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Abstract:

This study aims to analyze the article "Ability of lactic acid bacteria isolated from mink to
remove cholesterol: in vitro and in vivo studies by (Hanlu et al,2013)". The cholesterol-
lowering property of lactic acid bacteria (LAB) isolated from mink is evaluated. Two strains,
Enterococcus faecium MDF1104 and Lactobacillus plantarum MDL1118, were shown to
remove cholesterol from broths of natural hen egg yolk and skimmed milk. The cholesterol in
hen egg yolk was reduced by 58.15% and 38% by L. plantarum and E. faecium, respectively.
When the bacteria were used in combination, 48.95% (p < 0.01) of cholesterol was removed
from skimmed milk. Experimental mice remained healthy when fed different doses of the
LAB, and the total serum cholesterol concentration was the lowest (0.90mmol/L) (p < 0.01)
when a combination of L. plantarum and E. faecium was used. Based this results is suggested
that L. plantarum MDL1118, E. faecium MDF1104, or a combination of the 2 strains could be
considered as promising cholesterol-lowering probiotics.

Key words: lactic acid bacteria, cholesterol, assimilation, hypercholesterolemia.

RESUME

Dans ce travail l'article "Ability of lactic acid bacteria isolated from mink to remove cholesterol: in
vitro and in vivo studies de (Hanlu et al ,2013)"est analysé. L'activité d’assimilation du cholestérol
des deux souches, Enterococcus faecium MDF1104 et Lactobacillus plantarum MDL1118 est réalisées
in vitro en utilisant différentes sources de cholestérol. L'effet hypocholestérolémiant des souches est
confirmé par des essais in vivo chez les souris BALB/c et les visons. Les souches ont éliminé le
cholestérol du jaune d'ceuf (58,15 % de réduction) et du lait écrémé (38 % de réduction). Lorsque les
bactéries sont utilisées en combinaison, 48,95 % (p < 0,01) de cholestérol a été retiré du lait écrémé.
Le cholestérol synthétique (2% (m/v) de taurocholate de sodium) est réduit (p < 0,01)  par
Enterococcus faecium (93,13 %) et par L. plantarum (82,22 %). Les souris expérimentales sont
restées en bonne santé lorsqu'elles ont été nourries avec différentes doses de LAB, et la concentration
totale de cholestérol sérique était la plus faible (0,90 mmol/ L) ( p< 0,01) lorsqu'une combinaison de L.
plantarum et E. faecium a été utilisée. Le taux de cholestérol sérique totale rapporté par I'essai chez les
visons males et femelles a considérablement diminué (p = 0,0004) et les taux sériques de triglycérides
chez les visons males (p = 0,45) étaient inférieurs a ceux des visons femelles (p = 0,32) a la méme
dose des souches lactiques. Ces résultats affirment que L. plantarum MDL1118, E. faecium Le
MDF1104, ou une combinaison des 2 souches, pourrait étre considéré comme un probiotique
hypocholestérolémiant prometteur.

Mots clés: bactéries lactiques, cholestérol, assimilation, hypercholesterolemia
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Introduction :

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, gram-positives, hétérotrophes
et chimio-organotrophes. Elles sont le plus souvent immobiles, a sporulées, catalase négative,
oxydase négative, anaérobies facultatives, micro aérophiles, se trouvent dans différentes
niches écologiques trés riches en éléments nutritifs comme le lait et les produits laitiers, les
végétaux, la viande, le poisson, les muqueuses humaines et animales et dans le tractus
digestif, ce qui explique leurs exigences nutritionnelles notamment en acides aminés, acides
gras, peptides, vitamines, sels minéraux et sucres fermentescibles (Tailliez, 2001).

L'intérét des bactéries lactiques pour la santé des consommateurs est reconnu depuis
longtemps et les effets bénéfiques potentiels cités sont nombreux et variés.Parmi ces effets, leur
activité hypocholestérolémiante qui s'explique par trois principales observations faites selon la
bibliographie. La premiére observation date de 1974, lorsque Mann et Spoerry (1974)
démontrérent que chez les tribus Masai, qui pratiquent 1’élevage du bétail, le taux bas de
cholestérol dans le sang s’explique par la consommation journaliere de lait fermenté par des
souches sauvages de bactéries lactiques. La deuxieme observation est celle de Eyssen (1973)
qui a montré par des expériences menées sur des animaux « axéniques » que la microflore
intestinale a un effet direct sur la teneur en cholestérol du sang. Et la troisieme observation est
de Gilliland (1985) qui a montré que certaines souches de bactéries lactiques ont la capacité
d’assimiler le cholestérol. Les probiotiques semblent également posséder une action anti-
cholestérolémiante. En effet, certaines bactéries lactiques inhiberaient la conversion de
I’acétate en cholestérol. L’ingestion de Lb acidophilus diminue le taux de cholestérol dans le
sérum sanguin de la rate (Aly et Alfred, 2011).

Le but de ce travail consiste en une analyse d'un article de recherche qui met en évidence
lactiques isolées du vison afin contribuer a créer des starter de bactéries a potentiel pobiotique
ayant un effet bénéfique concernant les différentes maladies d’hypercholestérolémie.

A cet, effet le manuscrit est structuré en Trois Chapitres; le premier chapitre est consacré a
des rappels bibliographiques sur les bactéries lactiques, le cholestérol et I'effet anti
cholestérolémie. Ensuite, le deuxieme chapitre concerne I'analyse de l'article en y détaillant la
partie Matériels et méthodes et dans le dernier chapitre, les résultats des auteurs de l'article y

sont exploités et discutés.



Chapitre I: Rappels bibliographiques

I.1. Les bactéries lactiques:

1.1.1 Généralité:

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, gram-positives, hétérotrophes
et chimio-organotrophes. Elles sont le plus souvent immobiles, a sporulées, catalase négative,
oxydase négative, anaérobies facultatives, micro aérophiles (Tailliez, 2001).

Elles sont ubiquistes, se trouvent dans différentes niches écologiques trés riches en éléments
nutritifs comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les
muqueuses humaines et animales et dans le tractus digestif, ce qui explique leurs exigences
nutritionnelles notamment en acides aminés, acides gras, peptides, vitamines, sels minéraux et
sucres fermentescibles (Tailliez, 2001).

Ces bactéries, généralement non pathogénes, peuvent étre sous forme de coques ou de
bacilles, et sont parmi les groupes les plus importants de microorganismes utilisés dans la
fermentation alimentaire, ce qui contribue au goQt et a la textures des produits fermentés et a
I’inhibition de la détérioration des aliments causée par d’autres microorganismes (Nordqvist,
2004 ; David et al.,2013).

Selon leurs voies métaboliques empruntées pour la production de métabolites, elles sont
classées en deux grandes catégories homofermentaires ou homolactiques, produisant
exclusivement de I’acide lactique et hétérofermentaires, pour celles qui produisent en plus de
I’acide lactique, de 1’acide acétique (hétérolactiques facultatives) ou encore de I’éthanol et du
CO2 (hétérolactiques strict). (Frey et Hubert, 1993).

Les bactéries lactiques se réferent a un grand groupe de bactéries représentées par divers
genres appartenant au phylum Firmicutes: Carnobacterium,Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus,Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcuset Weissella. et au phylum Actinobacteria:
Aerococcus, Microbacterium et Propionibacterium ou alors faisant partie des Bifidobacterium
(Figure 1).(Makarova et al, 2006).

1.1.2. Classification des bactéries lactiques :

Plusieurs caractéristiques physiologiques, biochimiques et moléculaires contribuent a
I’identification des bactéries lactiques et permettent de les classer selon les différents genres

bactériens du groupe des bactéries lactiques:



1.1.2.1. Caractérisation phénotypique:

Il s'agit essentiellement des caractéristiques physiologiques et morphologiques ce qui permet
de classer les bactéries lactiques selon la forme cellulaire, selon la température de croissance,
le mode de fermentation du glucose et de la forme de I’acide lactique produit (de Roissart et
Luquet, 1994b ; Orla-Jensen, 1919).

1.1.2.2. Caractérisation moléculaire :Les methodes d'extraction d'’ADN: d'hybridation ADN-
ADN (PCR et amorce ADN) et le séquencage du géne de I'ARNr 16S, ont permis
classification plus rigoureuse des bactéries lactiques en regroupant certaines especes et/ou en
séparant d’autres avec la création méme de nouveaux genres comme la séparation du genre
Streptococcus en : Streptococcus sensu stricto, Lactococcus et Enterococcus (Hardie et
Whiley, 1997), le regroupement des espéces proches de Lactobacillus pour la création du
genre Carnobacterium (Hammes et Hertel, 2006), ou celui des bactéries isolées du vin pour
en créer le genre Oenococcus (précédemment classées dans le genre Leuconostoc (Dicks et
al., 1995) et l’apparition des genres Tetragenococcus et Aerococcus a partir du genre

Pediococcus; formant ainsi des lignées phylogénétiques distinctes(Figure 1).

1.1.2.3. Caractéristiques des principaux genres de bacteéries lactiques:

1.2.3.1. Le genre Lactobacillus sp :

Les lactobacilles sont des cellules allongees, régulieres en forme de batonnets ou
coccobacilles isolés ou en chainettes de taille variable, apyrogéne immobiles ou mobiles grace
a des flagelles périt riches anaérobies facultatifs. Leurs exigences nutritionnelles complexes et
leurs températures de croissance sont trés variables d’une espece a 1’autre (2 a 53°C) mais
elles sont toutes acidophiles avec un Ph optimal de croissance de 5,5 a 6,2. Leur GC% sont de
36 a 47 (de Roissart et Luquet, 1994b ; Salvetti et al., 2012).

Selon le type fermentaire et le résultat des produits de fermentation, les lactobacilles sont
subdivisés en trois sous-groupes (Salvetti et al., 2012) :

> Groupe A “Thermobacterium” : représenté par les lactobacilles homofermentaires
obligatoires thermophiles, ce groupe ne fermente que les hexoses en acide lactique via la
voie d’Embden-Meyerhof-Parnas (EMP ou glycolyse). Il est principalement connu par les
especes : Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. Acidophilus; souvent utilisées en industrie
laitiére.

> Groupe B “Streptobacterium”: comprenant les lactobacilles hétérofermentaires

facultatifs et mésophiles. Ce groupe connu par les especes: Lb.plantarum, Lb.casei,



Lb.rhamnosus, Lb.graminis...etc, est caractérisé par la capacité a fermenter les hexoses en
acide lactique via la voie EMP ; et a dégrader les pentoses et le gluconate par la voie du
pentose phosphate (PP). Ceci par I’intervention de 1’enzyme phosphoketolase, produisant de
I’acide acétique, de I’éthanol et de 1’acide formique.

> Groupe C “ Betabacterium ” : englobant les lactobacilles hétérofermentaires stricts ;
les bactéries de ce groupe transforment, exclusivement, les hexoses et les pentoses en acide
lactique, éthanol (ou acide acétique) et CO2 a travers la voie du phosphogluconate. Ce groupe
comprend des espeéces a faible capacité¢ acidifiante (0.5% d’acide lactique) tel que :

Lb.brevis,Lb.buchneri, Lb.fermentum, Lb.kefir...etc.

_Lb deibrucks group
Weaissela -
o Lb casai-
Louconostoc , P\m:a zoscus
s P ‘
Oenococcus e
Tetragenncoocus
vago- \ coccus
coerus
Emero-
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/ Strepto-
Camo- \ coccus
bacterium
-
" Bacillus
- -~ Staptwylccocous
Aero- Ustona
cocous

Figure 1 : Arbre phylogénétique des bactéries lactiques (Axelsson et Ahrne, 2000).

1.2.3.2. Le genre Streptococcus sp :

Les streptocoques sont des cocci a Gram positif non mobiles, appartenant a la famille des
Streptococcaceae. Actuellement, 66 espéces et 12 sous-especes sont reconnues comme
membres du genre Streptococcus ;Streptococcus thermophilus est percue comme une bacterie
alimentaire qui a récemment émergee et qui a évolue a partir d'un ancétre commensal par la

perte et le gain de fonctions (Delorme et al., 2010).



Streptococcus thermophilus est une bactérie lactique d'importance économique majeure
provenant des produits laitiers. Cette especeest généralement reconnue comme slre pour les
produits alimentaires et le statut de présomption d'innocuité reconnue en Europelui a été
accordé. Elle est historiquement largement utilisée pour la fabrication de yaourt et de fromage
en association avec d'autres bactéries lactiques tels que Lactobacillus delbrueckiisub sp.

Bulgaricus et Lactococcuslactis (Hols et al., 2005).

1.2.3.3. Le genre Leuconostoc sp:

Ce sont des cellules de formes coccoide ou ovoide, disposees par paires ou en chaines. Elles
se distinguent des autres coques par leur métabolisme hétérofermentaire, elles ne produisent
pas d’ammoniaque a partir de I’arginine et forment a partir du glucose de I’acide lactique de
forme D (-). Ce genre de bactéries lactiques peut croitre a une température variante de 1 a
30°C, avec une température optimale de croissance de 25 a 30°C. Il est représenté par
I’espéce modele Leuconostoc mesenteroides (Bjorkroth et Holzapfel, 2006).

1.2.3.4. Le genre Weissella :

Découvertes en 1993 par Collins et ses collégues, aprés une analyse phylogénétique de
I’ARNr 16S d’un genre de Leuconostoca typique. Les cellules de ce genre sont en forme de
batonnet courts ou coccoides, non mobiles, séparées par paires ou en courtes chaines.
Possédant un métabolisme hétéro fermentaire, et produisent généralement a partir du glucose
de I’acide lactique de forme (DL). Les Weissella poussent a 15°C mais certaines d’entre elles
supportent une température de 45°C (Bjorkroth et Holzapfel, 2006 ; Fusco et al., 2015).

1.2.3.5. Le genre Enterococcus sp:

Ce genre découle des streptococcus apres I’apparition de la caractérisation moléculaire et il
est reconnu par I’espéce type Enterococcus faecalis responsable de certaines infections
humaines. |l se caractérise par un métabolisme homofermentaire, et se distingue par une
aptitude de croissance dans un intervalle de température variant de 10°C a 45°C, dans un
milieu salé a 6,5% de NaCl, a un pH de 9,6 ou dans un milieu contenant 40% de bile.(Hardie
et Whiley, 1997).

1.2.3.6. Le genre Carnobacterium :

Considéré pendant longtemps comme des lactobacilles atypiques, isolés généralement des
produits d’origine animale (bceuf, volaille, poisson...), réfrigérés ou empaquetes sous vide. Ce

genre de bactéries est étroitement lié au lactobacille, et peut partager les mémes niches
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écologiques. Il se présente sous forme de petits batonnets isolés, par paires ou en courtes
chaines, asporogenes, mobiles ou non ; ces bactéries peuvent se développer & 10°C mais pas a
45°C, ni en présence de 8% de Na Cl, comme elles peuvent supporter un pH allant de 6.8 & 9.
Ce genre est désigné par I’espece type Carnobacteriumdivergenset cing autres: Ch.mobile,

Cb.funditum, Cb.alterfunditum, Cb.gallinarum, Ch.pscicola(Hammes et Hertel, 2006).

1.2. Intérét des Bactéries Lactiques:

L’importance des bactéries lactiques connait une croissance industrielle par leur mécanisme
fermentaire, leur permettant de transformer des sucres simples comme le lactose ou le glucose
en acide lactique ou autres acides et alcool, ce qui confére aux aliments d’importantes
propriétés organoleptiques; c'est le cas notamment du genre Lactobacillus sp qui est
largement utilisé dans les fermentations laiteries, et en fromagerie pour apporter un meilleur
gout et une meilleure texture au produits; ces propriétés organoleptiques permettent d’abonnir
la nourriture et d’améliorer 1’appétence et la texture ; et augmentent la popularité des aliments
fermentés par rapport aux non fermentés. L’addition d’acide citrique dans certains produits
alimentaires, afin d’abaisser le pH, n’a pas réussi a rivaliser les résultats obtenus par les acides
produits par les aliments fermentés, principalement dans I’influence de la texture et les
qualités induites par les bactéries lactiques. Cependant, les mécanismes spécifiques par
lesquels est produite la saveur sont encore peu connus (Chelule et al., 2010).

En effet, la fermentation traditionnelle est un processus alimentaire dans lequel les bactéries
utilisent les sources de carbone comme substrat pour se propager. Ce type de fermentation est
connu depuis bien longtemps, notamment dans les pays de 1’ Afrique ou beaucoup d’aliments
traditionnels ne se conservaient que de cette maniére. Dans le nord-africain comme dans le
sud, une importante consommation de produits laitiers fermentés (jben, lben, smen,
raib,zabadi, sethemi, Kule, naoto, Susac, Amasi...), de végétaux et céréales (olives de table,
citron, figues, concombre, hrissa, amahewu, ancwancwa, togwa ...), ou encore de viande et de
poisson (gueddid, khlii, lanhouin...) est enregistrée (Chelule et al., 2010 ; Benkerroum,
2013).

Casalta et Bona (2009) démontrent I’importance des ferments lactiques spécifiques pour
I’amélioration des qualités sensorielles et sanitaires des fromages traditionnels. Cependant, les
mécanismes spécifiques par lesquels est produite la saveur sont encore peu connus (Chelule
et al., 2010).

Aussi, certains aliments aux valeurs nutritives pauvres, comme les céréales; acquierent grace

aux enzymes activées par les bactéries lactiques aprés fermentation (protéase, amylase,

6



lypase...), ’augmentation de leurs valeurs nutritives, en hydrolysant les polysaccharides, les
protéines, et les lipides qu’ils contiennent. D’un autre c6té, les ferments lactiques peuvent
augmenter le niveau de vitamines dans les aliments, ou réduire celui de ’acide phytique, et
des tannins engendrant la biodisponibilité des minéraux tels que le fer, des protéines et des
sucres simples (Chelule et al, 2010).

Par ailleurs, les bactéries lactiques jouent un réle important comme supplément dans la
bioconversion des produits laitiers fermentés, des viandes et des légumes. Elles sont aussi
impliquées dans la bio préservation de nombreux produits alimentaires fermentés réservées
tant a 1’alimentation humaine qu’a D’alimentation animale (vins, café, cacao, levains,
ensilage...) (Matamoros, 2008). En effet, plusieurs recherches ont mis en évidence
I’efficacité antimicrobienne des bactéries lactiques, notamment dans le role de la bio
préservation des aliments contre les bactéries indésirables et pathogenes (Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Clostridiumbotulinum., E-coli) et ceci soit en inoculant
directement les aliments avec ces bactéries ou en leur additionnant 1’agent anti bactérien
purifié (Schillinger et al., 1996 ; Ponce et al., 2008).

3. Domaine médicale (sante):

Plusieurs effet santé ont été rapportés par la littérature sur les bactéries lactiques au vue de
leurs potentialités probiotique , surtout qu'ils colonisent I’intestin de la plupart des animaux et
de I'nomme, et exercent un effet sur leurs systemes immunitaires, souvent, en tant que
probiotique pour améliorer certaines fonctions biologiques de leurs hétes (Perdigon et al.,
2001) et interviennent dans le contrdle des infections intestinales comme la prévention des
diarrhées (Herich et Levkut, 2002).La propriété d'antagonisme bactérien vis-a-vis de
plusieurs microbes pathogénes et la production de différents agents antimicrobiens permet
I'utilisation des bactéries lactiques comme alternative a I’'usage des antibiotiques (Nicolas et
al., 2007). Certaines études ont aussi démontré I’implication de bactéries lactiques dans
I’amélioration de la digestion du lactose (Robin et Rouchy, 2001), la régulation du taux de
cholestérol dans le sang ainsi que le contréle de quelques types de cancer en agissant comme
anti tumoral (Gilliland, 1990 ; Perdigon et al., 2001 ; Chelule et al., 2010).

I1. Les bactéries lactiques ethypercholestérolémie:

Certains probiotiques peuvent prévenir de 1’hypercholestérolémie en favorisant I’utilisation du
cholestérol par le foie, notamment par leur activité BSH (Klaver et van der Meer, 1993). Il

existe de nombreuses études reliant la réduction du cholestérol et la capacité des probiotiques
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a déconjuguer les sels biliaires(Klaver et van der Meer, 1993) et leur capacité a précipiter le

cholestérol in vitro pourrait avoir la méme conseéquence physiologique (Mathara et al.,2008).

En effet, chez des rats hypercholestérolémiques, 1’ingestion de Lb. acidophilus ATCC 43121
permet de réduire le cholestérol du serum (Park et al., 2007). D’autres auteurs ont montré que
I’ingestion de Lb. plantarum KCTC3928 chez la souris a des effets hypocholestérolémiants en
modulant les génes et enzymes clés impliques dans le métabolisme hépatique du cholestérol
(Jeun et al.,2009). Le cholestérol restant peut étre oxydé par les especes réactives de
I’oxygene et promouvoir ainsi la formation de thrombus. La consommation de lait fermenté
par Lb.fermentum ME-3 possédant des propriétés antioxydantes est capable d’améliorer les
marqueurs anti-artérogénes chez 1’Homme sain (Kullisaar et al., 2003).

I1.1. Le cholestérol sanguin:

Le cholestérol est une substance molle et cireuse de couleur laiteuse, fabriquée par
I'organisme humain et animal. Il fait partie des graisses ou lipides (de la famille des stérols)
des organismes vivants et est indispensable a leur bon fonctionnement, que 1’on retrouve
normalement dans le sang dont il joue un role central dans de nombreux processus
biochimiques (Genest, 2000). C'est une molécule biologique .1l porte un groupe hydroxyle
OH sur le carbone-3 (figure2) (Hames et al., 2000; Borg et Reeber, 2004).

Figure 2 : Formule développée du cholestérol (Camus, 2018)

11.1.1. Les différentes formes de cholestérols :

11.1.1.1. Le HDL-cholestérol ou ""bon cholestérol'* :

Il s'agit d'une lipoprotéine de haute densité (HDL ou "high density protein™), qui a pour
fonction de transporter I'excédent de cholestérol dans le sang vers le foie et qui participe ainsi
a I'élimination de cette graisse par I'organisme. Cette variable représente le "bon" cholesterol,

celui pour lequel il est préférable d'obtenir des valeurs fortes. Plus le taux sanguin de HDL-


https://www.doctissimo.fr/html/sante/analyses/ana_lipidique03.htm

cholestérol est élevé, plus le risque d’athérosclérose (lorsqu'il y a des plaques d'athéromes) est
faible. On considére habituellement que sa concentration doit dépasser au minimum 35 mg/dl
ou 0,9 mmol/l. Les valeurs observees sont, en régle générale, plus importantes chez les
femmes. A partir du HDL-cholestérol, on peut également mesurer le rapport Cholestérol
total/HDL-cholestérol, dont la valeur standard est de 4,0. Au-dessus de ce chiffre, on estime

que le risque artériel est important. ( Tutin., 2018).

11.1.1.2. Le LDL-cholesterol ou ""mauvais cholestérol»:

Il s'agit d'une lipoprotéine de basse densité (LDL ou "low density protein™), qui transporte le
cholestérol provenant des aliments vers les tissus. Il représente le "mauvais” cholestérol et il
est bon d'avoir de faibles taux de LDL-cholestérol. La probabilité d’athérosclérose est, en
effet, d'autant plus forte que la valeur du LDL-cholestérol est élevée. Le taux du LDL-
cholestérol est, en général, calculé a partir des triglycérides (TG), une autre variable lipidique,
du HDL-cholestérol et du cholestérol total selon la formule de Fridewald*. On peut aussi
mesurer le taux de LDL-cholestérol par technique d'ultracentrifugation, mais ce dosage n'est
pas effectué en routine. Le taux de LDL-cholestérol a atteindre dépend du risque
cardiovasculaire de chaque patient. Le niveau de risque est calculé pour chaque patient, en
fonction de facteurs de risque cardiovasculaire connu, en se basant sur le Systematic
CoronaryRisk Estimation (SCORE) qui évalue ce risque a 10 ans. Le SCORE permet ainsi de
définir : Un risque faible (SCORE<1%) ; Un risque modeéré (1 % < SCORE < 5 %) ; Un
risque élevé (5 % < SCORE < 10 %) ; Un risque trés élevé (SCORE > 10 %). (Tutin., 2018).

11.1.2. Métabolisme du cholestérol:

Le cholestérol présent dans I’organisme provient de deux sources distinctes le Métabolisme
endogene qui est principalement hépatique et intestinale mais également dans les surrénales,
les testicules, la peau et le systeme nerveux et le Métabolisme exogene est fourni par
I'alimentation en graisses animales. Les aliments les plus riche en cholestérol sont : les abats
(foie, cervelle), crustacés et mollusques, jaune d'ceuf, beurre. L'apport endogene couvre
environ 75%, alors que l'apport exogene constitue environ25% et lorsque la consommation
de cholestérol diminue, le foie compense en le produisant en plus grande quantité (Charrel et
al.,1991). En effet, en plus de I’apport exogéne en cholestérol, toutes les cellules sont
capables de synthétiser leur propre cholestérol méme si le lieu principal de synthése est le foie
(50% de la synthese) (Repa et Mangelsdorf, 2000).1l est synthétisé dans le réticulum

endoplasmique des cellules, ou se trouvent la plupart des enzymes responsables de sa
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biosynthese (Luu et al., 2015).

11.1.3. Dégradation du Cholestérol:

Le Cholestérol est majoritairement converti en Acides Biliaires dans le Foie, sécrété dans la
bile puis excrété dans le Tube Digestif. Les Acides Biliaires peuvent y étre métabolisés par
des bactéries et sont soit éliminés dans les féces, soit récupérés dans le cycle entéro-hépatique
et recyclés. (Raymond, 2012).

Dans le Tube Digestif, les Acides Biliaires ont pour rdles principaux : 1’émulsification des
grosses gouttelettes lipidiques en gouttelettes plus petites et la formation de micelles avec les
lipides alimentaires (AG, TAG, Vitamines, Phospholipides) pour faciliter leur
absorption.(Raymond, 2012).Ces acides biliaires, appelés AB primaires (ABI) sont de deux
types chez I’'Homme : 1’acide cholique et 1’acide chénodésoxycholique. Ils sont ensuite
conjugués avec de la glycine ou de la taurine formant ainsi les acides glyco- et tauro-
choliques et les acides glyco- et tauro-chénodésoxycholiques. Sécrétés dans la bile grace au
systeme vésiculaire des hépatocytes, leurs propriétés amphiphiles leur permettent de
s’associer avec des phospholipides et du cholestérol pour former des micelles. Cet ensemble
appelé sels biliaires est ensuite sécrété dans le duodénum et avant d’atteindre 1’anus, ils
passent par le c6lon ou ils rencontrent les bactéries du microbiote intestinal qui vont modifier
les ABs : déconjugaison, oxydation, épimérisation, désulfatation, etc. Les molécules ainsi
générées sont alors appelées acides biliaires secondaires (ABII) (Li et Chiang, 2009).
Cependant, la spécificité des acides biliaires et leur mécanisme d’action restent un vaste sujet

d’étude a approfondir pour mieux les comprendre. (Vitek et Haluzik, 2016).

11.1.4. Réle biologique du cholestérol:

Le cholestérol est indispensable a nos cellules puisqu’il possede deux roles essentiels. Comme
élément structural; il entre dans la composition des membranes cellulaires pour contribuer a
leur fluidité et leur bon fonctionnement mais aussi dans la couche externe des lipoprotéines
plasmatiques (qui permettent le transport des lipides dans le plasma) et comme précurseur de
composés biologiques : c’est un précurseur de la vitamine D3 appelée cholécalciférol. Sa
synthese se fait au niveau de la peau grace a 1’action des UV donc le cholestérol contribue au
maintien de I’intégrité du squelette. C’est également un précurseur indispensable pour la
biosyntheése des hormones stéroides (cestradiol et testostérone) ainsi que des corticostéroides

(cortisone, cortisol et aldostérone) et des composants de la bile que sont les acides biliaires.
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Ceux-ci sont indispensables a 1’absorption intestinale des vitamines liposolubles. (Lehmann-

Che, 2012).
11.1.5. Pathologie provoqueé par le cholestérol:

Des complications liées a I’hypercholestérolémie peuvent apparaitre. L’ hypercholestérolémie
est soit dite primaire d’origine endogéne génétique, soit secondaire, liée a des facteurs socio-
économique et au mode de vie tel que les habitudes alimentaires (un régime riche en
cholestérol et acides gras trans), le manque d'exercice physique, la sédentarité, le tabagisme,
I’alcool et I’obésité, sont tous a I’origine de I’excés du mauvais cholestérol. L’insuffisance
rénale chronique, le syndrome néphrotique, 1’hypothyroidie et la prise de certains
médicaments tel que la progestérone, peuvent entrainer une hypercholestérolémie secondaire.
En effet, L hypercholestérolémie se définit par un exces de cholestérol dans le sang, dont la
teneur est supérieure ou égal a 2,5 g.L-1, ce n’est pas une maladie en soi mais un trouble
métabolique dont le caractére pathogéne est lié a la répartition du cholestérol dans les
lipoprotéines, qui peuvent se révéler athérogene, car un exces de LDL et de VLDL par
rapport aux HDL est considéré comme un facteur de risque de maladies cardiovasculaire(
Holewijn et al.,2010) L’hypercholestérolémie provoque un dysfonctionnement
cardiovasculaire, en raison de son action directe sur la fluidit¢ membranaire, les activités
enzymatiques et les transporteurs cationiques dans les cellules endothéliales, les cellules du
muscle lisse vasculaire et les cardiomyocytes, ainsi que I’apparition de la plaque d’athérome,
en raison des produits oxydatifs du cholestérol (Stapleton et al.,2010).

Par ailleurs, un taux élevé de cholestérol augmente le risque de maladies cardiovasculaires,
d’AVC et de dépot de corps gras dans les artéres ou sur les tissus. Ce dépot graisseux forme
une plaque sur les vaisseaux sanguins, et peut également boucher les artéres, dont I’artére
coronarienne qui irrigue le cceur. Ce phénomeéne est appelé athérosclérose, il s’agit d’un
durcissement des artéres qui accroit le risque de douleurs thoraciques et de crises cardiaques.
En général, lorsque I’on se rend compte de ce trouble, les artéres ont déja perdu 75% a 90%
de leur fonctionnalité. C’est pour cela qu’il est important de vérifier réguliérement ses taux de
cholestérol total et de triglycérides sanguins afin de prendre le plus rapidement possible les
mesures necessaries (Pierre,2016).

En fin, leCholestérol apporté par l'alimentaire peut provoquer des troubles lipidiques. En
effet, Des études réalisées chez le rat ont montré qu’un régime enrichi en cholestérol
alimentaire (1%), entraine au niveau plasmatique une augmentation du CT et du C-LDL et

une diminution des teneurs en TG et en C-HDL, alors qu’au niveau hépatique, ces deux
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derniers parameétres sont augmentés (Wang et al., 2010).

11.2. Activité hypocholestérolemiante des bactéries lactiques:

Plusieurs recherches, ont démontré les différents mécanismes régulant le taux du cholestérol
par les bactéries lactiques. En effet, (Tahri et al., 1995) ont étudié ’action réductrice du
cholestérol chez les bifidobactéries et ont observé qu’il existe une forte affinité de liaison
entre la paroi cellulaire des souches bifides et la molécule de cholestérol. Cette liaison a été
considérée comme étant une assimilation qui dépendrait, selon les auteurs, de la croissance
des souches. Par ailleurs, la présence de sels biliaires dans le milieu de culture est
indispensable pour I’expression de toute activité significative réductrice de cholestérol de la
part des bifidobactéries. De ce fait, ces auteurs ont suggéré que le mécanisme bactérien
réducteur de cholestérol est 1’union des deux effets: assimilation bactérienne directe de
cholestérol et/ou co-précipitation avec les sels biliaires déconjugués. (Ziar, 2013).

Aussi l'utilisation des prébiotiques en association des probiotiques lactiques permet,
d'améliorer I'action hypocholestérolémiante des bactéries lactiques. EffectivementlLa
fermentation des fructo-oligo saccharides par Lactobacillus acidophilus a provoqué une
suppression de la synthése des triglycérides et du cholestérol-VLDL au niveau du foie,
aboutissant a une diminution marquée de la triglycéridémie, et dans une moindre mesure, de
la cholestérolémie (Bengmark, 2000 ; Ziar, 2013).Chez le rat, I’administration du raffinose
et de Lactobacillus acidophilus réduit significativement la triglycéridémie et résulte en une
augmentation de la synthése hépatique du cholestérol-HDL et du butyrate, I’acide gras a
courte chaine qui représente la source privilégiée (absorbé par le colon) d’énergie nécessaire
au renouvellement des cellules coliques (Tortuero et al., 1997). Le butyrate stimule
également la prolifération des cellules épithéliales et favorise I’absorption du Ca2+, Mg2+ et
Fe2+ (Delzenne et Roberfroid, 1994; Ziar, 2013).
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Partie |l

Materiels et methodes



Partie I1: Matériels et méthodes

Dans cette partie nous avons analysez l'article ; Ability of lactic acid bacteria isolated from
mink to remove cholesterol: in vitro and in vivo studiesde (Hanlu et al.,2013), qui consiste a
déterminer la Capacité des bactéries lactiques isolées du vison a éliminer le cholestérol selon

deux études in vitro et in vivo.

. Matériels:

I.1. Matériel biologique:

Les souches de bactéries lactiques utilisées sont représentées dans le tableau 01:

Souches Origine Références
Lactobacillus plantarum isolées a partir de l'intestin de | (Garrity et al. 2004).
MDL1118 vison

Enterococcus faecium isolées a partir de l'intestin de | (Garrity et al. 2004).
MDF1104 vison

1.2. Milieux de culture:

Les cultures lactiques ont été maintenues et repiquées dans le bouillon de (MRS) (Deman et
al., 1960) (bouillon MRS (Oxoid) et bouillon MRS supplémenté avec 0,2% (m / v) de
thioglycolate de sodium (Sigma))

Il. Méthodes:

I1.1. Préparation des cultures bactériennes:

Les souches sont transférées trois fois dans le bouillon MRS et incubées a 37 ° C pendant 24
h. Des grains de culture de chaque souche de 10°ufc / mL sont par la suite conservées a 4 ° C
et sont repiquées deux fois avant l'utilisation expérimentale. La croissance bactérienne de
chaque souche est suivi trois fois toute les 02h pendant 36 h, en mesurant la densité optique
des bouillons de culture a 650 nm par spectrophotométrie visible (Specord 50, Jena,

Analytikjena, Allemagne). Un bouillon stérile non inoculé a été utilisé comme témoin.

11.2. Etudes in vivo:

I1.2.1.Elimination du cholestérol du jaune d'ceuf:

Le protocole de (Hua et al., 2007), est adapté pour la réalisation de ce test, brievement, un
bouillon MRS fraichement préparé a été complété avec 4% de jaune d'ceuf de poule frais du
commerce comme source de cholestérol, est inoculé par 100 uL de culture de 18 h de L
plantarum MDL1118 ou E. faecium MDF1104, puis incubés a 37 ° C pendant 24 h. Les
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cellules sont retirées du bouillon par centrifugation a 5400 g pendant 15 minutes a 4 ° C aux
intervalles de temps de 4, 8, 12, 16 et 24 h aprés inoculation afin de mesuréel'élimination du
cholestérol du jaune d'ceuf par une méthode colorimétrique modifiée, telle que décrite par
(Rudel et Morris, 1973), qui permet dedéterminer la quantité de cholestérol dans le
surnageant. Le pourcentage de cholestérol éliminé a été estimé a l'aide de la formule
suivante:

Pourcentage de cholestérol éliminé = [(quantité de cholestérol du contrble - quantité de

cholestérol du groupe inoculé) / (quantité de cholestérol du contréle)] x 100

11.2.2.Elimination du cholestérol du lait écrémé:

Le bouillon de lait écrémé est préparé avec 12 % de lait écrémé comme source de cholestérol
et 8 % de glucose. 5 ml de bouillon sont inoculés par 100uL de culture de 18 h de L.
plantarumMDL1118, E. faeciumMDF1104, et d'autre 5ml sont inoculés par une combinaison
des 2 bactéries. Les bouillons sont incubés pendant 24 h a 37°C avant d'étre centrifugé a
5400g pendant 15min a 4°C et La méme méthode décrite ci-dessus a été utilisée pour mesurer
I'élimination du cholestérol. (Rudel et Morris, 1973).

Le pourcentage de cholestérol éliminé a été estimé a l'aide de la formule suivante:
Pourcentage de cholestérol éliminé = [(quantité de cholestérol du contrble - quantité de

cholestérol du groupe inoculé) / (quantité de cholestérol du contréle)] x 100

11.2.3.Elimination du cholestérol de synthése en absence de sels biliaires:

Une solution de cholestérol stérilisée par filtration (10 mg/mL dans de I'éthanol) a est ajoutée
au bouillon MRS a une concentration finale de 70 g/ mL(Kimoto et al.,2002). Le bouillon est
ensuite ensemencé avec 1% de culture de 18 h de L. plantarum (MDL1118), E. faecium
(MDF1104), ou une combinaison des 2 bactéries puis incubées pendant 24 h a 37°C. Apres
incubation, les cellules sont éliminées par centrifugation comme décrit ci-dessus (Rudel et

Morris, 1973) et le pourcentage de cholestérol est déterminé dans les deux bouillons.

11.2.4. Elimination du cholestérol de synthése en présence de sels biliaires:

Un bouillon MRS fraichement préparé additionné de 0,2% de thioglycolate de sodium comme
source de sel biliaire. 1 % de chacune des 2 LAB, a servi a l'inoculation du bouillon MRS
(0,2% sels biliaires) additionné de cholestérol soluble dans I'eau (sébacate de

polyoxyéthanylcholestéryle) (Sigma, USA) stérilisé par filtration avant d'étre ajouté au
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bouillon a une concentration finale de 70 g/mL(Kimoto et al., 2002), puis incube a 37 °C
pendant 24 h. Aprés incubation, les cellules sont centrifugées et la concentration de
cholestérol restant dans le bouillon est déterminée en utilisant la méthode colorimétrique

modifiée comme décrit ci-dessus (Rudel et Morris, 1973).

11.3. Etude in vivo:

11.3.1. Expérimentation sur des Souris BALBI/c:

11.3.1.1.Condition d'élevage et alimentation des souris:

Au total, 60 souris males BALB/c agées de 45 jours (22,1 + 0,2 g) ont été réparties au hasard
en 4 groupes (15 par groupe). Les souris étaient logées dans des cages en plastique par
groupes de 5 par cage, avec 3 cages répétées par groupe, et nourries avec un régime
commercial normal (c'est-a-dire 21 % de protéines, 8 % de fibres, 10,5 % de minéraux et
vitamines, 1,4 % de calcium, 0,7 % de phosphore, et 87 % de matiére séche) pendant 40 jours
avec de I'eau ad libitum. Les groupes expérimentaux étaient les suivants:

(1) Groupe témoin,

(2) Régime de base supplémenté en MDL1118.

(3) Régime de base supplémenté en MDF1104

(4) Régime de base supplémenté en MDL1118 et MDF1104

11.3.1.2. Protocole expérimentale:

Des cultures d'une nuit de LAB sont fraichement préparées chaque jour, centrifugées a 54009
pendant 15 min & 4 °C, puis le culot cellulaire est remis en suspension & environ 1 x 10°
UFC/mL dans une solution saline normale. Chaque souris recoi 0,3 mL de suspensions
(environ 3 x 108 UFC) par gavage intragastrique pendant 35 jours. Le groupe témoin a regu la
méme quantité de solution saline par gavage. A la fin de la phase expérimentale de 5
semaines, les souris sont mis a jeun 12 h avant le sacrifice sous anesthésie avec du
pentobarbital sodique par injection intrapéritonéale.

1 mL de sang prélevé immédiatement dans des tubes stériles par ponction cardiaque et
centrifugé a 5000g pendant 10 min a 4°C, ont servit pour mesurer les taux sériques de
cholestérol total a I'aide d'un analyseur biochimique automatique (AMS-18, Medsoul, Chine)
11.3.2. Expérimentation sur les visons:

11.3.2.1. Condition d*élevage et alimentation:

Un total de 160 (moitié male et moitié femelle), visons de 30 jours (Mustela vison) ont été
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répartis au hasard en 4 groupes (40 par groupe). Les groupes expérimentaux étaient les
suivants:

(1) Groupe témoin (pas de supplément).

(2) Groupe dont I'aliment est supplémenté avec une faible dose de MDL1118 ou MDF1104
(c'est-a-dire 6 x 10° UFC/qg).

(3) Groupe dont l'aliment est supplémenté avec une dose intermédiaire de MDL1118 ou
MDF1104 (c'est-a-dire 6 x 10° UFC/g).

(4) Groupe dont l'aliment est supplémenté avec une dose élevée de MDL1118 et MDF1104
(c'est-a-dire 6 x 10'° UFC/g).

11.3.2.2. Protocole expérimentale:

Le complément alimentaire est donné au vison apres avoir été correctement mélangé est
composé de courbine jaune (65,00 %), foies de poulet (7,01 %), proventricule de poulet (9,00
%), additifs minéraux et vitaminiques (0,99 %), mais extrudé (6,00 %) et de I'eau (12,00 %).
Les cultures fraiches de LAB sont préparées chaque jour et récupérées apres centrifugation a
3000g pendant 15 minutes, sous forme de culot bactérien, puis le surnageant a été jeté et la
viabilité des souches est suivi par dénombrement des colonies obtenues en étalant 100 pL de
la culture bactérienne sur des plaques de gélose MRS, aprés incubation pendant 72 h a 37 °C.
Au bout de 30 jours de phase expérimentale, des échantillons de sang de vison, a jeun depuis
12 h, ont été préleveés via l'ongle de la patte arriere puis centrifugés a 5000g pendant 10 min a
4°C. Le sérum est collecté et congelé a —20 °C pour les analyses du taux de cholestérol
sérique total et de triglycérides. (Hanlu et al., 2013).

11.4. Etude statistique:

Toutes les données ont été analysées en utilisant SAS version 8.2 (SAS, Cary, North
Caroline). Une analyse de variance a un facteur (ANOVA) est réalisée, et les différences
entre les moyennes sont comparées a l'aide du test de Duncan. Les effets du traitement sont
considérés comme significative a p < 0,05, tandis que des tendances sont observées a p < 0,10,

sauf indication contraire.
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Partie I11:

Résultats et Discussion



Partie 111: Résultats et Discussion
Dans cette partie les résultats obtenue par (Hanlu et al., 2013), sont exploités, discutés et
comparés a d'autres recherches selon la bibliographie
I11.1. Résultats d’elimination du cholestérol de différentes sources in vitro:
En premier lieu, les pourcentages du cholestérol du jaune d'ceuf éliminé sont estimés durant la

croissance des deux LAB pendant 24 h et sont indiqués dans la figure 03.
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Figure 3. La croissance (Lactobacillus plantarum MDL1118 ( A) et Entérocoqueféce MDF1104 (m) et
le rapport d'élimination du cholestérol du jaune d'ccuf (MDL1118 (¢) et MDF1104 (®) dans un

bouillon sans sel biliaire. (Hanlu et al., 2013).

Le taux d'élimination du cholestérol est variable selon la souche considéré entre 10 % a 58 %.
Ces valeurs sont significative car (p < 0,05). La courbe montre clairement I'assimilation du
cholestérol qui augmente avec la croissance bactérienne, mais diminue soudainement apres 4
a 8 heures, avec des changements mineurs aprés 8 heures. Les valeurs d'élimination du
cholestérol et les courbes de croissance indiquent que I'élimination du cholestérol était
associée a la croissance pendant les premiéres heures d'incubation, mais que I'élimination
diminuait a mesure que le temps d'incubation s'allongeait. Lactobacillus plantarum a assimilé
plus de cholestérol dans les milieux contenant du jaune d'oeuf par rapport a E. faecalis.
Effectivement , en présence de jaune d'oeuf, les deux LAB ont montré des schémas de
croissance brusques pendant les 2 a 4 premiéres heures, et le pourcentage d'élimination du
cholestérol a atteint le maximum a 4 heures, avec une valeur de 58,15 % pour L. plantarum et
38,45% pour E. faecalis.(Hanlu et al., 2013).
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Les pourcentages d'élimination du cholestérol du lait écrémé sont représentés par la figure
04. La teneur en cholestérol du lait écrémé en poudre utilisé dans cette étude était de 28 mg
pour 100 mg. Les taux d'assimilation du cholestérol naturel du lait écrémé, varient selon la
souche considérée. La combinaison de L. Plantarum et E. faecium atteint le plus haut taux (p
< 0,01) délimination du cholestérol du lait écremé (48,95 %), et c'est bien supérieur comparé

a l'assimilation de chaque souche seule.(Hanlu et al., 2013).
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Figure 4. Elimination du cholestérol du lait écrémé par Lactobacillus plantarum
MDL1118 et Enterococcus faecium MDF1104. PLUS représente la combinaison de
MDL1118 et MDF1104.(Hanlu et al., 2013).

Les taux d'élimination du cholestérol synthétique sans et/ou avec sel biliaire sont représentés
dans la figure 06 & 07. Les résultats de la figure 05 reflétent, que ni les bactéries seules ni la
combinaison des deux n'ont pu éliminer le cholestérol du bouillon MRS sans taurocholate de
sodium; cela est indiqué par le taux d'enlévement négatif illustré. En contre partie, les deux
LAB ont éliminé le cholestérol synthétique douillon MRS en présence de 2% (m/v) de
taurocholate de sodium (Fig. 06). La quantité du cholestérol éliminé était spécifique aux LAB
et significative. Enterococcus faecium (93,13 %) ont éliminé un pourcentage
significativement plus élevé (p < 0,01) de cholestérol que L. plantarum (82,22 %). (Hanlu et
al., 2013).
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Figure 5. Elimination du cholestérol par Lactobacillus plantarum MDL1118 et Enterococcus
faecium MDF1104 dans un bouillon sans sel biliaire. PLUS fait référence a la combinaison de

MDL1118 et MDF1104. (Hanlu et al., 2013).
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Figure 6. Elimination du cholestérol par Lactobacillus plantarum MDL1118 et
Enterococcus faeciumMDF1104 dans un bouillon MRS additionné de 0,2%

dethioglycolate de sodium. L'astérisque (*) indique une différence significative entre les 2
souches. (Hanlu et al., 2013).

Par ailleurs; les bactéries lactiques peuvent éliminer le cholestérol grace aux sels biliaires
présents in vitro (Lye et al., 2010, Liong et Shah, 2005, Philippe, 2011).Trés peu de

cholestérol a été éliminé aprés8 h, car les souches sont passées en phase stationnaire et leur
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capacité d'élimination du cholestérol a diminué. Ces résultats indiquent que I'élimination du
cholestérol est liée a la croissance bactérienne et qu'une élimination rapide du cholestérol
existe pendant la phase de latence de la croissance (Hanlu et al., 2013).

Ces reésultats sont en contradiction avec I'étude de (Lin et al., 2007), qui a rapporté que
I'élimination maximale du cholestérol se produisait aprés 20 h de croissance. (Lin et al.,
2007; Hanlu et al., 2013).

Au cours de la croissance cellulaire, la présence de cholestérol permet daugmenter la
concentration d'acides gras saturés et insaturés, entrainant une resistance accrue de la
membrane et une résistance cellulaire plus élevée a la lyse (Ooi et Liong, 2010). Cependant,
le cholestérol synthétique n'a pas pu étre éliminé dans un milieu exempt de sels biliaires. En
d'autres termes, la présence de sels biliaires a un effet positif sur I'élimination du cholestérol
(Tok et Aslim ,2010).

En revanche, (Lim et al., 2004) ont découvert que certaines souches de LAB étaient capables
de réduire le cholestérol dans le bouillon MRS sans la présence de bile bovine. Ces résultats
contradictoires soulignent en outre que I'élimination du cholestérol semble étre specifique a la
souche (Hanlu et al., 2013).

Ziar (2013), a rapporté que des souches starters du yaourt, assimilent plus de cholestérol que
la souche a statu probiotique avéré (Bifidobactérium animalissub sp lactis) et que les sources
glucidiques ou azotées seraient les clefs dans la modulation sélective de I'expression
bactérienne en présence de la bile, bien que toxique, est indispensable a I'établissement du

pouvoir d'assimilation de cholestérol chez les bactéries ainsi que ¢a viabilité (Ziar, 2013).

I11.2. Effet in vivo des souches lactiques isolées du vison sur les taux de
cholesterol sérique total chez la souris BALB/c:

Les résultats du dosage des taux de cholestérol dans le sérum des souris sont représenté la
Figure 07. Aucune des souris qui ont €té nourries avec les souches lactiques n'est morte au
cours des expériences. Les taux de cholestérol sérique total affichés varient selon que les
souris nourries par gavage avec L. plantarum, E. faecium seule ou en combinaison des 2. La
plus faible quantité de cholestérol (p < 0,01) (0,90 mmol/L) est déterminé chez les sourie
snourries par la combinaison de L. plantarum et E. faecium. Par contre des taux plus ou moins
importants sont affichés sans différence significative (p > 0,05) dans la teneur en cholestérol
par les autres groupes, mais une tendance a la baisse est enregistrée chez L. plantarum(1,08

mmol/L) ou E. faecium (1,13 mmol/L) appliqués seuls, par rapport au témoin (1,39 mmol/L).
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Par consequent, une combinaison de L. plantarum et E. faecium a été sélectionné pour
compléter le régime alimentaire des visons afin de déterminer leur effet sur les taux de

cholestérol sérique total des visons. (Hanlu et al., 2013).

Les bactéries lactiques isolées du vison peuvent diminuer les taux de cholestérol sérique total
chez la souris, ce qui est en accord avec les résultats de (Nguyen et al., 2007). Leur étude a
montré que L. plantarum PHO4 a abaissé le cholestérol sérique isolé des selles de nourrissons.
En outre, il a été démontré que I'alimentation des rats et des hamsters avec des lactobacilles
ou du lait fermenté est efficace pour réduire le cholestérol sérique, le cholestérol des
lipoprotéines de basse densité et les taux de triglycérides (Xie et al., 2011; Tsai et al., 2009
dans Hanlu et al., 2013).
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Figure 7 : taux de cholestérol sérique chez la souris. con, pas d'ajout de bactéries;
lactobacillus plantarum mdl1118, 1 x 109 ufc/ml ; enterococcus faecium mdf1104, 1 x
109ufc/ml ; plus, mdi1118+mdf1104, 1 x 109ufc/ml.(Hanlu et al., 2013).

I11.3. Effet in vivo des souches lactiques isolées du vison sur les taux

sériques totaux de cholestérol et de triglycérides chez le vison :

Les différents résultats du dosage des taux de cholestérol et des triglycérides chez les groupes
femelles et males, sont illustrés dans les figures 08; 09;10 et 11. Le taux de cholesterol
sérique a considérablement diminué (p = 0,0004) dans le groupe des méles a dose élevée par
rapport au groupe témoin et aux autres groupes de visons femelles (figure 08). La teneur
totale en cholestérol sérique chez les visons males, dans le groupe recevant la dose élevée
était similaire (p = 0,21) a celui du groupe témoin et des autres groupes males (figure 09). La
teneur totale en cholestérol sérique était de 6,49, 6,43, 5,94 et 5,81 mmol/L dans les groupes

témoins, a dose faible, moyenne et élevée, respectivement. Il n'y avait aucune différence
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significative dans les taux sériques de triglycérides chez les femmes (figurel0) (p = 0,32) ou
des groupes males(figure 11)(p = 0,45). Fait intéressant, les niveaux de triglycérides chez les
visons males étaient inférieurs a ceux des visons femelles & la méme dose de souches
lactiques (Hanlu et al., 2013).

Les taux de cholestérol sérique total ont diminué davantage chez les visons femelles que chez
les visons males. Cela contradictoire avec I'étude de (Kenneth et al., 1983), qui ont rapporté
que les taux de cholestérol n'étaient pas significativement affectés par les hormones sexuelles,
telles que les cestrogeénes et la testostérone. Cependant, le fait que la synthése cutanée des
stérols soit plus élevée chez les animaux males pourrait expliquer pourquoi il existe des
variations du taux de cholestérol chez les visons males (Kenneth et al., 1983).

Le taux de cholestérol a diminué davantage chez les visons femelles que chez les visons méales
aprés un traitement par LAB. Cela peut étre expliquer par la présence d'une charge
bactérienne plus importante par unité de masse corporelle (Hanlu et al., 2013).

Les triglycérides sériques ont également été réduits lors du traitement par les souches
lactiques, ce qui suggere que peut-étre I'effet hypolipémiant de la bactérie n'était pas dd a une
redistribution des lipides du plasma mais plutoét a une diminution de I'absorption intestinale

des lipides ou a une augmentation du catabolisme lipidique (Nguyen et al., 2007).
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Fig. 8. Taux de cholestérol sérique total des
visons femelles apres addition de
difféerentes quantités de Lactobacillus
plantarum MDL1118 plus Enterococcus
faecium MDF1104. CON, pas de
supplément ; FAIBLE, 6 x 107UFC/g ;
MOYEN,6 x 109 UFC/g ; HAUT, 6 x
10dix UFC/g. (Hanlu et al., 2013).
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Fig.10. Taux de triglycérides des visons
femelles aprés l'ajout de différentes
quantités de Lactobacillus
plantarumMDL1118 plus Enterococcus
faecium MDF1104. CON, pas de
supplément ; FAIBLE, 6 x 107 UFC/g ;
MOYEN, 6 x 109 UFC/g ; HAUT, 6 x
10dix UFC/g (Hanlu et al., 2013).

25

wn

—— o

N
i

7.0 1
6.0
5.0 1
4.0 4
3.0 A
2.0 1
1.0 A

9
| e
W

N
—

\O|
—— o

Serum cholesterol (mmol/L)

0- 0 T T T
CON LOW MID

HIGH

1

Fig. 9. Taux de cholestérol sérique total des
visons males aprés addition de différentes
quantités de Lactobacillus plantarum
MDL1118 plus Enterococcu sfaecium
MDF1104. CON, pas de supplément ;
FAIBLE, 6 x107 UFC/g ; MOYEN, 6 x
109 UFC/g ; HAUT, 6 x 10dix UFC/g,

(Hanlu et al., 2013).
12 5 1.08
= =
3 T 0.86
= Es I ac
£ 0.8 =
5 06 -
=
= 0.2 -
0.0 - )
CON LOW MID HIGH

Fig.11. Taux de triglycérides du vison male
aprés l'ajout de différentes quantités de
Lactobacillus plantarum MDL1118 plus
Enterococcus faecium MDF1104. CON,
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Plusieurs autres recherches précédentes ont confirmé que les bactéries lactiques peuvent
éliminer le cholestérol in vitro et in vivo (Lye et al. 2010; Liong et Shah, 2005; Danielson et
al., 1989; Gilliland et al., 1985). Cependant, les travaux de Hanlu et al. (2013) ont également
trouvé des différences significatives dans I'abaissement du taux de cholestérol in vitro et in vivo
et déterminent que Lactobacillus plantarum ne correspondait pas a son effet
hypocholestérolémiant élevé in vivo. En plus, E. faecium MDF1104 a éliminé plus de

cholestérol sérique que L. plantarum MDL1118 in vivo (Hanlu et al.,2013).

Par ailleurs, les travaux de (Dilmi et al.,2002) dont I'étude de l'effet de deux souches de
Lactobacillus paracasei (Lactobacillus paracasei 6 (Lp6) et Lactobacillus paracasei 9 (Lp9)) a
été testé sur la cholestérolémie du lapin; les souches ont servit pour la fabrication d'un lait
fermenté (LF) qui a été utiliser pour nourrir des lapins males de méme espéce (O. cuniculus)
dans D’expérimentation. Leurs résultats concluent qu'en présence d'un taux normal de
cholestérol sanguin, I'action hypocholestérolémiante du lait fermenté (LF) n'est pas
significative (P > 0,05) et le taux du cholestérol des lapins reste inchangé durant toute la

période de I'expérimentation. (Dilmi et al., 2002).

Ce phénomeéne est expliqué aussi par la régulation endogene du cholestérol. En effet, dans les
conditions physiologiques (chez I’homme ou 1’animal) I’apport exogeéne du cholestérol
hépatique aux divers tissus est suffisant pour que la synthése endogene dans ces tissus soit
inhibée (Agerback et al., 1995). De méme, I’arrivée du cholestérol dans les cellules permet
I’autorégulation de la synthése cellulaire du cholestérol et par la suite son entrée dans le sang
est également autorégulée (Chanu et al., 1998). Il est possible que les Lp6 et Lp9 en
association (LF) assimilent le cholestérol, et que cette assimilation soit compensée par la

synthése endogéne. (Dilmi et al., 2002).
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Conclusion :

Les resultats de la présente étude ont pu demontrer un effet bénéfique de L. plantarum
MDL1118 et E. faecium MDF1104 pour éliminer le cholestérol issue de différentes sources a
savoir; du jaune d’ceuf, du lait écrémé et du cholestérol synthétique pendant leurs différentes
phases de croissances.In vitro en présence de jaune d'oeuf, les deux souches étudiées ont
montré des schémas de croissance brusques pendant les 2 a 4 premieres heures, et le
pourcentage d'élimination du cholestérol a atteint le maximum a 4 heures, avec une valeur de

58,15 % pour L. plantarum et 38,45% pour E. faecalis.

Les taux d'assimilation du cholestérol naturel du lait écrémé, varient selon la souche
considérée. La combinaison de L. Plantarumet E. faecium atteint le plus haut taux (p < 0,01)
d'élimination du cholestérol du lait écréme (48,95 %), ce qui est supérieur comparé a

I'assimilation de chaque souche seule.

La quantité du cholestérol synthétique en absence de 2% (m/v) de taurocholate de sodium ,
n'a présenté aucune élimination, ni par les bactéries seules ni par la combinaison des deux mais
en contre partie , les deux souches ont éliminé le cholestérol synthétique en présence de 2%
(m/v) de taurocholate de sodium dans le milieu MRS et les résultats sont significatives et est
souche dépendantes ; Enterococcus faecium (93,13 %) ont éliminé un pourcentage
significativement plus élevé (p < 0,01) de cholestérol que L. plantarum (82,22 %).

In vivo; les taux de cholestérol sérique total affichés dans I'essai chez les souries BALBI/c,
varient selon que les souris nourries par gavage avec L. plantarum, E. faecium seule ou en
combinaison des 2. La plus faible quantité de cholestérol (p < 0,01) (0,90 mmol/L) est
déterminé chez les souries nourries par la combinaison de L. plantarum et E. faecium. Par
contre des taux plus ou moins importants sont affichés sans différence significative (p > 0,05)
dans la teneur en cholestérol par les autres groupes, mais une tendance a la baisse est
enregistrée chez L. plantarum(1,08 mmol/L) ou E. faecium (1,13 mmol/L) appliqués seuls, par

rapport au témoin (1,39 mmol/L).

Le taux de cholestérol sérique totale rapporté par I'essai chez les visons males et femelles a
considérablement diminué (p = 0,0004) dans le groupe des males a dose élevée par rapport au
groupe témoin et aux autres groupes de visons femelles et la teneur totale en cholestérol

sérique chez les visons males, dans le groupe recevant la dose élevée était similaire (p = 0,21)
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a celui du groupe témoin et des autres groupes males . Aussi, la teneur totale en cholestérol
sérique était de 6,49, 6,43, 5,94 et 5,81 mmol/L dans les groupes témoins, a dose faible,
moyenne et élevee, respectivement. Pour les taux sériques de triglycerides il n'y avait aucune
différence significative dans les groupes femelles (p = 0,32) ou des groupes males (p = 0,45) et
les niveaux de triglycérides chez les visons males étaient inférieurs & ceux des visons femelles a
la méme dose des souches lactiques.

Sur la base des constatations faites lors de I'analyse de cet article, L. plantarum MDL1118, E.
faecium MDF1104 et leur combinaison peuvent étre des candidats prometteurs pour une
utilisation en tant que probiotiques.
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Annexe 01

Résultats de la croissance bactérienne (Densité optique)
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Ability of lactic acid bacteria isolated from mink to remove

cholesterol: in vitro and in vivo studies

Hanlu Liu, Chenjie Yang, Yi Jing, Zhipeng Li, Wei Zhong, and Guangyu Li

Abstract: This study evaluated the cholesterol-lowering property of lactic acid bacteria (LAB) isolated from mink. Two strains,
Enterococcus faecium MDF1104 and Lactobacillus plantarum MDL1118, were shown to remove cholesterol from broths of natural hen
egg yolk and skimmed milk. The cholesterol in hen egg yolk was reduced by 58.15% and 38% by L. plantarum and E. faecium,
respectively. When the bacteria were used in combination, 48.95% (p < 0.01) of cholesterol was removed from skimmed milk.
Experimental mice remained healthy when fed different doses of the LAB, and the total serum cholesterol concentration was the
lowest (0.90 mmol/L) (p < 0.01) when a combination of L. plantarum and E. faecium was used. Based on our results, we suggest that
L. plantarum MDL1118, E. faecium MDF1104, or a combination of the 2 strains could be considered as promising cholesterol-
lowering probiotics.
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Résumé : La présente étude a évalué la capacité de bactéries lactiques (BL) provenant de visons a'faire baisser le cholestérol. On
révele que deux souches, Enterococcus faecium MDF1104 et Lactobacillus plantarum MDL1118, éliminent le cholestérol contenu dans
des bouillons a' base de jaune d'ceuf naturel de poule et a° base de lait écrémé. La teneur en cholestérol du jaune d’ceuf de poule
a reculé de 58,15 % et 38 %, en présence de E. faecium et L. plantarum, respectivement. Lorsque les bactéries ont été jumelées,
48,96 % (p < 0,01) du cholestérol a été éliminé du lait écrémé. La santé de souris expérimentales n’a pas souffert de différentes
doses orales de BL, et leur concentration de cholestérol sérique total a atteint son plus bas niveau (0,90 mmol/L) (p < 0,01) en
présence de la combinaison de L. plantarum et E. faecium. A la lumiére de nos résultats, nous proposons que L. plantarum MDL1118
et E. faecium MDF1104, seuls ou ensemble, pourraient représenter des probiotiques anticholestérolémiques prometteurs. [Traduit

par la Rédaction]

Mots-clés : provenance du vison, Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, élimination du cholestérol.

Introduction

Cholesterol is an important structural component of the animal
cell membrane (Boone et al. 2011). However, an imbalance in the
blood has serious consequences. Indeed, hypercholesterolemia is
awell-known major risk factor for coronary heart disease (Ai et al.
2010). In addition, high cholesterol levels in serum and diet are
strongly associated with increased incidences of human colon
cancer (Huetal. 2012). An estimated 9.4 million deaths each year,
or 16.5% of all deaths, can be attributed to cerebrovascular dis-
eases (Chiang and Pan 2012; Lim et al. 2013). The number of
people whodie from cerebrovascular diseases is expected toreach
23.3million by2030 (WHO 2013). Even a small reduction in total
serum cholesterol by 1% can lower the risk of coronary heart
disease by 2%—3% (Pereira et al. 2003). Studies have shown that the
risk of coronary heart disease is approximately 35% higher for
each 1 mmol above the normal cholesterol level. Drugs for hyper-
cholesterolemia usually have some undesirable side effects,
which have caused concerns with their therapeutic use. Hence,
there is a need for a more natural method to decrease theserum
cholesterol concentration in humans (Sridevi et al. 2009).

Probiotics have potential health-promoting benefits as bio-
therapeutic agents (Park et al. 2007; Begley et al. 2006). Several
studies have shown that consumption of dairy products contain-
ing probiotics results in decreased serum cholesterol levels
(Anderson and Gilliland 1999; Noh et al. 1997). Other studies have
reported that some lactic acid bacteria (LAB) can lower both
total cholesterol and low-density lipoprotein cholesterol levels

(Anderson and Gilliland 1999; Sanders 2000; Xie et al. 2011). Inter-
estingly, these studies have also indicated that the removal of
cholesterol varies depending on the source and species of LAB
used (Sirilun et al. 2010; Kimoto et al. 2002; Zeng et al. 2010).

Mink (Mustla vison) are small carnivores that can tolerate up to
35% fat in their diets. We found that the average amount of fat in
their diet is approximately 25%. Despite this high fat intake, car-
diovascular and cerebrovascular disease in mink has never been
reported. Therefore, we suspect that there is a microbial flora that
assists in fat metabolism in mink intestine.

The aim of the present study was to investigate the effect of LAB
isolated from mink on the removal of cholesterol both in vitro
and in vivo. In addition, we investigated and evaluated mink
source LABprobioticproperties. Thisstudy providesnewinforma-
tion on cholesterol removal by probiotic bacteria isolated from
mink.

Materials and methods

Strains and growth conditions

The strains used in this study, Lactobacillus plantarum MDL1118
and Enterococcus faecium MDF1104, were isolated from the intestine
of mink. They are Gram-positive, non-spore-forming, anaerobic
bacteria that were characterized by 16S rDNA sequencing and by
their metabolic and growth characteristics using standard meth-
ods (Garrity et al. 2004). The bacteria have been deposited in the
Chinese General Microbiology Culture Collection Center under
accession codes CGMCC No. 4238 and CGMCC No. 4237 and are
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available upon request. Working cultures were maintained and
subcultured in de Man, Rogosa, and Sharpe (MRS) broth (Deman
etal.1960) (MRSbroth (Oxoid)and MRSbrothsupplemented with
0.2% (mjv) sodium thioglycolate (Sigma)). Prior to assaying, the
strains were serially transferred 3 times in broth and incubated at
37 °C for 24 h. Seed cultures of each strain were harvested at the
end of the exponential growth phase at cell densities of approxi-
mately 109 CFU/mL. The cultures were stored at 4 °C between
transfers and were subcultured twice before experimental use.

Optical density

Bacterial growth was monitored by measuring the optical den-
sity of the culture broth at 650 nm by visible spectrophotometry
(Specord 50, Jena, Analytikjena, Germany). Each strain was con-
stantly monitored for 36 h and tested every 2 h in triplicate. Uni-
noculated sterile broth was used as a control.

Egg yolk cholesterol removal from media in vitro

Freshly prepared MRS broth was supplemented with 4% com-
mercial fresh hen egg yolk as a cholesterol source, according to
Huaetal (2007),inoculated with 100 pLof an 18 h culture broth of
eitherL.plantarumMDL1118 or E.faecium MDF1104,and thenincu-
bated at 37°Cfor 24 h. Eggyolk cholesterol removal was measured
at4, 8,12,16, and 24 h following inoculation. After the incubation
period, cells were removed from the broth by centrifugation at
5400g for 15 min at 4 °C. A modified colorimetric method, as
described by Rudel and Morris (1973), was used to determine the
amount of cholesterol in the supernatant. The percentage of cho-
lesterol removed was estimated using the following formula:

percentage of removed cholesterol
= [(amount of cholesterol of the control
— amount of cholesterol of the inoculated group)/
(amount of cholesterol amount of the control)] x 100

Skimmed milk cholesterol removal from media in vitro

Skimmed milk broth was prepared with 12% skimmed milk as a
cholesterol source and 8% glucose. The broth (5 mL) was inocu-
lated with 100 PL of an 18 h culture broth of L. plantarum MDL1118,
E. faecium MDF1104, or a combination of the 2 bacteria and then
incubated for 24 h at 37 °C. The broth was then centrifuged at
54004 for 15min at 4 °C. The same method as described above was
used to measure cholesterol removal.

Cholesterol removal from media without bile salt in vitro

A filter-sterilized cholesterol solution (10 mg/mL in ethanol) was
added to the MRS broth to a final concentration of 70 pg/mL
(Kimoto et al. 2002). The broth was inoculated with 1% of an 18 h
culture broth of L. plantarum (MDL1118), E. faecium (MDF1104), or a
combination of the 2 bacteria and then incubated for 24 hat 37 °C.
After incubation, cells were removed by centrifugation as de-
scribed above. The method described by Rudel and Morris (1973)
was used to determine the percentage of cholesterol in the spent
broth and uninoculated broth.

Cholesterol removal from media with bile salt in vitro

Freshly prepared MRS broth was supplemented with 0.2% so-
dium thioglycollate as a bile salt. Water-soluble cholesterol
(polyoxyethanyl cholesteryl sebacate) (Sigma, USA) was filter-
sterilized and added to the broth to a final concentration of
70 Jg/mL (Kimoto et al. 2002), was inoculated with each of the
2 LAB (1%), and was then incubated at 37 °C for 24 h. After the
incubation period, cells were centrifuged, and the remaining cho-
lesterol concentration in the broth was determined using a mod-
ified colorimetric method as described above.

Animal feeding trials
All animal procedures were approved by the Wild Animal and
Plant Subcommittee of the China Association of Agriculture Sci-
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Fig. 1. Growth curves of Enterococcus faecium MDF1104 and

Lactobacillus plantarum MDL1118.
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ence Societies (WAPS CAASS). All experiments were performed in
accordance with the animal health and well-beingregulations.

Mice feeding

A total of 60, 45-day-old male BALB/c mice (22.1 + 0.2 g) were
divided randomly into 4 groups, with 15 mice per group. The mice
were housed in plastic cages in groups of 5 per cage, with 3 repli-
cate cages per group, and fed a normal commercial diet (i.e., 21%
protein, 8% fiber, 10.5% minerals and vitamins, 1.4% calcium, 0.7%
phosphorous, and 87% dry matter) for 40 days with water ad libi-
tum. The experimental groups were as follows: (1) control group,
(2) basal diet supplemented with MDL1118, (3) basal diet supple-
mented with MDF1104, and (4) basal diet supplemented with
MDL1118 and MDF1104 (designated as PLUS group). Freshly pre-
pared overnight cultures of LAB were prepared each day, centri-
fuged at 54009 for 15 min at 4 °C, and then the cell pellet was
resuspended to approximately 1 x 109 CFU/mL in normal saline.
Each mouse was fed 0.3 mL of suspensions (about 3 x 108 CFU) by
intragastric gavage for 35 days. The control group was fed the
same amount of saline via gavage. At the end of the 5-week feed-
ing trial, the mice were fasted for 12 h and sacrificed under anes-
thesia with sodium pentobarbital by intraperitoneal injection.
About 1 mL of blood was collected immediately in sterile tubes by
heart puncture and centrifuged at 50009 for 10 min at 4 °C.The
serum total cholesterol levels were measured using an automatic
biochemical analyzer (AMS-18, Medsoul, China).

Mink experiment

A total of 160 (half male and half female), 30-day-old mink
(Mustela vison) were divided randomly into 4 groups (40 per group).
The experimental groups were as follows: (1) control group (no
supplement), (2) feed supplemented with a low dose of MDL1118 or
MDF1104 (i.e., 6 x 107CFU/g), (3) feed supplemented with a mid-
dose of MDL1118 or MDF1104 (i.e., 6 x 109 CFU/g), and (4) feed
supplemented with a high dose of MDL1118 and MDF1104 (i.e., 6 x
10'° CFU/g). Fresh cultures of LAB were prepared each day. The
cultures were centrifuged at 30009 for 15 min, and then the super-
natant was discarded. The number of viable bacteria was counted
by plating 100 WL of the bacterial culture onto MRS agar plates,
incubating for 72 h at 37 °C, and then counting the number of
colonies.

The following diet supplement was fed to the mink after being
properly mixed: small yellow croaker (65.00%), chicken livers
(7.01%), chicken proventriculus (9.00%), mineral and vitamin addi-
tives (0.99%), extruded corn (6.00%), and water (12.00%). After
30 days, blood samples from mink, which had fasted for 12 h, were
collected viathe hindlegtoenail and then centrifuged at 50009 for
10 min at 4 °C. Serum was collected and frozen at —20 °C for total
serum cholesterol and triglyceride level analyses.
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Fig. 2. The growth (Lactobacillus plantarum MDL1118 ((E) and Enterococcus faecium MDF1104 (m)) and the ratio of egg yolk cholesterol removal

(MDL1118 (#) and MDF1104 (e)) in bile-salt-free broth.
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Statistical analysis

All data were analyzed using SAS version 8.2 (SAS, Cary, North
Carolina) software. One-way analysis of variance (ANOVA) was
performed, and the differences between the means were com-
pared using Duncan’s multiple-range test. Treatment effects were
considered significant at p < 0.05, while trends were observed at
p < 0.10, unless otherwise noted.

Results

Optical density

Figure 1 shows the growth curve of strains MDL1118 and
MDF1104 following culture for 36 h. The exponential growth
phase was observed between 2 and 10 h of incubation by both
strains. This was followed by a stationary phase of up to at least
36 h.

Eggyolk cholesterol removal from media withoutbile salt
in vitro

Cholesterol levels during 24 h of growth of both LAB are shown
in Fig. 2. The cholesterol removal ratio varied between the strains
(p<o0.05) and ranged from 10% to 58%. Lactobacillus plantarum as-
similated more cholesterol in the media containing yolk com-
pared with E. faecalis. In the presence of yolk, both LAB showed
sharp growth patterns for the first 2—4 h, and the removal per-
centage of cholesterol reached a maximum at 4 h, which was
58.15% for L. plantarum and 38.45% for E. faecalis. Cholesterol assim-
ilation increased with bacterial growth but dropped suddenly af-
ter 4—8 h, with minor changes after 8 h. The cholesterol removal
values and the growth curves indicated that cholesterol removal
was growth associated during the first few hours of incubation,
but removal decreased as the incubation time was extended.

Skimmed milk cholesterol removal from media without
bile salt in vitro

The cholesterol content in the skimmed milk powder used in
this study was 28 mg per 100 mg. Both LAB could remove natural
skimmed milk cholesterol, but the removal percentage was dif-
ferent for each bacterium (Fig. 3). The combination of L. plantarum
and E. faecium achieved the highest (p < 0.01) skimmed milk cho-
lesterol removal (48.95%), which was far more than either LAB
alone.

Fig. 3. Skimmed milk cholesterol removal by Lactobacillus plantarum
MDL1118 and Enterococcus faecium MDF1104. PLUS represents the
combination of MDL1118 and MDF1104.
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Synthetic cholesterol removal from media without bile salt
Neither of the bacteria alone nor their combination could re-
move cholesterol from MRS broth without sodium taurocholate.
This is indicated by the negative removal ratio shown in Fig. 4.

Synthetic cholesterol removal from media with bile salt

In contrast, both LAB could remove synthetic cholesterol from
MRS broth with 2% (m/v) sodium taurocholate (Fig. 5). The amount
of cholesterol removed was LAB specific. Enterococcus faecium
(93.13%) removed a significantly higher (p < 0.01) percentage of
cholesterol than L. plantarum (82.22%).

Minimum cholesterol removal was observed in the medium
without bile, whereas maximum cholesterol removal was ob-
served in the medium supplemented with 0.2% sodium tauro-
cholate. In both groups more than 80% of cholesterol was
removed.
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Fig. 4. Cholesterol removal by Lactobacillus plantarum MDL1118 and
Enterococcus faecium MDF1104 in bile-salt-free broth. PLUS refers to
the combination of MDL1118 and MDF1104.
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Fig. 5. Cholesterol removal by Lactobacillus plantarum MDL1118 and
Enterococcus faecium MDF1104 in MRS broth supplemented with 0.2%
sodium thioglycolate. The asterisk (*) indicates a significant
difference between the 2 strains.
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Effectofminksource LAB ontotal serum cholesterollevels
in mice

None of the mice that were fed with the mink source LAB died
during the experiments. Total serum cholesterol levels were dif-
ferent among the mice fed via gavage with L. plantarum, E. faecium,
orthe combination ofthe 2 (Fig. 6). The amount of cholesterol was
lowest (p < 0.01) (0.90 mmol/L) when a combination of L. plantarum
and E. faecium was used. There was no significant difference
(p > 0.05) in the cholesterol content of the other groups, but a
decreasing trend was found when L. plantarum (1.08 mmol/L) or
E.faecium (1.13 mmol/L) were applied alone, as compared with the
control (1.39 mmol/L). Therefore, a combination of L.plantarum
and E. faecium was selected to supplement the mink diet to deter-
mine their effect on mink total serum cholesterol levels.

Effectofminksource LAB ontotal serum cholesteroland
triglyceride levels in mink

The serum cholesterol level significantly decreased (p = 0.0004)
inthe high-dose group when compared with the control and other
female mink groups (Fig. 7). The total serum cholesterol content
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Fig. 6. Serum cholesterol levels in mice. CON, no addition of
bacteria; Lactobacillus plantarum MDL1118, 1 x 109 CFU/mL; Enterococcus
faecium MDF1104, 1 x 109 CFU/mL; PLUS, MDL1118+MDF1104,

1 x 10°9CFU/mL.
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Fig. 7. Female mink total serum cholesterol levels after the
addition of different quantities of Lactobacillus plantarum MDL1118
plus Enterococcus faecium MDF1104. CON, no supplement; LOW, 6 x
107CFU/g; MID, 6 x 10°CFU/g; HIGH, 6 x 10" CFU/g.
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was decreased by 18.02%, 6.70%, and 4.63% in the high-, low-, and
mid-dose groups, respectively. In male mink, the total serum cho-
lesterol level in the high-dose group was similar (p = 0.21) to that of
the control group and other groups (Fig. 8). The total serum cho-
lesterol content was 6.49, 6.43 5.94, and 5.81 mmol/L in the con-
trol, low-, mid-, and high-dose groups, respectively. There were no
significant differences in serum triglycerides levels in either of
thefemale (Fig. 9) (p = 0.32) or male mink groups (Fig. 10) (p = 0.45).
Interestingly, the triglyceride levels in male mink were lower
than that in female mink at the same LAB dose.

Discussion

Coronary heart disease, hypertension, and arteriosclerosisare
major causes of mortality and morbidity in many countries
(Pereira et al. 2003). Drug therapy for hypercholesterolemia is
usually accompanied by undesirable side effects, and thus, there
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Fig. 8. Male mink total serum cholesterol levels after the addition
of different quantities of Lactobacillus plantarum MDL1118 plus
Enterococcus faecium MDF1104. CON, no supplement; LOW, 6 x
107CFU/g; MID, 6 x 109CFU/g; HIGH, 6 x 10" CFU/g.
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Fig. 9. Female mink triglycerides levels after the addition of
different quantities of Lactobacillus plantarum MDL1118 plus
Enterococcus faecium MDF1104. CON, no supplement; LOW, 6 x
107 CFU/g; MID, 6 x 109 CFU/g; HIGH, 6 x 10" CFU/g.
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is a need for more natural methods to decrease serum choles-
terol levels in humans (Sridevi et al. 2009). Probiotic cultures of
LAB have attracted much attention as potential cholesterol-
lowering additives (de Roos and Katan 2000). The reduction of
cholesterol levels with different LAB has been demonstrated in
human, mice, pig, and broiler chicken studies (Haberer et al.
2003; Kawase etal. 2000; Kondo et al. 2010; Nguyen et al. 2007;
Mansoub 2010). However, there is a lack of information on LAB
isolated from mink.

Many reports have confirmed that LAB can remove cholesterol
withbilesaltpresentinvitro(Lyeetal. 2010; Liongand Shah 2005;
Philipp 2011); however, it is unknown whether LAB can remove
cholesterol without bile salt. In this study, L. plantarum and
E. faecium removed egg yolk and skimmed milk cholesterol from
media without bile salt supplementation. Cholesterol removal
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Fig. 10. Male mink triglyceride levels after the addition of different
quantities of Lactobacillus plantarum MDL1118 plus Enterococcus faecium
MDF1104. CON, no supplement; LOW, 6 x 107 CFU/g; MID, 6 x
10°CFU/g; HIGH, 6 x 10*°CFU/g.
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was greatest between 0 and 8 h of incubation, which corre-
sponded to their exponential growth phase. Very little cholesterol
was removed after 8 h, as the strains passed into the stationary
phase and their cholesterol removal capacity decreased. These
results indicate that cholesterol removal is related to bacterial
growth and that rapid cholesterol removal exists during the lag
phase of growth. These findings are inconsistent with the study by
Lin et al. (2007), which reported that maximum cholesterol re-
moval occurred after 20 h of growth.

Cholesterol-lowering effects are also attributed to the ability of
binding cholesterol, a process thatis growth dependent and strain
specific. During cell growth, the presence of cholesterol increases
the concentration of saturated and unsaturated fatty acid, leading
to increased membrane strength and higher cellular resistance
towardlysis (Ooiand Liong 2010). However, synthetic cholesterol
could not be removed in media free of bile salt. In other words, the
presence of bile salts has a positive effect on cholesterol removal
(Tok and Aslim 2010). In contrast, Lim et al. (2004) found that some
LAB strains were able to reduce cholesterol in MRS broth without
the presence of oxgall (bovine bile). These contradictory results
further highlight that cholesterol removal appears to be strain
specific.

Some studies have reported that LAB can remove cholesterol
in vitro and in vivo (Lye et al. 2010; Liong and Shah 2005;
Danielson et al. 1989; Gilliland et al. 1985). This study has con-
firmed these previous observations. However, our study also
found significant differences in lowering cholesterol levels in
vitro. Lactobacillus plantarum did not match its high-cholesterol-
lowering effect in vivo. In addition, E. faecium MDF1104 removed
more serum cholesterol than L. plantarum MDL1118 in vivo.

In this study, cholesterol was not removed without bile salt
present in the broth. This was an unexpected result that requires
further investigation. In contrast, the 2 strains showed excellent
cholesterol-lowering characteristics in broth containing bile salt,
and E. feacium was superior to L. plantarum, which was not the case
for removal of yolk and skimmed milk natural cholesterol. There-
fore, the presence of bile salt had a positive effect on cholesterol
removal (Liong and Shah 2005).

This study indicated that LAB isolated from mink could de-
crease total serum cholesterol levels in mice, which is in agree-
ment with the results from Nguyen et al. (2007). Their study
showedthatL.plantarum PHo4lowered serum cholesterolisolated
from infant feces. Also, it has been shown that feeding rats and
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hamsters with lactobacilli or fermented milk is effective in
reducing serum cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol,
and triglyceride levels (Xie et al. 2011; Tsai et al. 2009). In the
present study, total serum cholesterol levels decreased more in
female than in male mink. This is in contrast with the study by
Kenneth et al. (1983) whoreported that cholesterol levels were not
significantly affected by sex hormones, such as estrogen and tes-
tosterone. However, the fact that skin sterol synthesis is higher in
male animals (Kenneth et al. 1983) might explain why there are
cholesterol level variations in male mink. Kondo et al. (2010) re-
ported that mice fed with Bifidobacterium breve B-3 exhibited dose-
dependent suppression of the accumulation of epididymal fat and
an upregulation of genes related to fat metabolism and insulin
sensitivity in the gut and epididymal fat tissue. In this study,
although the reason is not presently clear, the cholesterol level
was decreased more in female mink than in male mink following
LAB treatment. This may be due to the presence of more LAB per
unit of body mass. Serum triglycerides were also lowered as a
result of the LAB treatment, suggesting that the hypolipemic ef-
fect of the bacteria may not have been due to a redistribution of
lipids from the plasma but rather due to a decrease in intestinal
absorption of lipids or increased lipid catabolism (Nguyen et al.
2007).

In conclusion, the results from the present study demonstrated
abeneficial effect of L. plantarumMDL1118 and E. faeciumMDF1104
strains in removing cholesterol from yolk, skimmed milk, and
media during growth. Based on our findings, L. plantarum
MDL1118, E. faecium MDF1104, and their combination may be prom-
ising candidates for use as probiotics.
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