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Résumé

L’objectif de ce travail a été de caractériser des souches lactiques isolées a partir du lait
d’anesse en les identifiant et en testant leur pouvoir de croissance (a différentes concentrations
de sel et différentes tempeératures) et leur capacité de résistance aux hostilités digestives
simulées in vitro en guise de critére d’éligibilité au statut « probiotique ». Les résultats
obtenus ont montré que les neuf souches lactiques isolées a partir du lait d’anesse utilisées
dans ce travail continuent de croitre a 10, 45 ou 63.5°C et en présence de 2, 4 et 6.5% (P/V)
de NaCl. Elles affichent également une capacité de résistance différentielle selon la souche
considérée aux conditions du tube digestif simulées par I’a-amylase salivaire, I’acidité et le
suc gastrique, les sels biliaires, le lysozyme et les enzymes pancréatiques (pancréatine, lipase,
amylase et protéases). Ainsi, les souches sont, au début, sensibles a 1I’a-amylase salivaire mais
reprennent de la croissance apres les premieres 30min d’exposition. Toutes les souches sont
freinées dans leur croissance par I’acidité gastrique simulée a des niveaux compris entre 25 et
plus de 40%. 1l y a eut 2 souches (S1 et S2) sur les 9 testées dont la survie aux sels biliaires et
au lysozyme a été significativement (p<0.05) réduite de 35%. L’exposition des souches
lactiques pendant 5h aux enzymes pancréatiques n’a pas beaucoup altéré leur survie dont la
plus faible (aux environs de 80%) a €té enregistrée pour les souches S1, S3 et S7 ; alors que
d’autres souches ont maintenu leur croissance et affiché des taux de survie supérieurs a 100%.
C’est la souche S8 qui a le plus résisté¢ aux protéases. Sur I’ensemble des tests de survie aux
hostilités digestives réalisés, les souches S5 et S8 se sont révélées les plus résistantes aux
conditions du tube digestif et c’est pourquoi elles ont été choisies pour subir une identification
moléculaire par MALDI TOF qui a révélé qu’elles appartiennent au genre Enterococcus.
L’analyse des spectres de masse au MALDI TOF nous a montré que les deux souches (S5 et
S8) appartiennent toutes les deux a une méme espéce qui est 1’espéce faecium avec des

Scores de 2.40 pour S5 et 2.36 pour S8.

Mots clés : lait d’anesse, bactéries lactiques, résistance, hostilités digestives, probiotique.
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SUMMARY

The aim of this work was to characterize lactic strains isolated from donkey milk by
identifying them and testing their growth potential (at different salt concentrations and
different temperatures) and their ability to withstand in vitro simulated digestive hostilities as
a criterion for eligibility for "probiotic" status. The results obtained showed that the nine lactic
strains isolated from the donkey milk used in this work keep growing at 10, 45 or 63.5 °C and
in the presence of 2.4 and 6.5% (w / v) NaCl. They also display a differential resistance
capacity depending on the strain type under the conditions of the digestive tract simulated by
salivary a-amylase, acidity and gastric secretion, bile salts, lysozyme and pancreatic enzymes
(pancreatin, lipase, amylase and proteases). Thus, the strains are initially sensitive to salivary
a-amylase but recover growth again after the first 30 minutes of exposure. All strains are
slowed in their growth by simulated gastric acidity at levels between 25 and more than 40%.
There were 2 strains (S1 and S2) out of 9 tested whose bile salt and lysozyme survival was
significantly (p <0.05) reduced by 35%. Exposure of lactic acid strains for 5 hours to
pancreatic enzymes did not significantly alter their survival, the lowest (around 80%) was
recorded for strains S1, S3 and S7 whereas other strains kept growing giving rise to more than
100% of survival. It is the S8 strain that has the most resistance to proteases. S5 and S8 strains
were the most resistant strains to the digestive tract conditions, and therefore were selected for
molecular identification by MALDI TOF, which revealed that they belong to the genus
Enterococcus. Analysis of the MALDI TOF mass spectra have shown that the two strains (S5
and S8) belong to the same species which is the species faecium with scores of 2.40 for S5
and 2.36 for S8.

Key words : Donkey milk, lactic acid bacteria, survival, digestive hostilities, Pobiotics.
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Introduction

L'ane, Equus asinus, est un membre de la famille des équidés. La domestication de 1'ane
a commencé¢ vers 6000 av. J.-C. dans la Libye actuelle. Au fil des siécles, les anes se sont
répandus en Asie, en Inde, en Amérique du Sud et en Europe. Les anes ont une durée de vie
de 30 a 50 ans et ont historiquement ¢été utilisés pour faire de 1'équitation, pour le transport a
courte distance et en tant qu'animal de trait. D'autres utilisations comprennent la production de
viande (trés limitée) dans certains pays et la production laitiere (utilisée en nutrition humaine

et dans l'industrie cosmétique).

Pendant ce temps, le lait d'anesse a commencé éEtre utilisé régulierement dans les
maternités et pour nourrir les nourrissons. En outre, jusqu’a la fin du 19 et au début du
20°™  siécle, le lait d’anesse était commercialisé pour 1’alimentation des orphelins, des

nourrissons, des enfants malsains, des personnes malades et des personnes agées.

La production de lait d’anesse a toujours existé, elle se développe principalement en Asie
et en Europe. En France, 50 exploitations sont recensées comme productrices de lait d’anesse,
20 d’entre elles sont réunies au sein de ’APLA (Association des Producteurs de Lait

d’Anesse).

Les allergies aux protéines du lait de vache (APLV) observés chez certains individus
constituent un probléme de santé publique qui a amené de nombreux chercheurs a éviter ce

lait de vache et a trouver des laits de substitutions.

Par ailleurs, le lait d’anesse demeure méconnu chez bon nombre de populations qui
gardent dans leur esprit une image négative sur I’espece asine qui a du mal a étre considérée

comme source alimentaire ; alors que la viande équine existe dans le commerce algérien.

C’est pour cela que méme a ce jour, boire du lait d’anesse reléverait de 1’exception sinon
d’un acte insolite suscitant une réprobation sociale certaine. Ceci serait probablement 1i¢ a un

manque d’informations scientifiques vulgarisées auprées du grand public.

Les recherches visant I’isolement et la caractérisation de souches bactériennes a partir du

lait d’anesse sont peu nombreuses méme si le profil microbiologique de ce lait aie été établi.

Introduction 1
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L’objectif principal du présent travail consiste en ’exploration du contenu microbiologique
du lait d’anesse en vue d’isoler, d’identifier et de caractériser de nouvelles bactéries lactiques

présentant un intérét probiotique susceptible d’étre exploité dans le secteur agro-alimentaire,

nutritionnel ou diététique.

Le présent mémoire est structuré en trois chapitres présentant successivement ’état des

connaissances accumulées sur le sujet, la méthodologie mise en ceuvre et les résultats obtenus.

Introduction 2
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Chapitre 1
Le Lait d’anesse:

un produit méconnu
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Chapitre 1. Le lait d’anesse : un produit méconnu.
|.1. Historique du lait d’4Anesse de I’antiquité a nos jours :

Le lait d’anesse est connu comme une découverte miracle depuis 1’ Antiquité pour ses
vertus bienfaisantes. Hippocrate le pére de la médecine (460 — 370 av. J-C) le recommandait
pour lutter contre déférentes pathologies comme les douleurs articulaires, la cicatrisation des
plaies ou les occlusions intestinales. De méme, dans son ouvrage encyclopédique « Histoire
naturelle, livre 28 » dans le chapitre traitant des remédes tirés des animaux, Pline I'Ancien (23
- 79 apr. J.-C.) le proposait pour combattre la fiévre, la fatigue, les rides du visage, ou les
ulcérations (Pline 1’ Ancien).

Buffon (1707-1788) mentionne, dans son «Histoire naturelle », les bienfaits généraux
du lait d’anesse : « Le lait d’anesse est un reméde éprouvé et spécifique pour certains maux, et
I’'usage de ce remede s’est conservé depuis les Grecs jusqu’a nous » Buffon (1788). Au
XIXéme siecle, il était également courant de nourrir les nouveau-nés non-allaités directement

au pis de I’anesse (fig. 1).

Figure 1 : L'allaitement des nouveau-nés au pis de 1'dnesse, a ’intérieur de I'étable de la nourricerie
(Parrot et Haenen, 1883).

Ce fut le cas par exemple dans les années 1880 dans une nourricerie de 1’Hospice des Enfants-
Assistés a Paris ou des laits de vache, de chévre et d’anesse ont été essayés par le Professeur Parrot
pour nourrir les enfants syphilitiques (Lauzier, 2011)

La comparaison de I’effet de la consommation de lait d’anesse par rapport au lait de
vache et de chévre sur le taux de mortalité d’enfants atteints de syphilis a montré qu’avec le
lait d’anesse on obtenait un taux de guérison extraordinaire. Une meilleure survie a été

obtenue avec le lait d’anesse par rapport au lait de chévre et de vache avec une mortalité

Revue bibliographique 3
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Figure 2: Comparaison de la mortalité infantile selon le type de lait utilisé

pour nourrir les enfants syphilitiques (d’aprés Lauzier, 2011).

En France, et plus précisément a Toulouse, il existait un établissement en ville dédié a
des anesses laitieres de race gasconne en lactation, et un autre a la campagne, pour ’¢élevage
des anons et des femelles futures producteurs (fig. 3). Une tournée journaliére était alors

organisée en ville pour la vente de lait d’anesse (Baillet, 1888).

Figure 3 : Vente de lait dans les rues de Toulouse (Baillet, 1888).

Une meilleur survie a été obtenue avec le lait d’anesse avec une mortalité moindre et un

nombre d’enfants guéris considérablement élevé par rapport aux laits de vache et de chévre
(fig. 2) (Lauzier, 2011).
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I.2. Niveau de production mondiale de lait d’4nesse

D’aprés la FAO (2017), la chine est I'un des pays qui en 2014 comptait le plus de tétes
d’anesses dans le monde avec 6 033 500 derriere I’Ethiopie (7 428 037 animaux) et devant le
Pakistan (500 bétes). Toutefois, peu de données sur la production de lait d’anesse en Ethiopie
ou au Pakistan sont disponibles. Dans le Nord-est de la Chine, dans les provinces de Xinjiang
et Shanxi, la production annuelle de lait d’anesse atteint les 40 000 tonnes de lait, placant la

Chine au ler rang mondial (Guo et al., 2007 ; Yang et al., 2006).

L’entreprise chinoise d’agroalimentaire « YuKunLun » créée en 2007 contribue fortement
a la production chinoise de lait d’anesse. L’entreprise dispose d’une chaine de production
permettant de fabriquer 20 tonnes de lait d’anesse en poudre lyophilisée et 500 tonnes de lait
frais par an, destinées a la consommation humaine notamment en tant que substitut au lait
maternel (Zhang Ming et Yukunlun, 2015).

En Amérique du Sud, le Chili se démarque avec la société « Donkey milk Farm », qui
exporte ses produits cosmétiques a base de lait d’anesse aux Etats-Unis, au Japon, en

Allemagne au Canada et en Argentine.

En Europe, I’Italie avec ses 24 900 animaux assure la plus forte production de lait
d’anesse, grace a I’entreprise « Eurolactis » créée en 2007 qui produit 52000 litres de lait
d’anesse par an, en s’appuyant sur un millier d’anesses. Eurolactis a fait le choix de
commercialiser ce lait sous plusieurs formes, notamment cosmétique et alimentaire.
Eurolactis est partenaire d'un important programme de recherche, financé par la Communauté
Européenne, destiné a assurer I'alimentation et la survie des grands prématurés. Une étude
clinique actuelle portant sur 168 prématurés et réalisée au Département de néonatalogie Santa
Anna de 1'Hopital Regina Margherita de Turin est en cours (Eurolactis, 2017).

I.3. La production francaise de lait d’4nesse

En France, le nombre estimé d’anes est de 82 000 individus appartenant a 7 races
répertoriées (INAM, 2014). Aujourd’hui, on compte 60 producteurs de lait d’anesse (fig. 4).
Concernant la valorisation du lait d’anesse en France, selon I’observatoire économique
et social INAM (2014), les produits finis commercialisés par les éleveurs d’anesses

laitiéres sont de trois types : cosmétique, lait frais et lait lyophilisé.
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Pour la fabrication de cosmétiques ou de gélules, certains éleveurs transforment eux-
mémes le lait tandis que d’autres font appel a un laboratoire ou a un artisan indépendant. Les
produits sont distribués par divers moyens : vente directe a la ferme, internet, magasin de
producteurs, marchés ou intermédiaires.

Autrefois tres utilisé, le lait d’anesse a été oublié un temps pour revenir aujourd’hui sur
le devant de la scéne avec de nombreuses applications possibles. La recherche scientifique
s’intéresse de plus en plus a cette matrice alimentaire, qui par sa composition biochimique et

microbiologique, représente un intérét nutritionnel et santé grandissant pour ’homme.

I.4. La lactation chez I Anesse
Il est possible d’avoir du lait toute I’année, car 1’anesse peut mettre bas a n’importe quel
moment de I’année ; toutefois, c’est avec les mises-bas d’hiver et d’été que le meilleur

rendement est obtenu, comme le montre le tableau 1 (Polidori et al., 2009).

Tableau 1: Quantit¢ moyenne de lait (en kg) produite par anesse selon la saison

de mise bas ( Polidori et al., 2009).

Saisons Automne Hiver Printemps | Eté
Quantit¢ de lait | 447 600 392 517
(kg)

La réserve de lait dans la mamelle est principalement alvéolaire. Elle ne permet pas un
grand stockage et nécessite une libération d’ocytocine importante pour assurer la vidange de
la mamelle (Salimei, 2011). Pour cela, il faut que 1’anon soit a proximité de sa mere. Dans la
littérature, les anons sont séparés physiquement de leurs meres 3 h avant la traite mais restent
toujours en contact visuel. Tous les auteurs et ¢leveurs sont d’accord sur le fait que le lait du
premier mois doit étre entierement consacré a 1’anon. En effet, cela permet de lui assurer un
bon développement pour la suite. De plus, comme la lactation est trés dépendante de la
présence de I’anon, si celui-ci meurt, la lactation s’arréte. Le sevrage se fait généralement

quand I’anon a entre 6 et 7 mois mais, selon les pratiques d’élevage, il peut se faire plus tard.
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L.5. Composition biochimique comparée du lait d’anesse a d’autres laits de
mammiféres.

Le lait d’anesse, compar¢ au lait de vache, a un pH neutre ou légérement alcalin (7 a 7.2)
(tableau 2), tout comme le lait maternel humain. La teneur en protéines totales du lait d'anesse
(1,5 - 1,8 g/ 100 g) est proche de celle du lait humain (0,9 - 1,7 g / 100 g) ; mais nettement
plus faible que celle du lait de vache (3,1 - 3,8 g/ 100 g).

Tableau 2 : Composition biochimique du lait d'anesse (Gaucheron et a/., 2011, Salimei et al.,

2012 ; Guo et al., 2007 et Aspri et al., 2017)

Lait d anesse Lait de femme | Lait de
vache
PH 7-172 7-175 6.6-6.8
Matiére solide 8.8—-11.7 125-13 11.7
Energie (kj/Kg) 1719 2680 2883
Lactose (g/100g) 5.8-7 63-17 44-49
Lipide (g/100g) 03-1.8 3.5-4.0 35-39
Protéines totales 1.5-1.8 09-1.7 3.1-3.8
(g/100g)
Caséine (g/100g) 0.6-1 03-0.4 24-28
Matiere grasses 0.29-1.82 35-4 35-39
(g/100g)
Lactosérum (g/L) 0.49 - 0.80 0.68 —-10.55-0.70
0.83

La fraction protéique du lait d’anesse est riche en protéines de lactosérum, qui

représentent 35 - 50% de la fraction d'azote, tandis que dans le lait bovin, ils ne représentent
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que 20%. Le rapport entre les caséines et les protéines sériques est de 52:37 et varie entre

les limites les plus élevées pour le lait de vache (Guo et Serrement, 2007)

I.5.1. Les caseéines et les protéines de lactosérum

Le lait d’anesse est un lait pauvre en matiéres azotées, tout comme le lait de femme, ou
la matiére azotée ne représente que 20% de la matiére seche contre 80% dans le lait de vache
(Salimei et Fantuz, 2012). Les caseines représentent 40 a 50% de la matiére azotée du lait
d’anesse. Les protéines du lait d’anesse et leurs fractions comparées a celles du lait de vache

et de femme sont présentées dans le tableau 3.

Le taux de caséines du lait d’anesse est plus faible que celui du lait de vache (80%), mais
reste similaire au lait maternel humain (Guo et al 2007.; Polidori et Vincenzetti, 2012).
L’ensemble de ces données suggerent que le lait d’anesse possede une meilleure digestibilité
pour ’homme que le lait de vache. Les connaissances disponibles sur les caséines du lait

d'anesse sont limitées, contrairement aux espéces laitiéres conventionnelles.

Une combinaison de méthodes d’électrophorese, de chromatographie et de protéomique a
permis d'identifier quatre types de caséines (asl, as2, B et kcaséine). La
distribution des caséines du lait d'anesse montre que la caséine f est la forme
prédominante, suivie de I’as1 puis de I’as2 qui apparaissent comme des composants mineurs

(Chianese et al., 2010, Polidori et Vincenzetti, 2012-2016).

Les protéines solubles dans le lait d’anesse représentent 40 & 50% de la matiére azotée, en
comparaison au lait maternel humain ou au lait de vache ou elles représentent respectivement
18% et 66% de la matiere azotée. Ainsi, le rapport protéines solubles/caséines du lait d’anesse
est proche de 1 alors qu’il est de 0,2 pour le lait de vache et de 2 pour le lait de femme. Les
protéines solubles sont principalement représentées par 1’a-lactalbumine, la B-lactoglobuline
et le lysozyme. Des composants mineurs comme la serum albumine, la lactoferrine et les

immunoglobulines y ont également été décrits (Carminati et Tidona, 2017).
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Tableau 3:Teneurs en protéines totales, différentes caséines,
protéines de lactosérum, azote non protéique et

taille des micelles de caséine dans différents type de lait (Uniacke-Lowe 2010

Protéines (g/kg) Lait Lait Lait

d’anesse de vache | humain
Protéines totales 7.8 26 2.4
als-caséine ND 10.7 0.7
o 2s-caséine ND 2.8 ND
k-caséine ND 3.1 0.4
B-lactoglobuline 33 3.2 ND
a —lactalbumine 1.9 1.2 2.5
Albumine sérique 0.4 0.4 0.48
Protéose peptone - 0.8 ND
Immunoglobulines 1.3 0.8 0.96
IgE1.2 ND 0.65 0.03
IgA ND 0.14 0.96
Lactoferine 0.37 0.10 1.65
Lysozyme 1 ND 0.34
Azote Non 455 266 454
Protéique (ANP)

ND = non déterminé
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1.5.2. Graisse et acides gras
La teneur en matiere grasse du lait d'anesse varie de 0,28 % a 1,82% (Guo et Serrement,
2007) et se caractérise par un taux ¢levé d'acides gras essentiels et d'acides gras peu saturés

(AGPS) (Gastaldi et al., 2013) (tableau 4).

Les acides gras saturés (AGS) sont les acides gras les plus représentés dans la fraction
lipidique. La teneur en acides gras polyinsaturés (AGPI) w3 est élevée (7,4 - 13,7g/100 g
d’AG), mais s’équilibre avec la quantit¢ d’AG polyinsaturés o6 (8,6 - 12,3 g/ 100 g d’AG),
conduisant a un ratio ®3/ ®6 proche de 1. Les acides linolénique (C18 :3 ®3) et linoléique

(C18 :2 m6) sont les AGPI les plus représentés.

De plus, la présence de traces d’ AGPI dits mineurs, comme 1 acide eicosadiénoique et
I’acide arachidonique, mais essentiels dans le développement néonatal, ont été retrouvés dans
le lait d’anesse dans différentes études (Chiofalo, 2001, Salimei et al., 2004). Les variations
en teneur et en type des AGPI dépendent de la race de I’anesse et de la nature de son

alimentation (Alabiso et al., 2009, Chiofalo et al., 2011).

1.5.3. Lactose

La teneur en lactose du lait d'anesse varie de 6 a 7 g/ 100 g et est supérieure a celle du
lait de vache (4,4 - 4,9 g/ 100 g). Cette teneur €¢levée en lactose facilite I'absorption intestinale
du calcium et du phosphore et favorise le transfert des minéraux dans la structure osseuse, ce
qui contribue a prévenir l'ostéoporose (Heaney, 2000). Le lactose est également responsable
de la palatabilit¢ du lait d'anesse. Cependant, cette forte teneur en lactose peut étre une
contrainte pour les personnes intolérantes au lactose (Salimei et al., 2004a ; Salimei et Fantuz,

2012;).

1.5.4. Composition en vitamines

Le lait d’anesse est riche en vitamines hydrosolubles et liposolubles (Tafaro et al., 2007). La
teneur totale en vitamines du lait varie selon le régime alimentaire de 1’anesse. En effet, les
teneurs en vitamines hydrosolubles sont plus impactées que les vitamines liposolubles par le

régime alimentaire de 1’anesse en lactation (Claeys et al., 2014). Les taux élevés en
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Tableau_4. Composition en acides gras de différents laits (Salimei, 2012 ;

Tafaro, 2007 ; Uniacke-Lowe 2011)

Acides gras Lait d’anesse Lait de femme | Lait de vache
C4 :0 butyrique 0.32-0.6 0.19 3.90
C6 :0 caproique 0,28 - 1,22 0.15 2.50
C8 :0 caprylique 8.52-12.8 0.46 1.50
C12 :0 laurique 10.67 - 15.9 4.4 3.60
C14 :1(n-5) myristoleique 0.22-0.88 0.80 0.41
C15 :0 pentadecyclique 0.32-0.57 0.43 1.20
C16 :0 palmitique 11.47 -29.17 22 27.9
C17 :1 heptadécanoique 0.27-0.73 0.37 0.36
C18 :0 stéarique 1,12 -3,91 8.06 12.20
C18 :1(n-9) oleique 9.7-22.15 31.30 17.20
C18 :3(n-3) y-linolénique 6,32-16.33 1.30 1.80
C20 :5(n-3) cicosapentanéoique 0.27 0.12 0.09
C22 :6(n-3) decosahexanoique 0.30 0.25 0.01
AG saturés (% AG totaux) 46.7-67.7 39.41-42.24 55.7-72.8
AGMI (% AG totaux) 15.3-35 44304511 22.7-30.3
AGPI (n-3) (% AG totaux) 9.45-9.64 127-2.19 ND
AGPI (n-6) (% AG totaux) 11.57 - 13.09 11.17 - 14.1 ND
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vitamines présentes dans le lait d'anesse en fait un excellent aliment avec un effet
bénéfique sur la nutrition humaine et la santé (Cunsolo et al., 2011). Les niveaux de vitamines

de différents laits sont présentés dans le (tableau 5).

Tableau 5 : Concentration en vitamines (mg/L) des laits d'anesse, de femme et de vache

(Aspri et al., 2017, Salimei et Fantuz, 2012 et Uniacke-Lowe et al. 2010)

Vitamines (mg/L) Lait d’anesse Lait humain Lait de vache
Vitamine A 0.017 03-0.7 0.50
Vitamine B1 0.41 0.003 -0.015 0.37
Vitamine B2 0.64 0.4-0.6 1.8
Vitamine B3 0.74 1.7 0.9
Vitamine B12 1.10 0.5 0.004
Vitamine C 5.7 5-10 5-10
Vitamine E 0.05 3-8 0.98 - 1.28

La vitamine B12 (cobalamine), responsable du maintien de cellules nerveuses saines, est
présente en concentration beaucoup plus ¢élevée que dans les laits bovin et humain. De plus,
d'autres vitamines du groupe B, telles que la thiamine (vitamine B1) et la riboflavine
(vitamine B2), sont en concentrations plus €levées que dans le lait de femme. Le lait d'anesse
présente une quantité inférieure en vitamine A et E par rapport au lait bovin et humain. La
teneur totale en vitamine C contenue dans le lait d'anesse (5,7 mg/L) correspond aux apports

quotidiens recommandés en vitamine C pour des enfants agés de 6 a 12 mois.
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L.5.5. Composition en minéraux.

Dans I’ensemble, la composition en minéraux et en oligo-¢léments du lait d'anesse est
treés proche de celle du lait de la femme. Toutefois, le lait d'anesse présente des niveaux plus
¢levés en calcium et en phosphore, avec cependant un rapport Ca/P similaire a celui du lait de

femme (tableau 6).

Tableau 6: Concentration en minéraux du lait d'anesse, lait humain et lait de vache. Composé

a partir de (Aspri et al., 2017, Fantuz et al., 2012 et Salimei et Fantuz, 2012)

Minéraux Lait d’anesse Lait humain Lait de vache
(mg/L)
Ca 330-114 278 122
P 320 -650 140 119
K 240 — 747 530 152
Na 100 — 268 180 58
Mg 40 - 83 35 12
Fe 0,43 - 2,66 0,72 0,08
Zn 1 1,23 -3,19 1-3 0,53
Cu 0,08 - 0,30 0,2-0,4 0,06
Se 0,00446 0,1-0,2 0,01
Co 0,00049 0,0001 —0,0002 0,0005
I 0,0749 0,062 0,1-0,9

Concernant les oligo-¢éléments essentiels, le lait d'anesse contient des concentrations
similaires en Zinc, Co et I, avec le lait humain, alors que les concentrations en Fe, Cu et Se

sont plus faibles. Au cours du premier mois de lactation, le lait est la seule source
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Nutritionnelle pour I’anon, et contient les plus hauts niveaux d'éléments minéraux, favorisant
une croissance rapide de 1’anon. Au cours de la lactation, une diminution significative de la
composition en minéraux dans le lait en accord avec une réduction de la teneur en caséine est
observée. En effet, ces minéraux sont principalement associés aux micelles des caséines

(Aspri et al., 2017, Fantuz et al., 2012).

1.5.6. Les biopeptides actifs du lait d’anesse.

Certains traitements chimiques et physiques du lait d’anesse permettent la génération
d’autres composés biologiquement actifs. L’acidification suivie de 1’ydrolyse par la pepsine
du lait d’anesse lui confére la propriété d’inhiber la croissance de bactéries pathogenes
comme Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis (Nazzaro, 2010). Ainsi, le lait
d'anesse est ¢galement décrit comme une source de peptides antimicrobiens libérés lors de la
digestion in vitro (Tidona et al., 2011). L’effet inhibiteur observé est significativement plus
¢élevé pour les échantillons préalablement digérés par rapport aux échantillons de lait cru.
Ainsi, l'activité antimicrobienne du lait d’anesse pourrait résulter d'un effet synergique li¢ a la
synthese de peptides issus de la dégradation enzymatique gastro-intestinale et aux protéines

intactes présentes naturellement dans le lait tel que le lysozyme (Tidona et al., 2011).

I1.6. Les effets bénéfiques du lait d’anesse.

Une alimentation équilibrée joue un role important dans la prévention des maladies et la
promotion du bien-étre (Martemucci, 2012). Les propriétés thérapeutiques du lait d anesse
sont connues depuis les temps anciens, mais de nos jours la recherche se concentre sur son
aspect nutritif et de santé potentiels (Gubi et a/ 2014).

Le lait est de plus en plus important en Europe, notamment en France, en Italie, en Hongrie et
dans les Pays-Bas. Les propriétés fonctionnelles du lait d’anesse sont reportées a la figure 4.

Le lait d’anesse, par sa composition microbienne et biochimique est le lait qui ressemble le
plus au lait de femme. Plus précisément, le lait d'anesse et le lait humain ont des teneurs
similaires en lactose, en protéines totales et en protéines solubles. Le lait d'anesse présente un
profil nutritionnel homogene particulierement intéressant et certaines ¢tudes préconisent son

utilisation notamment chez les nourrissons et les personnes agées (Uniacke et al., 2010).
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Figure 4 : propriétés fonctionnelles du lait d anesse (Miranda et al., 2004)

1.6.1. Le lait d’anesse comme substitut au lait de vache responsable d’allergies chez le
nourrisson

L’allergie aux protéines du lait de vache (APLV) est une réponse immunologique
anormale aux protéines de lait de vache chez certains individus. L'APLV, l'une des allergies
alimentaires les plus répandues, affecte 2 a 7% des enfants de moins de 6 mois (Polidori and
Vincenzetti, 2013a).

La B-lactoglobuline, qui est absente dans le lait maternel, mais présente a des
concentrations relativement ¢levées dans le lait de vache, est responsable de la majorité des
allergies au lait. Cependant, d'autres protéines de lactosérum, comme la a-lactalbumine,
I'albumine sérique, la lactoferrine et la cas€ine, peuvent provoquer des allergies au lait. La
caséine du lait de vache est relativement riche en alS-caséine, qui est suggérée éEtre

responsable de l'apparition d'allergies (Potoc¢nik et al., 2011).

Les principaux allergénes du lait de vache sont les caséines (a-1S et f-caséines) suivie de
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la B-lactoglobuline (Caffarelli et al., 2010; Muraro et al., 2002; Osman Swar, 2011). La
stratégie thérapeutique pour répondre a I'APLV est 1'¢limination totale du lait de vache et sa
substitution par des laits moins allergisants provenant d’autres espéces animales. Le lait
s¢lectionné doit offrir une adéquation nutritionnelle et étre hypoallergénique. La faible

allergénicité du lait d'anesse est principalement due a la faible teneur en caséine (Vincenzetti

etal., 2008 ; 2014).

De plus, le lait d'anesse est facilement digéré en raison de sa teneur élevée en protéines
solubles (Tidona et al., 2014). Cependant, en raison de la faible teneur en matiéres grasses du
lait d'dnesse, une supplémentation en triglycérides a chaine moyenne pourraient étre
envisagée pour augmeter son énergie globale et sa teneur en matieres grasses (Salimei and

Fantuz, 2012).

Les résultats de 1’étude clinique de lacono et al. (1992) suggerent que les nourrissons
souffrant d'APLV pourraient consommer du lait d'anesse enrichi en lipides (210-250 mL par
kg de poids corporel par jour). Une autre étude in vivo démontre que 24 sujets souffrant

d’APLYV sur 25 ont toléré le lait d’anesse (96%) (Tesse et al., 2009).

1.6.2. Effets anti-tumoral et antiviral.

Mao et et al. (2009) ont démontré des propriétés anti-tumorales et antiprolifératives du
lait d’anesse sur une lignée cellulaire tumorigéne humaine issue d’un adénocarcinome
d’épithélium pulmonaire (cellules A459). Ces auteurs ont également montré que la fraction du
lait d’anesse qui contenait le lysozyme était plus efficace que les autres fractions de ce méme
lait (lait écrémé, caséines, lactosérum, protéines du lactosérum de masse moléculaires

inférieure ou égale a 10 kDa) pour inhiber la prolifération des cellules tumorales A459.

Ainsi, les protéines solubles joueraient un role fondamental dans D’activité anti-
proliférative du lait d’anesse, in vitro. Une récente étude menée par Brumini et al. (2013) met
en avant une activité antivirale du lait d’anesse sur I’echovirus (Enteric Cytopathogenic
Human Orphan Virus) de type 5, virus & ARN infectant le tractus gastro-intestinal et
provoquant des troubles digestifs chez I’homme. En effet, dans leur étude I’infection des

cellules épithéliales intestinales Caco-2 par I’echovirus de type 5 est réduite apres ajout de lait
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d’anesse. Cette activité anti-virale est majoritairement portée par les protéines solubles
(lactoperoxydase, lysozyme, immunoglobuline, lactoferrine, sérum albumine, a-lactalbumine

et B-lactoglobuline), suggérant une activité synergique de ces protéines (Brumini et al., 2013).

1.6.3. Effet antimicrobien.

Le lait d'anesse contient plusieurs protéines antimicrobiennes, a savoir le lysozyme, la
lactoferrine et lactoperoxydase, qui ont la capacité d'inhiber la croissance d'un large spectre
de bactéries. En outre, ils ont la capacité de réduire l’incidence des troubles gastro-
intestinaux. Infections dans le tube digestif ou en se protégeant contre les infections de la
glande mammaire. Le lysozyme est une enzyme présente dans le lait d’anesse avec deux
variantes A et B qui différent par trois acides aminés substitués en différentes positions. Il est
pratiquement absent d'autres espéces productrices de lait (vache, chévre, mouton), tandis que

dans le lait maternel, sa concentration se situe entre 0,2 et 0,34 g/ L (se référer au tableau 3).

Le lait d'anesse a été utilisé comme alternative au lysozyme d'ceuf dans la fabrication du
fromage pour l'inhibition des clostridium formant des spores et provoquant un soufflage tardif
dans les fromages a pate italiens (Cosentino et Paolino 2013, Galassi, et Salimei, 2012). De
plus, le lysozyme est un immunomodulateur chez les enfants et un anti-inflammatoire

(Salimei et Fantuz 2004, Zhang et Zhao, 2008).

La lactoferrine est une protéine qui se lie au fer et agit comme un agent antimicrobien en
hydrolysant des liaisons glycosidiques de polysaccharides muqueux dans les parois des

cellules bactériennes. Sa concentration serait supérieure a celle du lait de vache (tableau 3).

L’isolement d’une souche de L. paracaseine productrice de bactériocine a partir du lait
d’anesse a été rapporté par Sa et Krishnaa (2011) et Murua et al. (2013). Cette bactériocine
possede des propriétés antimicrobiennes contre plusieurs bactéries pathogeénes telles que

Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa, E. coli.

1.6.4. Effet immunomodulateur
Lactobacillus rhamnosus est naturellement présent dans le microbiote humain et joue

un rdle important de la santé humaine en assurant I’équilibre de la flore intestinale et en
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fournissant des informations locales et immunomodulatrices systémiques (Peng et al. (2014 ).
Ces derniers auteurs ont comparé la fonction immunologique du lait d’anesse et de L.
rhamnosus ZDY 114 chez la souris, en mettant I’accent sur les facteurs cellulaires, humoraux
et non spécifiques a I' immunité. Ils constatent un effet synergique de la bactérie et du lait

d’anesse dans I’amélioration de la fonction immunitaire des souris.

1.6.5. Effet anti-inflammatoire

La maladie de Crohn est une dysbiose associée a un dysfonctionnement des cellules de
Paneth qui produisent moins de peptides antimicrobiens (lysozyme, a-défensines).
L’administration de lait d’anesse enrichi en lysozyme (3.6mg/mL) a un mod¢le d’iléite induit
par I’'indométacine chez des souris a permis la réparation des dommages occasionnés au
fonctionnement des cellules de Paneth (Jirillo et al., 2010). Le lait d’anesse, riche en
lysozyme, exerce des propriétés anti-inflammatoires en palliant au déficit endogene en

peptides antimicrobiens observés lors d’une iléite et en réduisant la dysbiose intestinale.

I.7. Caractéristiques microbiologiques du lait d’anesse.

Le lait d'anesse cru renferme un nombre total de bactéries faible allant de 2.40 a 4.60
log10 cfu/mL (Cavallarin et al., 2015, Coppola et al., 2002, Malissiova et al., 2016 et Pilla et
al., 2010). La raison de cette faible charge microbiologique peut étre due au bon bilan de
santé des anes, a l'excellente position anatomique naturelle du pis (Salimei et Fantuz, 2012),
ainsi qu'a la présence de composants antimicrobiens naturels, tels que le lysozyme, les
immunoglobulines, la lactoferrine et la lactoperoxydase contenues dans le lait d’anesse (Aspri
etal., 2017).

Les bactéries lactiques acides (BLA) du lait d'anesse ont été trés peu étudiées. Selon
certains travaux, le contenu de BLA du lait d'anesse varie entre 1 et 4.2 log cfu /mL
(Carminati et al., 2014 , Chiavari et al., 2005, Coppola et al., 2002 et Zhang et al., 2008).. Ces
BLA peuvent produire des composés antimicrobiens, tels que des bactériocines ou des

substances inhibitrices similaires a la bactériocine (Murua et al., 2013 ; Sa et al., 2011).

L.8. Propriétés technologiques du lait d’4Anesse.
La disponibilité¢ de lait d’anesse, comme cela a déja discuté, est assez limitée, et, par

conséquent, la préservation et I’extension du stockage est d’une grande importance. Pour le
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moment, le lait d'anesse est disponible dans les pays industrialisés sur le marché sous forme
brute (non traité) et pasteurisée (traité¢ thermiquement par UHT). D’autres formes de lait

d’anesse existent (congelé, lyophilis¢ et en poudre).

1.8.1. Inaptitude a la fabrication de fromage.

En raison de sa composition biochimique, notamment ses faibles teneurs en caséines, le
lait d’anesse est difficilement transformable en fromage.

Cependant, le lait d'anesse a la capacité¢ de former un faible caillé dans des conditions
acides, ce qui permet la formation d’un gel et potentiellement la production de produits de

type yaourt. (Chiavari et al., 2005).

1.8.2. Aptitude a la fermentation

Le lait d’anesse est fermenté en produits du type yaourt avec des propriétés probiotiques
et thérapeutiques. Le seul produit fermenté de lait d’anesse connu et disponible sur le marché
est le koumiss (Kumys), largement consommé en Russie, Mongolie et au Kazakhstan,
principalement pour sa valeur thérapeutique et nutritive.

Le koumiss était traditionnellement fabriqué a partir de lait d’anesse cru frais ensemencé
avec un meélange de bactéries (Lactobacillus, Lactococcus et Streptococcus) levures
(Saccharomyces et Candida) qui le fermentent pendant 3 a 8h dans un sac en cuir appelé
« tourbillon ». Le niveau d’acidification et la teneur en alcool générés par la fermentation
sont contrélés par addition de lait cru (Uniacke-Lowe, 2011). Cependant, la production de
laits fermentés au moyen d'un protocole de fabrication normalisé devrait étre considéré

comme cruciale pour les consommateurs et le marché (Di Cagno et al., 2004)

1.8.3. Congélation et valeur nutritive du lait d’anesse

L’entreposage du lait d’anesse a -20°C pendant 2 ou 3 mois n’empéche pas la dégradation
des caséines, du contenu en protéines totales et la diminution du taux de vitamine C ; alors
qu’il préserve I’activité et la quantité¢ de lysozyme, ainsi que la stabilité¢ de la concentration en

a-lactalbumine et B lactoglobuline (Vincenzetti et al., 2011 ; Polidori et Vincenzetti, 2013).

1.8.4. Lyophilisation et lait d’anesse en poudre

La lyophilisation de lait d anesse n’a pas d’impact sur la concentration en protéines
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totales, la concentration en caséines totales, le lysozyme (concentration et activité) et la -
lactoglobuline (Vincenzetti ef al., 2011). Seules les concentrations en vitamine C et en a-

lactalbumine sont légerement impactées par la lyophilisation (Vincenzetti et al., 2011).
Quelques asineries francaises proposent la consommation de gélules de lait d’anesse comme

complément alimentaire.

1.8.5. Pasteurisation et lait d’anesse en bouteille.

Aspri et al. (2017) ont montré que le pH du lait d’anesse traité thermiquement (72°C/ 1min ;
87°C/1min) est plus stable au cours du temps, comparé au lait cru. De méme, la pasteurisation
du lait d'anesse a 63 °C pendant 30 min et 72 °C pendant 15 sec n’affectent pas de maniére
significative le taux d'immunoglobulines (IgA, IgG) par rapport au lait cru non pasteurisé. Ces
données concernant la pasteurisation du lait d’anesse different de celles obtenues sur le lait
maternel humain, ou les immunoglobulines A, G et M et le lysozyme se révelent sensibles a

un traitement thermique de 62°C pendant 30 min (Sousa et al., 2014).

. ]
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Chapitre 11. Matériels et méthodes
I1.1. Matériel biologique : origine des souches

Les neuf souches lactiques utilisées dans ce travail ont été isolées a partir du lait d’anesse
et proviennent de la collection de souches de notre laboratoire ou elles sont conservees a -
20°C dans du glycérol.

Une souche de Bifidobacterium animalis subsp lactis, codée Bb12, issue également de la
collection de notre laboratoire a été utilisée comme souche bénéfique de référence.

Il .2. Méthodes
11.2.1 Revivification et pureté des souches

Les souches ont éte réactivées sur milieu M17 et MRS cystéiné liquide et incubées en
anaérobiose a 37 C° pendant 24 a 72 h. Des ensemencements sur milieu M17 et MRS gélosé
ont été effectués, suivis par des repiquages par stries d’épuisement de colonies obtenues afin
de verifier leur purete.
Les boites de pétrie ensemencées par des monocultures ont été incubés a 37°C pendant 24 a

48 h. Les colonies ont été soumises a des observations macroscopique et microscopique.

L’observation macroscopique s’effectue directement a 1’ceil nu, et se base sur les
caracteres morphologiques (forme et taille des colonies, les chromogénes, 1’opacité,
I’¢élévation, 1’aspect de la surface et du contour, ainsi que la consistance) des colonies
obtenues sur milieu solide M17 et MRS (De Mann, Rogosa, Sharp, 1960).

La pureté de la souche est vérifiée sous microscope photonique en utilisant un frottis
frais et des frottis fixés et soumis aux colorations au bleu de méthyléne et de Gram.

11.2.2. Recherche de la catalase et oxydase
La catalase est mise en évidence en émulsionnant la culture bactérienne a tester dans une
solution fraiche d’eau oxygénée a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant sous forme

de mousse traduit la décomposition de 1’eau oxygénée sous I’action de I’enzyme a tester
selon la réaction suivante : 2 H,0, -0, + 2 H,O (Marchall et al., 1991).

Une recherche d’oxydase est une technique d’identification concernant les bactéries a gram

négatif et la recherche d’enzyme oxydase.
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I1.2.3. Identification génétique des souches.
11.2.3.1. Préparation des isolats.

Cette manipulation concerne 2 souches seulement (S5 et S8) sur les neuf souches isolées.
Une colonie de chaque isolat (S5 et S8) pur est repiquée en stries sur milieu gélos¢ PCA-lait
avant d’étre incubée a 37°C pendant 24 a 48 h; puis transportée sous froid au Centre de
Recherche « CRAPC» de Bou-Ismail (wilaya de Tipaza) pour I’identification selon la
méthode employant le MALDI-TOF (de 1’anglais « Matrix Assisted Laser Desorption lonisation -
Time of Flight »).

11.2.3.2. Identification au MALDI-TOF.

Un instrument de type MALDI-TOF est un spectrométre de masse couplant une source
d’ionisation LASER assistée par une matrice désignée « Matrix Assisted Laser Desorption/
lonisation ».

La spectrométrie a temps de vol (TOF-MS, selon 'acronyme anglais « Time of Flight Mass
Spectrometry », est une méthode de spectrométric de masse dans laquelle lesions sont
accélérés par un champ électrique de valeur connue. Il résulte de cette accélération que les
ions de méme charge ¢lectrique acquierent la méme quantité de mouvement La vitesse des
ions, par contre, dépend du rapport masse sur charge. On mesure le temps mis par une
particule chargée pour atteindre un détecteur situé a une distance connue. Ce temps dépendra
du rapport masse sur charge de la particule considérée. Ce sont les particules les plus lourdes
qui seront accélérées aux vitesses les plus basses. La détermination du rapport masse sur
charge découle de ce temps de vol et de la connaissance des autres parameétres expérimentaux

comme la position du détecteur et la tension d'accélération.

Cette méthode se base sur la comparaison de I’empreinte du protéome de chaque souche
bactérienne a celles se trouvant dans une banque de données grace a un logiciel spécifique.
Cette empreinte est générée aprés une ionisation des colonies (des protéines) par un
bombardement laser discontinu, les protéines vont rester séparées grace a une matrice CHCA
(a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) et vont étre dissociées par leurs poids et détectées grace a
leur temps de vol.

Pour cela, quelques colonies, de chaque isolat, ont été récupérées avec le bout d’un cure-
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dent stérile, puis ont été étalées en fine couche sur un spot d’une plaque cible. Chaque film
bactérien a été mélangé a 1 ul d’acide formique 70 %.

Puis 1ul d’une solution de matrice CHCA (CHCA Matrix, Bruker Daltonics Gmbh,
Bremen, Germany) a été ajouté a chaque spot. La plaque (la cible) a été laissée a température
ambiante afin que les mélanges se cristallisent.

Le premier spot de la plaque ne contenait que la matrice CHCA seule (le blanc) et dans le
second spot, une souche Escherichia coli DHS5a a été utilisée comme standard pour le
calibrage de 1’appareil.

Une fois la cible séchée, elle a été introduite dans 1’appareil, 1’analyse commence apres
récupération du vide dans la chambre de la cible (fig.5). L’analyse a été faite selon les
instructions d’utilisation de Bruker Microflex MALDI-TOF MS instrument (Bruker
Daltonics, Gmbh, Bremen, Germany), opérant en mode linéaire d’ion positif, dans un

intervalle de masse compris entre 2000- 20000 Da (Nacef et al., 2016).

D & a TOF ‘

PR - L Dielecion

Spectres

Figure 5: Le principe de I’identification par MALDI TOF

I1.2.3.3. Lecture des résultats

Les spectres de masse enregistrés lors de la manipulation ont été analysés par le logiciel
MALDI Biotyper 4.0 software database (Bruker Daltonics, Gmbh, Bremen, Germany) et
comparés avec les profils fournis par sa base de données. Les similarités ont été exprimées par
une valeur score (log score) ; il n’y a que les scores au-dessus de 1.7 qui ont été pris en
compte comme étant des identifications, les scores en dessous de 1.7 ont été refusés. Le

logiciel a classé les scores obtenus comme suit :
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- Les scores entre 1.7 et 2 impliquent une probable identification au niveau du genre.

- Entre 2 et 2.3 ces scores représentent une identification probable au niveau de 1’espéce avec
un genre sécurisé.

- Au-dela de 2.3 les identifications ont une haute probabilité d’identification de I’espéce.

- Le score 3 est considéré comme un score parfait d’identification (Nacef et al., 2016).

I1.2.4. Croissance sous différentes concentrations de NaCl, a pH 9.8 et thermorésistance
des souches isolées.
La croissance des souches a été testée a trois concentrations différentes de NaCl (2, 4 et
6.5% : P/V), aun pH de 9.8 et aux températures de 10, 45 et 63.5°C.

Les test de thermorésistance ont été réalisés dans des tubes contenant du bouillon M17 ou
MRS inoculés par les souches isolées pour étre ensuite déposés a une température de 10, 45
ou 63.5°C pendant 10 min. Ils sont brusquement refroidis et incubés a 37°C pendant 24 a 48h.
Les tests de croissance des souches a différentes concentrations de Na CI ont été menés dans
les mémes milieux de culture, également incubés 24 a 48h a 37°C.

L’apparition d’un trouble indique une croissance des souches (Badis et al., 2005).

I1.2.5. Résistance a I’a- amylase salivaire

Dans une préparation enzymatique renfermant 75 UE (Unité Enzymatique) d’oa-amylase
salivaire humaine (Sigma, Aldrich, Germany) dans le tampon acétate de sodium (0.1M, pH
5.6) stérilisée par filtration stérilisante a 1’aide de filtres Whatman polysulfoné, 0.22um (fig
6), on incube ImL d’une culture bactérienne (concentration finale 1.10° UFC/mL). On
effectue le dénombrement des cellules viables aprés 48h d’incubation en anaérobiose a 37°C
sur la gélose M17 et MRS cystéiné.

I1.2.6. Résistance des souches aux conditions gastro-intestinales simulées
Dans ce travail, les 9 souches lactiques ont fait 1’objet des différents tests qui simulent le
parcours que peut subir un microorganisme probiotique durant son passage dans le tractus
digestif.
I1.2.6.1. Préparation de I’inoculum
L'inoculum a été préparé en transférant 10 pl de culture de chaque bactérie dans 10 mL de

bouillon MRS et M17 selon la souche considérée et en incubant a 37 °© C pendant 24 h. Les
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cellules ont été récoltées dans un tube stérile puis centrifugées pendant 5 min a 8000

tours/min (fig. 7). Le culot obtenu a été remis en suspension dans du tampon BPS stérile

Figure 6 : préparation d’enzyme d’a-amylase salivaire

pour ajuster la densité optique a 0.5 & lue a la longueur d’onde de 620 nm qui correspond a

de 3,2 x 10° UFC/mL (Kishor, 2005).

11.2.6.2. Conduite du test de résistance des souches aux conditions gastriques simulées
La résistance des neuf souches et la souche témoin Bbl2 a I’hostilité du modele

gastrique simulé¢ (MGS) a été appréciée dans une préparation du suc gastrique simulé a été
préparé en suspendant de la pepsine (Riedel-de-Haén AG, Germany) dans une solution saline
stérile (0,85% NaCl, p / v) a une concentration finale de 3g/ L et en ajustant le pH 2 avec du
HCI 1M stérile en utilisant un pH-métre (Giulio et al., 2005).

- Inoculer 100 pL de cellules bactriennes libres 4 1.10° UFC. mL™ de concentration

finale.

- Incuber a 37°C en anaérobiose pendant 1h30. Les essais sont effectués en triple.

Le nombre de cellules viables a été évaluée par dénombrement sur gélose M17 ou MRS,

une série de dilutions (107107 ....... 107) dans 450 ul de MRS bouillon a été réalisée

(fig. 3 et 4).
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Figure 7 : préparation d’inoculum
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Figure 8 : Méthode des spots (Guiraud, 2012).

Matériel et méthode

26



HADDAD. Y. (2019). Résistance de souches bactériennes isolées de lait d dnesse aux hostilités digestives
simulées in vitro. Master nutrition & pathologies .Univ . Mostaganem.

Pour la réalisation de ce protocole, chaque boite contenant du MRS ou du M17 solide est
divisée en 3 parties; a 1’aide d’une micropipette, on dépose 3 spots (10 pl) d’une dilution dans
chaque partie. Apres avoir déposé les différents diluants dans toutes les boites, on incube le
tout dans I’é¢tuve a 37C° (Guiraud, 2012). Les colonies présentes sur les boites sont
dénombrées apres 24h a 48h d’incubation.

Il y a uniquement les boites contenant 30 a 300 colonies qui ont été retenues. La formule
suivante a été utilisée pour calculer le nombre d’UFC/mL:

N=Z n colonies. 1000 pl/30 pl: nombre des colonies comptées ;

N: unité formant Colonies (UFC).

Pour calculer le taux de survie en pourcentage on utilise la formule suivante:

Taux de survie % = (log UFC a T(n)h / log UFC a TO)x 100

I1.2.6.3. Résistance des souches isolées aux conditions intestinales simulées (0.05g/L de
sels biliaires et 0.1g/L de lysozyme).

Le jus intestinal simulé a été préparé par la suspension du lysozyme (Fluka) (fig.10) dans
le tampon phosphate stérile et en ajustant le pH a 7.5 avec NaOH 0.1 M pour atteindre une
concentration finale de 0,1 g/ L avec 0,05 % de sels biliaires (Sigma) incubationa 37 °C
pendant 12h (Doherty et al. 2011) Les essais sont effectués en triple.

Le nombre de cellules viables a ét¢ évalué par dénombrement sur gélose M17 ou MRS

(Guiraud, 2012).

I1.2.6.4. Résistance des souches isolées aux conditions pancréatiques simulées
Le fluide duodénal artificiel a été préparé a base d’un complexe enzymatique (Ziarno,

2007). Ce fluide duodénal contient

- 5,0 g de NaCl (BIOCHIM, France)

- 0,6 g de KCI (BIOCHIM, France)

- 0,03 g de CaCI2 (BIOCHIM, France)

- 17 g de sels biliaires (Sigma Aldrich Germany) dissous dans 1 L de NaHCO3 1M/ L

(ACROS).

Apres autoclavage (121°C pendant 15 min), Le pH du jus de base étaitde 7+ 0.2 et le
complexe enzymatique a été ajouté (deux capsules par 50 mL de jus).

Une préparation pharmaceutique appelée Creon® 10 000 (Solvay Pharmaceuticals) a été
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Figure 9 : Technique de dilution et de dénombrement (Guiraud, 2012)

Figure 10 : préparation de la solution enzymatique (lysozyme)
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utilisée comme source du complexe enzymatique (fig.11). Une capsule Creon® 10 000
contient :

150 mg d’enzymes de la pancréatine:

10 000 F.I.P. unités de lipases,

8 000 F.I.P. unités d'amylases,

600 F.LP. unités de protéases.
ImL de chaque souche (culture jeune de18h) d’une densité optique de 0.5 a lue a la longueur
d’onde de 620 nm qui correspond & de 3.2 x 10° UFC/mL (Kishor, 2005) est centrifugé a
8000 rpm/ Smin ; le culot est lavé deux fois avec du tampon phosphate de sodium et a servi
pour inoculer le fluide duodénal préparé¢ et qui a été incubé & 37 °C en anabiose pendant Sh.

La proportion des cellules viables a été évaluée par dénombrement sur gélose M17 ou MRS
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Figure 11: Préparation pharmaceutique Creon® (complexe enzymatique).

I1.3. Analyse statistique

Chaque expérience a été indépendamment répétée trois fois dans un dispositif en
randomisation totale et les résultats obtenus ont été soumis a 1’analyse de variance (ANOVA)
en utilisant le logiciel STATBOX (version Pro 6.40). La comparaison des moyennes a été
réalisée par le test de Newman-Keuls au seuil de 5% pour comparaison multiple. La

différence est considérée significative a P<0.05.
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Chapitre I11. Résultats-Discussion

II1.1. Caractéristiques morphologiques et culturales des souches étudiées.
II1.1.1. Caractéres morphologiques des souches étudiées

L’observation macroscopique des neuf souches aprés 1’obtention d’une culture dense sur
milieu M17 et MRS montre des petites colonies blanchatres, de surface lisse plus ou moins

bombées et a contours réguliers.

L’observation microscopique de ces colonies apres coloration de Gram sous un objectif
a immersion d’un microscope photonique (grossissement x 100) laisse apparaitre qu’il s’agit
de coques et coccobacilles regroupés en petites chainettes ou isolées colorées en violet ; ce

sont des bactéries a Gram positif, ce qui confirme la pureté des souches (fig. 12).

S8 S9 S10

Figure 12 : Coloration de Gram de différentes souches testées
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I11.1.2. Caractéres culturaux des souches lactiques étudiées.

Toutes les souches isolées sont capables de croitre sur bouillon MRS et M17 a pH 9.8 et

aussi capable de croitre sur bouillon MRS avec les différentes concentrations de NaCl et les

différentes températures. Les résultats de ces tests sont résumés dans le tableau 7.

Tableau 7: Résultats des tests Catalase, oxydase, et de croissance a différentes
concentrations de NaCl (2, 4 et 6.5% : P/V), a différentes températures (10, 45 et

63.5°C) eta pH 9.8

Souche Catalase Oxydase NaCl (% : P/ V) 10C 45°C 63,5°C
2 4 6.5
S1 _ _ + o+ + + +
S2 _ _ + + + + +
S3 _ _ + + + + +
S4 _ _ + + + + +
S5 _ _ + o+ + + +
S6 _ _ + o+ + + +
S7 _ _ + o+ + + +
S8 _ _ + + + + +
S9 + + + + +
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I11.2. Résistance des souches lactiques isolées aux hostilités digestives simulées in vitro

I11.2.1 Résistance a ’a-amylase salivaire

L'amylase est une enzyme digestive classée comme saccharidase (enzyme qui
dépolymérise les polysaccharides). C'est surtout un constituant du suc pancréatique et de la
salive, requis pour le catabolisme des glucides a longue chaine (comme I'amidon)

en unités plus petites (Labbe et al. 1992).

L'effet de I’a- amylase salivaire sur la viabilité des souches testées est illustré par la
figurel3. Au départ, toutes les souches testées ont montré une perte de viabilité lorsqu’elles
¢taient exposées a cette enzyme. Il y avait une moyenne de 5.86 log UFC/mL de bactéries
testées viables aprés 30 mim d'exposition. Ces bactéries se sont multipliées par la suite pour
atteindre 6.79 log UFC/mL apres 2 h d'exposition. Les souches les plus résistantes a 1’a-
amylase salivaire sont S3, S7, S8 et S10, avec une viabilité 7.71, 7.51, 7.36 et 7.23 log UFC /

mL respectivement. Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Haider et Husain
(2008).
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Figure 13 : Effet de I’a- amylase salivaire (75 UE) sur la
viabilité des souches testées
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I11.2.2. Résistance des souches lactiques isolées aux conditions gastro-intestinales
simulées in vitro
Les souches a potentiel probiotique doivent étre non seulement capables de résister aux
hostilités digestives lors de leur transit par 1’estomac et les intestins, mais aussi avoir la

capacité de proliférer dans I’intestin pour exercer leurs effets bénéfiques sur 1’hote.

I11.2.2.1. Résistance des souches lactiques isolées dans un modele gastrique simulé in
vitro a pH 2.

La résistance des souches lactiques étudiées a I’hostilité gastrique reproduite in vitro
par un modele gastrique simulé (suc gastrique + acidité) est illustrée par le taux de survie de
ces souches dans un tel environnement reporté a la figure 14.

Toutes les souches testées ont montré une perte significativement (p<<0.05) constante

de leur viabilité lorsqu’elles étaient exposées a ces conditions hostiles.
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Figure 14 : Taux de survie (en %) des souches lactiques testées dans un modele

gastrique simulé in vitro a pH=2.
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Au départ, il y avait une moyenne de 6.18 log UFC/mL de bactéries testées viables ; mais
apres 30 min d'exposition, la moyenne de viabilité des cellules a été réduite a 5.09 log UFC /
mL (soit une perte de viabilité de 15%).

Les souches les plus tolérantes aux conditions gastriques dans les premieres 30 min sont
les souches S5 et S8 comparées a la souche probiotique témoin Bb12. La viabilité¢ a encore
¢été¢ réduite a une moyenne de 4.07 log UFC/mL, soit une perte de viabilité¢ de I’ordre de
34.14% aprés 1h30 min d'exposition. Les souches S5 et S8 se sont révélées les plus tolérantes

a l'acidité par rapport a la souche probiotique de référence Bb12.

Certains auteurs comme Shabala et Ross (2008) attribuent cette résistance des souches
aux conditions acides de 1’estomac a la présence chez ces bactéries de 1’acide cyclopropane
synthase qui leur permet de mieux résister a 1’acidité, car cette enzyme a la capacité de

age . .. , 1oLy +
stabiliser la membrane cellulaire en diminuant sa perméabilité aux protons H'.

Les souches de S1 et S2 étaient les plus sensibles aux conditions gastriques apres 1h 30
d'incubation a pH 2. Les résultats de cette étude concordent avec ceux rapportés par Ding et

Shah (2007) pour des bactéries probiotiques libres (non encapsulées).

I11.2.2.2. Résistance des souches lactiques isolées aux conditions intestinales simulées
In vitro (0.05¢g de sels biliaires/L et 0,1g de lysozyme/L)

La tolérance a la bile et au lysozyme (jus intestinal simulé) a été étudiée selon le
protocole de Doherty et al. (2011). Apres 12 h d’incubation, seules les viabilités des souches
lactiques libres (non encapsulées) étudiées S1 et S2 ont été significativement (p<0.05)
réduites de 34.50 et 35.21% respectivement ; ce qui correspond a des taux de viabilité
respectifs de 65.50 et 64.79% (fig. 15).

Les souches S5 et S8 sont les souches les plus tolérantes a la bile et au lysozyme comparées a
la souche témoin Bbl2 ; cette résistance au lysozyme pourrait étre due a 'un des trois
mécanismes moléculaires de résistance suivants préconisés par Lehman et al., (1985) :

- I'inhibition de 1'action lytique du lysozyme

- I'inhibition de l'action non lytique du lysozyme

- I'inactivation du lysozyme.
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Figure 15 : Taux de survie des souches isolées aux conditions intestinales

simulées in vitro (0.05 g/ L de sels biliaires et 0,1 g/ L lysozyme)

I1.2.3. Résistance des souches isolées aux conditions du fluide pancréatique simulées in
vitro.
La survie des souches libres (non encapsulées) aux conditions du fluide pancréatique
simulées in vitro qui contient les enzymes pancréatiques: lipase, a-amylase, protéases est

présentée dans la figure 16.

Les taux de survie obtenus (plus de 80%) reflétent une bonne résistance aux conditions du
fluide pancréatique simulées. Ces taux de survie sont variables selon la souche considérée
mais sont au minimum de 82% de survie et la meilleure tolérance était enregistrée pour a
souche S8. Ces résultats montrent que les neuf souches ont une capacité résistance

significative (p<0.05) aux enzymes pancréatiques comparées a la souche probiotique témoin

Bb12. Certaines souches testées ont non seulement survécu a la présence d’enzymes
pancréatiques mais aussi ont poursuivi leur croissance en affichant des taux de survie de plus

de 100%. Nos résultats sont comparables a ceux de Ziarno (2007).
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Figure 16 : Taux de survie (en %) des souches isolées et exposées aux conditions du fluide

pancréatique simulées.

I1.3. Identification au MALDI TOF /MS des deux souches isolées les plus performantes
aux tests de croissance et de résistance.
Les deux souches les plus performantes (S5 et S8) aux tests de croissance et de résistance
parmi les neuf isolées ont ét¢ identifiés au MALDI TOF / MS. Les résultats obtenus sont

reportés au tableau 8 et ont confirmé leur appartenance au genre Enterococcus.

Par ailleurs, 1’analyse des spectres de masse au MALDI TOF (fig. 17 et 18) nous a montré
que les deux souches (S5 et S8) appartiennent toutes les deux a une méme espece qui est
I’espéece faecium avec des Scores de 2.40 pour S5 et 2.36 pour S8. Selon Nacef et al. (2016),

ces scores sont a haute probabilité d’identification de I’espéce faecium.
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Tableau 8: Identification des souches S5 et S8 par MALDI-TOF/MS avec le score.

Ne° Codes Identification au MALDI TOF Nouveaux codes Score
1 S5 Enterococcus faecium EfDAS 2. 406
2 S8 Enterococcus faecium EfDAS 2.362
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Figure 17 : Profil de spectre de la souche lactique isolée S5
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Figure 18 : Profil de spectre de la souche isolée S8
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Conclusion

Dans cette étude, notre objectif était la recherche systématique de nouvelles souches
lactiques a partir du lait d’anesse pouvant remplir les nombreux et rigoureux critéres que doit

remplir une souche donnée pour 1’acquisition du statut probiotique.

Dans cette optique, nous avons pu isoler neuf souches lactiques a partir du lait d’anesse.
Ces souches ont été identifiées d’abord sur la base d’observations macroscopique et
microscopique, ensuite sur la base de tests biochimiques comme ¢tant des coques et

cocobacilles gram positives.

Ces neuf souches ont subi des tests de croissance sous différentes concentrations en NaCl et
différentes températures avant d’étre engagées dans des tests de résistance aux conditions
hostiles du tractus digestif. Les résultats observés indiquent que les souches les plus

performantes dans ces tests sont les souches S5 et S8.

Nous avons volontairement retenu ces deux souches S5 et S8 pour une identification
moléculaire par la méthode MALDI TOF/MS qui a montré qu’elles appartiennent au méme
genre et a la méme espece qui est Enterococcus faecium avec des scores respectifs de 2.40

pour S5 et 2.36 pour S8.

Etant donné les performances constatées pour ces deux souches en ce qui concerne leur
viabilit¢ lors du transit dans le tube digestif, elles seront retenues pour d’autres tests
d’¢ligibilité au statut probiotique tels que la compétition trophique ou antagonisme vis-a-vis
de germes responsables de toxi-infections, la survie in vivo et I’expression des principales
propriétés probiotiques chez 1’hdte. Ce sont 13, les perspectives a court terme de la continuité

de cette thématique.

1
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Abstract

The aim of this work was to characterize lactic strains isolated from donkey milk by identifying them and testing their growth
potential (at different salt concentrations and different temperatures) and their ability to withstand in vitro simulated
digestive hostilities as a criterion for eligibility for "probiotic" status. The results obtained showed that the nine lactic strains
isolated from the donkey milk used in this work keep growing at 10, 45 or 63.5 °C and in the presence of 2.4 and 6.5% (w/v)
NaCl. They also display a differential resistance capacity depending on the strain type under the conditions of the digestive
tract simulated by salivary a-amylase, acidity and gastric secretion, bile salts, lysozyme and pancreatic enzymes (pancreatin,
lipase, amylase and proteases). Thus, the strains are initially sensitive to salivary a-amylase but recover growth again after
the first 30 minutes of exposure. All strains are slowed in their growth by simulated gastric acidity at levels between 25 and
more than 40%. There were 2 strains (S1 and S2) out of 9 tested whose bile salt and lysozyme survival was significantly (p
<0.05) reduced by 35%. Exposure of lactic acid strains for 5 hours to pancreatic enzymes did not significantly alter their
survival, the lowest (around 80%) was recorded for strains S1, S3 and S7 whereas other strains kept growing giving rise to
more than 100% of survival. It is the S8 strain that has the most resistance to proteases. S5 and S8 strains were the most
resistant strains to the digestive tract conditions, and therefore were selected for molecular identification by MALDI TOF,
which revealed that they belong to the genus Enterococcus. Analysis of the MALDI TOF mass spectra (Fig. 17 and 18) have
shown that the two strains (S5 and S8) belong to the same species which is the species faecium with scores of 2.40 for S5 and
2.36 for S8.

Key words : Donkey milk, lactic acid bacteria, survival, digestive hostilities, Pobiotics.

Résumé

L’objectif de ce travail a été de caractériser des souches lactiques isolées a partir du lait d’dnesse en les identifiant et en
testant leur pouvoir de croissance (a différentes concentrations de sel et différentes températures) et leur capacité de
résistance aux hostilités digestives simulées in vitro en guise de critére d’éligibilité au statut « probiotique ». Les résultats
obtenus ont montré que les neuf souches lactiques isolées a partir du lait d’dnesse utilisées dans ce travail continuent de
croitre a 10, 45 ou 63.5°C et en présence de 2, 4 et 6.5% (P/V) de NaCl. Elles affichent également une capacité de résistance
différentielle selon la souche considérée aux conditions du tube digestif simulées par I’a-amylase salivaire, [’acidité et le suc
gastrique, les sels biliaires, le lysozyme et les enzymes pancréatiques (pancréatine, lipase, amylase et protéases). Ainsi, les
souches sont, au début, sensibles a I’a-amylase salivaire mais reprennent de la croissance apreés les premieres 30min
d’exposition. Toutes les souches sont freinées dans leur croissance par l’acidité gastrigue simulée a des niveaux compris
entre 25 et plus de 40%. 11y a eut 2 souches (S1 et S2) sur les 9 testées dont la survie aux sels biliaires et au lysozyme a été
significativement (p<0.05) réduite de 35%. L exposition des souches lactiques pendant Sh aux enzymes pancréatiques n’a
pas beaucoup altéré leur survie dont la plus faible (aux environs de 80%) a été enregistrée pour les souches S1, S3 et S7;
alors que d’autres souches ont maintenu leur croissance et affiché des taux de survie supérieurs a 100%. C’est la souche S8
qui a le plus résisté aux protéases. Sur I’ensemble des tests de survie aux hostilités digestives réalisés, les souches S5 et S8 se
sont révélées les plus résistantes aux conditions du tube digestif et c’est pourquoi elles ont été choisies pour subir une
identification moléculaire par MALDI TOF qui a révélé qu’elles appartiennent au genre Enterococcus. L’analyse des
spectres de masse au MALDI TOF (fig. 17 et 18) nous a montré que les deux souches (S5 et S8) appartiennent toutes les

deux a une méme espéce qui est 1’espece faecium avec des Scores de 2.40 pour S5 et 2.36 pour S8.

Mots clés : lait d’dnesse, bactéries lactiques, résistance, hostilités digestives, probiotique.




