a permis son utilisation [103].

Apres 20 heures, le nombre des bactéries a diminué avec le temps comme celui du témoin :

ce qui explique la mort des bactéries au fur et a mesure de déficit du produit.

Figure 21. Photographie montre la production de gaz aprés 5 heures d’incubation.
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Résultats et discussion

Afin de déterminer ’effet de nitrite sur la croissance bactérienne, les bactéries ont été

inoculées et cultivées dans un milieu de culture contenant différentes concentrations initiales de

nitrites en anaérobiose, les résultats obtenus sont présentés dans la figure 22.
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Figure 22. Cinétique de la croissance bactérienne a 600 nm en fonction du temps et en présence
de Nitrite comme additif (avec différentes concentrations)
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Les résultats dans la figure 22, montrent que l’utilisation de petites concentrations de
nitrites (Smg/l et 10 mg/l) donne une croissance bactérienne remarquable ; comme celle obtenue
par le témoin (absence de nitrite), ceci peut étre expliqué par 'utilisation de cet additif par les

bactéries soit comme source d’azote, soit pour la chaine respiratoire.

Tandis que, ’ajout des concentrations plus €élevées de nitrites (15mg/l) provoque la mort
des bactéries ; cette concentration semble inhibe leur activité métabolique. Le nitrite (NO,) est un

agent bactéricide puissant [109].

Dans I’intervalle de pH de 4,5 a 5,5, le nitrite devient trés bactéricide, car le nitrite existe
principalement comme acide nitreux. Au-dessous du pH 4,5 sur le c6té plus acide, 1'acide nitreux
est rapidement transformé en nitrate et en oxyde nitrique. L'acide nitreux présente de loin la plus

grande activité antibactérienne vis-a-vis des cellules [109].

Cependant, pour une inhibition totale des bactéries, des quantités considérables de

NaNO, sont nécessaires [112].
I11. Le comptage des protozoaires

Les protozoaires ont une grande capacité a ingérer les particules solides de petites tailles,

alors qu’ils produisent des enzymes qui participent directement a la digestion.
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Figure 23. Cinetique du nombre de protozoaires en presence de Nitrate et de Nitrites comme
additifs.
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Afin d’étudier I’effet de nitrite et nitrate sur la croissance des protozoaires, les
protozoaires ont été inoculés et cultivés dans un milieu de culture contenant différentes
concentrations initiales de nitrites et nitrates en anaérobiose, les résultats obtenus avec les trois

concentrations sont présentés dans la figure 23.

La figure 23 montre que 1’ajout de Nitrate et de nitrite comme additifs avec différentes
concentrations, provoque la diminution du nombre de protozoaire comme celle du témoin durant

les 5 premiéres heures, jusqu’a leurs mort aprés 21 heures.

Martin, 2014 a montré que le nitrate peut réduire les émissions de méthane de 22%, en
utilisant I’hydrogene pour sa réduction. Cette diminution de la disponibilité en hydrogéne avec le
nitrate a également diminué la quantité et 1’activité des méthanogeénes, effet appuyé par une

toxicité de cet additif pour les protozoaires [113].

D’autre part, Jouany, 1994 a montré que 1’élimination des protozoaires du rumen diminue

la dégradation des protéines alimentaires et augmente la synthése protéique microbienne [106].

IV. Suivi du pH du milieu au cours de ’incubation
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Figure 24. Evolution du pH au cours de I’incubation, en présence de Nitrate et de Nitrite comme
additifs.
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L’évolution du pH au cours de I’incubation en présence de Nitrate et Nitrite est résumé dans
la figure 24 , le pH reste stable dans un intervalle de valeurs entre 6.6 et
7.3, on peut confirmer que cette 1égere stabilité du pH due a la salive qui constitue une solution
tampon pour le rumen. Cette stabilité est favorable a la vie de tous les microorganismes du rumen

[102].

L’augmentation de pH final peut étre attribuée a la concentration élevée de 1’ammoniac
issu de la fermentation de 'urée par la microflore ruminal [109]. Comme elle pourrait étre due

aussi a la diminution de concentration de I’hydrogéne [110].
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Notre travail avait comme objectif principal 1’étude de [D'effet différentes
concentrations de produits nitreux a base d’azote sur la flore ruminale, en utilisant le jus de
rumen frais d’un ovin comme inoculum. Dans ce contexte deux différents produits nitreux
étaient utilisés avec des concentrations croissantes. Le Nitrate de potassium(KNOs3) et le

Nitrite de calcium (NaNO,).

Une premiere étape été de préparer les différentes solutions de la salive artificielle par
combinaison de tous les produits chimiques constituant ces solutions. Puis le prélevement de

notre échantillon (jus de rumen) de I’ abattoir.

D’autre part, une étude physicochimique de jus de rumen a donné des valeurs de pH
entre 6 et 7.5 et un taux d’humidité faible (34.9%). La mesure de la température a montré que

la température de jus de rumen est entre 39 et 40°C.

Puis une deuxieme étape de la préparation des fermenteurs en batch, par I’'utilisation
des flacons hermétiquement fermé contenants le milieu de culture, I’inoculum et les
différentes concentrations des additifs nitreux, tout en utilisant 1’amidon de blé comme

substrat. Les fermenteurs sont incubés en anaérobiose totale dans une étuve a CO, a 39°C

Chez le ruminant, la méthanogenese est un phénomene naturel qui a lieu lors de la
digestion microbienne des aliments dans le rumen. La production de méthane est traduite par

I’apparition des bulles d’air a la surface des flacons.

Ces expériences ont montré que le Nitrate peut étre utilisé par les bactéries ruminale
soit comme source d’azote soit dans la chaine respiratoire, en favorisant la croissance
bactérienne en présence de cet additif par différentes concentrations. Tandis que, 1’ajout de
nitrites provoque la mort cellulaire a cause de I’effet bactéricide de cet additif surtout avec des

concentrations croissantes.

En fin, le dénombrement des protozoaires montre que ces additifs nitreux (nitrate et
nitrite) influence directement ou indirectement sur la croissance de ces organismes

eucaryotes.

Ces résultats peuvent étre enrichis avec d’autres études ; et comme perspectives des
tests d’identifications peuvent étre appliqués pour identifier le microbiote ruminal, aussi

I’application de ces résultats in vivo peut enrichir cette étude
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Résumé

Le rumen, ou plus précisément le réticulo-rumen, est une grande chambre dans laquelle
I'alimentation ingérée est d'abord soumise a une digestion microbienne car les conditions qui
existent sont propices a la survie et a la croissance d’une population microbienne dense et
variée. L’une des techniques les plus utilisée pour permettre I’examen de cette population in
vitro est la fistulation: qui base sur I’insertion d’une canule dans le corps de 1’animal, en
mettant 1’accent sur le rdle des microorganismes (bactéries, protozoaires, Archae

méthanogene et champignons) sur la méthanogenese.

L’objectif qui a mené a la rédaction de ce travail est d’étudier I’effet de différents produits
nitreux a base d’azote avec différentes concentrations sur la flore ruminal, et pour cela deux
études peuvent avoir lieu in vitro : d’un part la mesure de la concentration bactérienne par
dosage de la DO par spectrophotometre ; et d’autre part, un dénombrement des protozoaires

par I’utilisation des cellules de Mallasez.

Les résultats obtenus ont montré que le nitrate est utilisé par les bactéries en favorisant leurs
croissances, soit comme accepteur final d’électrons dans la respiration soit comme source
d’azote, mais il présente un facteur inactivant les protozoaires. Les nitrites ont un effet
bactéricide surtout avec des concentrations élevées et aussi, ce produit réduit la charge de

protozoaires ruminal.

Mots clés : Rumen, flore ruminale, Méthanogeneése, Produits nitreux, Anaérobiose.



Abstract

The rumen, or the reticulo-rumen, is a large chamber in which the ingested feed is first
subjected to microbial digestion because the conditions that exist are conducive to the survival
and growth of a dense microbial population. One of the most widely used techniques for
examining this population in vitro is fistulation: which is based on the insertion of cannula

into the body of the animal.

The aim of this work is to investigate the effect of different nitrous nitrogen products with
different concentrations on the ruminal flora, and two studies can be carried out in vitro:
Measuring the bacterial concentration by spectrophotometer; And a protozoa count by the use

of Mallasez cells.

The results obtained have shown that nitrate is used by bacteria by promoting their growth
either as a final electron acceptor in respiration or as a source of nitrogen, but it has a factor
inactivating protozoa. Nitrites have a bactericidal effect especially with high concentrations

and also, this product reduces the load of ruminal protozoa.

Key Words: Ruminal flora, Methanogenesis, Nitrous products, Anaerobiosis.
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