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Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) are known as beneficial bacteria due to their probiotic properties

which they exert in the host if they manage to overcome the gastrointestinal hostility of the
digestive tract. This study goals the screening of new LAB from local cow’s milk in order to
be assessed for their probiotic properties. To do so; phenotypic, genotypic and MALDI-TOF
mass spectrometry methods were used to identify the isolates which were furtherly in vitro
essayed for their survival to the gastrointestinal conditions (pH 2, 0.3% pepsin, 0.5% bile
salts, 0.1% trypsin, and 0.1% pancreatic amylase), their antimicrobial and antioxidant
activities. The comparison of sequencing with GenBank database showed high similarity with
Lactobacilli bacteria. Eight isolates were identified as Lactiplantibacillus plantarum (100%)
and one isolate as Lacticaseibacillus rhamnosus (95.75%). The MALDI-TOF MS analysis of
the isolates confirms that strains belong to the group of lactobacilli bacteria, particularly
Lactiplantibacillus plantarum. The notable tolerance of the isolated strains to the in vitro host
simulated gastrointestinal conditions was evidenced by their highly significant (P<0.001)
survival rate. All bacteria exhibit an antibacterial activity against food borne pathogenic
strains with inhibition zone diameters ranging from 4.9 mm for Aspergillus niger ATCC
106404 to 17.47mm for Candida albicans ATCC 10231. There is a very high significant
inter-species difference (P<0.001) in the antioxidant activity of the isolated bacteria. The
highest DPPH scavenging activity (92.15%) was obtained with LbNQ9 strain. A significant
preventive effect of the Lactiplantibacillus plantarum LbN14 strain against Dextran Sodium
Sulfate salt induced colitis in male Wistar rats was observed, protecting Wistar rats against
flare-ups of inflammation. The probiotic strain Bifidobacterium animalis sub sp lactis: Bb12;
and the ultra-biotic complex have shown a similar protection especially on preventive
administration before the development of the disease, unlike the drug sulfasalazosporin used
for the treatment of ulcerative colitis. In the light of these results, some of the strains isolated
from raw milk of the local Algerian breed cows have probiotic properties giving them a
possible use in preserving food from microbial spoilage and oxidation during storage.

Key words: Lactic Acid Bacteria (LAB), raw cow’s milk, probiotic, antioxidant,

antibacterial.
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Résumé

Les bactéries lactiques (LAB) sont qualifiées de bactéries bénéfiques en raison de leurs
propriétés probiotiques qu'elles exercent chez I'hote si elles parviennent a vaincre I'hostilité
gastro-intestinale du tube digestif. Cette étude vise l'isolement de nouvelles souches de
bactéries lactiques afin d'évaluer leurs propriétés probiotiques. Des méthodes phénotypiques,
génotypiques et de spectrométrie de masse MALDI-TOF ont été utilisées pour identifier les
isolats qui ont ensuite été testés in vitro pour leur survie aux conditions gastro-intestinales (pH
2, 0.3% de pepsine, 0.5% de sels biliaires, 0.1 % de trypsine et 0.1 % d'amylase
pancréatique), leurs activités antimicrobienne et antioxydantes ont également été évaluées. La
comparaison du séquencage avec la base de données Genbank a montré une grande similitude
avec les Lactobacilli. Huit isolats ont été identifiés comme Lactiplantibacillus plantarum (100
%) et un isolat comme Lacticaseibacillus rhamnosus (95.75 %). L'analyse MALDI-TOF MS
des isolats confirme que les souches appartiennent au groupe des lactobacilles, en particulier
Lactiplantibacillus plantarum. La bonne tolérance des souches isolées aux conditions gastro-
intestinales de I’hote simulées in vitro a été démontrée par leur taux de survie
significativement élevé (P<0.001). Toutes les bactéries présentent une activité antibactérienne
contre les souches pathogenes d'origine alimentaire avec des diametres de zone d'inhibition
allant de 4.9mm pour Aspergillus niger ATCC 106404 a 17.47mm pour Candida albicans
ATCC 10231. Il existe une différence inter-espéces significativement tres élevée (P <0,001)
pour l'activité antioxydante des bactéries isolées. L'activité de piégeage du DPPH la plus
élevée (92.15 %) a été obtenue avec la souche LbNO09. L'étude in vivo est réalisée en utilisant un
modéle murin d’inflammation intestinale par le Dextran sulfate de sodium (DSS) a 3% (P/V)
chez des rats Wistar. Un effet préventif important de la souche Lactiplantibacillus plantarum
LbN14, administrée avant le développement de la maladie, vis-a-vis des poussées de
I'inflammation similaire a celui de la souche probiotique Bifidobacterium animalis sub sp
lactis (Bb12) et du complexe Ultrabiotique, et plus éleve que celui de la sulfasalazosporine
utilisée dans le traitement de la rectolite hémorragique (RCH) a été observé. A la lumiére de
ces résultats, certaines des souches isolées du lait cru des vaches de race locale algérienne ont
des aptitudes probiotiques leur donnant une utilisation possible dans la préservation des
aliments contre les altérations microbiennes, l'oxydation pendant le stockage, et une

utilisation comme alicament a titre préventif contre certaines inflammations intestinales.

Mots clés : Bactéries lactiques (BL), lait cru de vache, probiotique, antioxydant, activité

antibactérienne.
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Introduction Générale

Un grand intérét est porté a I’utilisation des probiotiques en alimentation humaine pour
compléter et promouvoir les différentes fonctions du microbiote intestinal. En effet, les
probiotiques, définis comme des bactéries administrées vivantes et en quantités adéquates,
procurent des bienfaits pour la santé de I'hdte tels que l'atténuation de I’intolérance au lactose
(Boukezzoula et al., 2019), modulation et stimulation de la fonction immunitaire, et la
thérapie de certaines maladies intestinales inflammatoires (Fedorak et Madsen, 2004 ; Mileti
etal., 2009 ; Lee et al., 2015).

Les premiéres utilisations de bactéries vivantes, notamment celles ayant le statut
probiotique comme les bactéries lactiques, par I'étre humain comme moyen de conservation
des aliments remontent a bien longtemps, et se poursuivent encore de nos jours car la
consommation d’aliments fermentés procure des effets positifs sur la santé (Lee et Salminen,
1995 ; Bintsis, 2018, Ayaash et al., 2021). En effet, les bactéries lactiques, assurent un réle
important en industrie alimentaire dans la diversification des caractéres organoleptiques des
aliments par la fermentation lactique des matieres premiéres alimentaires (Von Wright et
Axelsson, 2011 ; Hayek et Ibrahim, 2013).

Les lactobacilles représentent un genre important dans le groupe des bactéries
lactiques ; ils sont trés utilisés en fermentation alimentaire pour leurs aptitudes fermentaires et
leurs effets bénéfiques sur la santé et la nutrition humaine (De Vos et al., 2009 ; Widyastuti et
al., 2014). En effet, les especes de L. plantarum sont des lactobacilles ubiquistes
potentiellement fermentaires, utilisées en industrie alimentaire en tant que starters (Siezen et
Hylckama, 2011), et en tant que probiotique dans les aliments fonctionnels et thérapeutiques
(De Vriesa et al., 2006). Ces espéces sont également retrouvées dans le microbiote naturel de

I'hnomme et des animaux (Molain et al., 1993)

Actuellement , les nouvelles études de recherches visent I'isolement de nouvelles
souches lactiques potentiellement probiotiques a partir de plusieurs niches écologiques en
particulier le lait cru de vache et dautres produits laitiers qui constituent une source
hautement riche en bactéries lactiques surtout les lactobacilles ayant des effets probiotiques
importants comme la production de métabolites fonctionnels et d’intérét santé (Zago et al.,

2011; Jiang et al., 2016; Ait Abdeslam et al., 2019).
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Les bactéries lactiques au statut probiotique doivent avoir une multitude de propriétés
leur permettant de survivre tout au long du tractus digestif de I'ndte ; ainsi que des capacités
de production des substances antagonistes. A cet effet, plusieurs chercheurs ont établi les
effets bénéfiques procurés chez I'hdte par des espéces de Lactobacillus plantarum isolées du
lait et des aliments fermentés, et dont le potentiel probiotique a été démontré par I'évaluation
de leur resistance aux hostilités digestives (acidité, sels biliaires, etc...), par la recherche
d'activité antioxydante et antagoniste, ainsi que leur pouvoir d’adhésion aux cellules
épithéliales (Chaalel et al., 2017 ; Aguilar-Toala et al., 2018 ; Mohamad et al., 2020 ; lorizzo
etal., 2022).

Par ailleurs, grace a leur pouvoir antioxydant, les probiotiques contribuent a la
diminution du stress oxydatif qui est impliqgué dans de nombreuses pathologies comme
I’inflammation gastro-intestinale, ’obésité et le développement de tumeurs. C’est pourquoi
différentes bactéries lactiques ont été s€lectionnées pour lutter contre I’impact du stress
oxydatif sur la santé et traiter les toxi-infections alimentaires (Lee et al., 2015 ; Cai et al.,
2021).

C'est dans ce contexte que s'inscrit notre travail qui vise l'isolement de nouvelles
souches lactiques a partir du lait cru de vaches de race locale algérienne, de les identifier, de
les caractériser sur le plan des propriétés technologiques et biologiques, ainsi que de tester

leur capacité a survivre a la barriére gastro-intestinale.

La présente thése est structurée en trois chapitres. Le Chapitre | est consacré a une
revue de la littérature sur le sujet. Le Chapitre Il détaille le protocole expérimental adopté en
décrivant la méthodologie utilisée. Il comporte une étude in Vitro et une autre in Vivo.
L'étude in Vitro a pour objectif l'isolement, la caractérisation phénotypique, l'identification
moléculaire, la sélection des isolats a potentiel probiotique, et la détermination des activités
biologiques des souches lactiques sélectionnées. L'étude in vivo a consisté a évaluer I'effet
santé d'une souche LbN14 en utilisant un modéle murin d'inflammation intestinale. Le
Chapitre 111 présente et analyse les résultats obtenus pour en tirer les points forts mis en relief

dans la conclusion.
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I.1. Le systéeme digestif humain

L’épithélium gastro-intestinal est le sicge de I’activité de la flore microbienne et du
systeme immunitaire naturel de défense qui coexistent dans un équilibre permanent dont la
rupture induit des pathologies et détruit les fonctionnalités du microbiote intestinal. C’est
ainsi qu’une dysbiose peut étre a l’origine ou en étre la conséquence des pathologies
immunitaires et/ou inflammatoires. L'équilibre du systéme digestif est 1’'une des conditions
d’une trés bonne immunité pour la prévention et I'élimination des agents pathogenes
impliqués dans les toxi-infections afin d’assurer et préserver la santé de I'hote (Blander et al.,

2017 ; khan et al., 2019)
1.1.1 Organisation du tractus digestif

Le tractus gastro-intestinal est constitué de différents compartiments digestifs : la
cavité buccale, I’cesophage, I’estomac, I’intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon), le gros
intestin (cdlon ascendant, cdlon transversal et cdlon descendant) puis le rectum et I’anus
(fig.1). Ces compartiments sont liés a des organes connexes (les glandes salivaires, le foie, la
vesicule biliaire et le pancréas), responsables des différentes sécrétions digestives (enzymes,

électrolytes et sels biliaires) qui participent a la digestion des aliments (Ebel., 2012).

a b
pH gradient Microbial biomass

Salivary .
gland Oral cavity, 105 cells/ml| stomach . 1525 1042 calls/ml
Duodenum 5=7 10**cells/m|

Esophagus

Jejurium 7=9 1055 cells/ml

lleum 7-8 10% cells/ml

Liver.
Stomach lleocecal valve
Duodenum Fancreas
Colon 11 .
leccecal Colon 5-7 10" calls/ml

valve Jejunum
Cecum

- o
lleum L

Rectum

Figure 1 : Anatomie et physiologie du tu digestif de I’homme (Walter et Ley, 2011).

a/ les majeurs sections du tractus digestif, b/ Biomasse cellulaires du microbiote ainsi que les

pH des différentes sections.
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1.1.2. Les organes annexes du tube digestif
1.1.2.1. Les glandes salivaires

Ces glandes salivaires exocrines sont associées a la langue et retrouvées dans la
bouche. Elles assurent une sécrétion salivaire continue pour garder la cavité buccale humidifié
ainsi que pendant la mastication des aliments ingérés (Dupin, 1992 ; Devoize et Dallel.,
2010). La salive produite par ces glandes salivaires, constitue un mélange de sécrétions
organiques et inorganiques représentées par de nombreux électrolytes et d’enzymes salivaires
qui contribuent au fractionnement de la nourriture ingérée ainsi que des immunoglobulines et

d'autres protéines du systeme immunitaire (Lacour et Belon, 2015).

1.1.2.2. Le Pancréas

Le pancréas est un organe annexé au tube digestif situé dans la partie haute de
I’intestin gréle, composé de glande endocrine qui assurent la sécrétion de I’insuline ainsi que
d’autres hormones pancréatiques dans le sang, et de glande exocrine qui sécrétent des enzymes
pancréatiques vers le duodénum en communication avec les voies biliaires. Les secrétions
exocrines assurent la digestion des aliments, quant aux secrétions endocrines, elles jouent un
role important dans le controle de la glycémie de I’organisme (Bessaguet et Desmoulicr,
2021).
1.1.2.3. Le Foie

Le foie est un grand organe, situé dans I'abdomen, lié au tube digestif, et constitué de
structures vasculaires biliaires exocrine permettant la production de la bile (sels biliaires)
dans la vésicule biliaire facilitant I’émulsion et 1’absorption des corps gras par ’organisme ;
le foie participent également a d'autre fonctionnalité telle que le métabolisme des glucides,
la protéolyse, l'activation de la vitamine D, I'élimination des toxines et des médicaments

grace a des enzymes spécifiques (Guénard, 2001).

1.1.3. Les enzymes digestives

Les enzymes digestives constituent une part importante dans le suc gastrique et
pancréatique et sont produites par de nombreux types cellulaires. En effet, La digestion
enzymatique du bol alimentaires début dans la bouche par la salive riche en alpha amylase
salivaire qui est sécrétée directement sous forme active chez tous les organismes ; elle

hydrolyse les glucides en clivant les liaisons glycosidiques a-(1,4) des polysaccharides
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(Jancek, 1997). Au niveau de I'estomac, le suc gastrique constitué d'eau, de mucus, d'acide
chlorhydrique, de pepsine qui passe d’une forme inactive (pepsinogéne) a une forme active
(pepsine) en milieu acide crée par ’'HCI gastrique (Lecleire, 2008), et de facteur intrinséque,
et de lipase pour la digestion des graisses. Dans l'intestin gréle, il y a la bile et le suc
pancréatique contenant les enzymes : amylase pancréatique, la lipase, les protéases (trypsine,
chymotrypsine etc....), dont l'action enzymatique contribue a la réduction des grandes

molécules alimentaires en nutriments absorbables (Heda et al, 2022).

La trypsine compte parmi les protéases les plus importantes du suc pancréatique qui
permet le clivage des protéines au niveau du carboxyle des acides aminés basiques, et
appartient a la famille des protéases a sérine. La forme inactive, le trypsinogéne, doit étre
activée en trypsine pour étre fonctionnelle (Whitcomb et Lowe, 2007). La chymotrypsine une
autre protéase qui agit au niveau du carboxyle des acides aminés aromatiques par hydrolyse
des liaisons peptidiques. Elle est stockée dans le pancréas sous forme inactive, le
chymotrypsinogéne, qui doit étre activé par la trypsine au niveau duodénal (Silbernagl et

Despopoulos, 2008).

Parmi les lipases synthétisées sous forme active, il y a la triacylglycérol hydrolase et
la cholestérol hydrolase. La triacylglycérol hydrolase hydrolyse les triacylglycérols en en
acides gras et glycérol ; alors que la cholestérol hydrolase clive les esters de cholestérol en
acides gras et cholestérol (Sui et al., 2020). Par ailleurs, les phospholipases hydrolysent les

phospholipides.
I.1.4. Histologie du tube digestif

Sur toute sa longueur, le tube digestif est tapissé par quatre couches histologiques
(Figure 2) concentriques qui sont de la lumiére du tube vers I’extérieur : la muqueuse, la sous-
muqgueuse, la musculeuse et l'adventice (Tomas et Sansonetti, 2017). La mugueuse est
structurée en trois couches : le revétement épithélial, le chorion ou tissu conjonctif de soutien
(la lamina propria) et une fine couche de muscle lisse (la musculaire muqueuse) qui produit

les mouvements locaux et les replis de la muqueuse (Kihnel, 1998).

La sous-muqueuse est constituée d’un tissu conjonctif lache supportant la muqueuse
qui contient du collagéne, des fibrilles d’¢lastine, des vaisseaux de gros calibre, des vaisseaux

lymphatiques et dans certains endroits des glandes sous-muqueuses (Pocock et al., 2004).
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Figure 2 : Coupe histologique d’intestin humain (X200) (Ballouhey, 2018)

La musculeuse externe est formée d’une couche longitudinale et d’une couche
circulaire de fibres musculaires lisses permettant la contraction de I’organe et ainsi le mélange
et la migration des aliments le long du tube digestif. Entre les deux couches de la musculeuse
se trouve le plexus nerveux mésentérique d’Auerbach et des cellules de Cajal (cellules «
pacemaker » qui contrélent le rythme du péristaltisme) (Reed et Wickam, 2009). La séreuse
ou I’adventice est la couche la plus externe de la paroi intestinale formée de tissu conjonctif
recouvert d’un épithélium simple squameux rattaché aux tissus environnants et supportant les

organes ou adjacent a la cavité péritonéale (Da Silva, 2013).

Le tissu lymphoide associé a la muqueuse intestinale est constitué par plusieurs types
de cellules a fonction immunitaire ayant pour role la régulation de la réponse immunitaire de
la muqueuse intestinale en relation avec le microbiote de la lumiére intestinale pour empécher

la translocation et propagation des bactéries pathogenes chez I'h6te (Morbe et al, 2021).
1.1.5. Le microbiote intestinal
1.1.5.1. Formation du microbiote intestinal
Le microbiote intestinal se forme des la naissance, au contact de la flore vaginale de
la mére, ou au contact des micro-organismes de I’environnement lors d'une césarienne

(Tiihonen et al., 2010). 1l continue d'évoluer tout au long de la vie jusqu'a I'dage adulte ou il se

stabilise ; sa composition varie d’une personne a une autre en plus d'étre spécifique pour
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chaque individu selon son alimentation et son mode de vie ainsi que selon certains facteurs

génétiques et thérapeutiques (Campeotto et al., 2007 ; Milani et al., 2017).

Il abrite jusqu'a cent mille milliards de microorganismes constituant une flore
intestinale diversifiée, et les différentes espéces retrouvées appartiennent a cinq grands
phylums : les Firmicutes, les Bacteroidetes, les Actinobacteria, les Verrucomicrobia et les
Proteobacteria (Whitman et al., 1998 ; Guillame Elemetais, 2014 ; Schroeder et Backhed,
2016).

Les conditions physiologiques du tractus gastro-intestinal affectent fortement la
répartition bactérienne malgré la barriére acide gastrique qui inhibe fortement la croissance,
de nombreux micro-organismes acido-tolérants anaérobies facultatifs tels que les
lactobacilles, les streptocoques, les levures, et bien d’autres arrivent a s’y développer (Wilson,
2008). Dans lintestin gréle, lI'oxygéne diminue et la flore retrouvée est principalement
composée d'anaérobies facultatifs et d'anaérobies stricts, notamment les bifidobactéries, les

bactéroides et les clostridiums retrouves aussi dans le colon (Ebel, 2012).

1.1.5.2. Rble du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal (Figure 3) est essentiel au bon fonctionnement de
I'écosysteme digestif est joue un réle important dans les fonctions digestives, métaboliques,
immunitaires et neurologiques (Kamada et al., 2013 ; Martinez-Guryn et al., 2018 ; Fan et
Pedersen, 2021). Des modifications structurelles et physiologiques peuvent survenir en cas
d'absence des microorganismes intestinaux, comme l'augmentation du volume du caecum, un
amincissement de la paroi intestinale, une diminution des plaques de Payer et un allongement
des villosités de la muqueuse (Ebel, 2012). Le microbiote participe au métabolisme de
I’ensemble des nutriments (glucides, protéines, lipides etc....) pour les rendre assimilables par
I’organisme grace a l'action enzymatique bactérienne et joue également un rdle important
dans la protection de I’hdte contre les agents pathogeénes par son effet barricre (Moroni,
2007). En effet, les genres Lactobacillus et Bifidobacterium, du microbiote gastro-intestinal
humaine produisent des substances antimicrobiennes actives contre les microorganismes
entéropathogénes impliqués dans la diarrhée et certaines maladies intestinales (Bernet-
Camard et al., 1997 ; Servin., 2004 ; Moal et Servin, 2006).
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Figure 3 : Description du microbiote intestinal humain (Ouwehand and Vesterlund, 2003)
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I.2. Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) : cas de la rectocolite
hémorragique (RCH)

Les maladies inflammatoires de Il'intestin (MICI), sont représentées par la maladie de
Crohn, dont I’inflammation peut toucher toutes les parties du tube digestif, et la RCH, dont

I’inflammation est localisée au niveau du rectum et du colon (Baumgart et Sandborn, 2007).

La RCH est une maladie chronique inflammatoire caractérisée par des périodes de
rémission et de récidive de I'inflammation des muqueuses, entrainant des symptdmes tels que
des douleurs abdominales, de la diarrhée sanglante et de la fatigue (Torres et al., 2012). Sa
pathogénicité peut étre liée a une prédisposition génétique, a des defauts de la barriére
épithéliale, a des réponses immunitaires excessives du systeme de défense de I'organisme
générant une réaction auto-immune qui provoque des saignements observées lors de
diarrhée sanglante et des ulcérations au niveau du colon diagnostiquées par coloscopie et par
des examens histologiques de fractions de tissus cellulaires colorectales (Magro et al., 2012;
Ungaro et al.,, 2016). Une Dysbiose peut étre une consequence en cas d'inflammation
chronique de l'intestin, et est souvent réparée par la consommation de probiotiques afin de
restaurer I'équilibre de la flore intestinale et éventuellement de réduire I'inflammation
(Girardin et frossard, 2012 ; Nobaek et al, 2000 ; Verdu et Collins, 2004) ainsi que la
modulation du systeme immunitaire (Steidler et al., 2000 ; O'Mahony et al., 2005 ; Hatakka et
Saxelin, 2008).

1.2.1. Modeles d'étude des maladies inflammatoires de I'intestin
1.2.1.1. Modéles in-vitro

Les modéles cellulaires d'étude in vitro, les plus utilisés sont représentées dans le
tableau 1.
1.2.1.2. Modéles in-vivo

Les deux modé¢les expérimentaux d’étude in Vivo de la pathologie inflammatoire
intestinale sont chimio-induites, soit par le Dextran Sulfate Sodium (DSS) (tableau 2) qui
provoque une perturbation de la barriére intestinale, soit par I’acide 2,4,6-trinitrobenzene
sulfonique (TNBS) ou l'acide 2,4-dinitrobenzene sulfonique (DNBS) qui provoquent une
colite expérimentale, caractérisée par une reaction inflammatoire aigie entrainant I’élévation
des cytokines immunitaires et une infiltration de neutrophiles et de macrophages au sein des
couches épithéliales de I'intestin (Alex et al., 2009) et une infiltration de neutrophiles et de

macrophages au sein des couches épithéliales de I'intestin (Te Velde et al., 2006).
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Tableau 1 : Modeéles cellulaires in vitro pour I'étude des maladies inflammatoires

intestinales
Modeles Origine d'isolement Caractéristiques
cellulaires
Les cellules Adénocarcinome - Différentiation spontanée des cellules et
épithéliales colorectal humain Capacité ~ de  produire  des  marqueurs
humaines (Fogh et Trempe, inflammatoires (cytokines pro-inflammatoires)
1975) en réponse a d’autres cytokines telles que I'IL-
Caco-2 1B, le TNF-a (Cheng et al., 2008 ; Rodriguez-
ramiro, 2013)
Les cellules Adénocarcinome - D_h_‘férenciation ceIIngi_re_ necessitant des
épithéliales colorectal humain conditions de cultures spécifiques (Huet et al.,
(Fogh et Trempe, 198?). . S . .
HT-29 1975) - Utilisation comme barriere intestinale humaine
dans des recherches d'absorption et de
perméabilit¢ en coculture avec la lignée
cellulaire Caco-2 (Behrens et al., 2001 ; Barnett
et al., 2016 ; Béduneau et al., 2014)
Les cellules Ce sont des - La présence de marqueurs cellulaires pour les
mononuclées du | lymphocytes, des macrophages et les cellules dendritiques a été
sang monocytes et des décrite dans des cocultures utilisant des PBMC
périphériques cellules dendritiques | (Leonard et al., 2010).
(Les PBMC) issues des couches
leuco-plaquettaires
du sang de donneurs
sains (Kleiveland,
2015)

Le modele de perturbation de la barriére intestinale par le Dextran Sulfate Sodium
(DSS), est couramment utilisé pour déterminer la réponse immunitaire innée lors d'une colite
(Cooper et al., 2000), et lorsqu’il est administré par voie orale, il reproduit exactement les
symptdmes observeés lors des MICI : perte de poids, sang dans les selles, diarrhée, tel que cela
a été évalué parle « Disesase Activity Index » (DAI) (Mimura et al., 2004),ainsi que des
ulcérations, érosions des cellules épithéliales avec une importante infiltration de lymphocytes
et neutrophiles qui sont évalués par un score histologique déterminant la réponse
inflammatoire (Okayasu et al., 1990; Johansson et al., 2010).

Le modele TNBS est tres utilisé pour son action rapide et son inflammation localisée
pouvant se généraliser s'il est administré plusieurs jours donc il est limité par un protocole
d'administration précis, en plus de la nécessité d'une présélection génétique des souris
(Saavedra et al., 1994 ; Prantera et al., 2002).
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Tableau 2 : Conditions d’étude des souches bactériennes dans des modéles
d’inflammations intestinales chez la souris (Kechaou, 2012).

Reéférences (Nanda Kumar et al., (Miyauchi et al., (Mennigen et (Lee et al.,
2008) 2009) al., 2009) 2008)
Bactéries Cocktail de bactéries L. delbrueckii sup. Cocktail VSL.3 L. plantarum
L. rhamnussus LGG L.  bulgaricus no. 3. S. thermophilus  HY115
PlantaruimCIP102021 L. casei no.9 B. longum L. brevis
L. casei (CIP107868) L. gasseri no.10 B. breve HY7401
L. lactis (C1P101028) L. rhamnosus B. infantis
B. bifidum (CIP56.7T)  OLL.2838 L. acidophilus
B. infantis L. plantarum
(CIP105265T) L. casei
B. adolescentis L. bulgaricus
(CIP64.59T)
Induction de 4% DSS integre dans 3.5% DSS dans ’eau  3.5% DSS dans 5% DSS dans
inflammation I’alimentation des de boisson. I’eau de boisson. 1’eau de
souris. boisson.

Administration
des bactéries
par rapport a
I’induction de
I’inflammation

Résultats
obtenus

Apres

I’administration

des bactéries

7 jours avant et 7 jours
apres

La baisse des bactéries
du groupe

Bactéroides chez les
souris traitées au DSS.
-Traitement
probiotique restaure les
niveaux de bactéroides ;
et I’élévation des
niveaux des
Bifidobacterium et
Lactobacillus.

-La baisse des
symptdmes cliniques ;
histologie et
biochimique.

-La baisse de la
sécrétion de TNF a
partir d’un marceau de
colon distal

24h apres I’induction
au DSS. Gavages
quotidiens pendant 3
jours : bactéries
vivants (10" UFC
souris) ou des
bactéries tuées par la
chaleur.

La baisse des effets
de la colite

L. rhamnosus

OL L2838 vivante ou
tuée par la chaleur

- de la perte de poids
avec les deux formes
testées.

- P’élévation de la
longueur des colons.
- La baisse de
I’activité MPO des
morceaux de colons
distaux meilleure
avec la bactérie
vivante.

7 jours avant et
7 jours apres

La baisse des
DAI

-La baisse du
score
histologique

-- I’élévation de
la protection de
la barriére
épithéliale.

7 jours apres

La baisse de
I’activité de
dégradation
Sulfates de
chondroitine
(protége le
cartilage
contre les
réactions
enzymatiques
et contre les
dommages
dus aux
radicaux
libres) et de
I’acide
hyaluronique.
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I.3.Probiotiques et bactéries lactiques
1.3.1. Les probiotiques
1.3.1.1. Le concept probiotique

Le concept de probiotique est apparu depuis les travaux de Metchnikoff en 1907 et
utilisé pour la premiere fois par Lilly et Stillwell en 1965 pour décrire une substance produite
par un microorganisme ayant la capacité de stimuler ou inhiber la croissance d’autres
microorganismes (Lilly et Stillwell, 1965). Plus tard, en 1991, Fuller redefinit le terme
« probiotique » comme étant des cultures microbiennes vivantes ajoutées aux préparations
alimentaires comme additif a effet bénéfique permettant d'améliorer la digestion et 1’hygiene
intestinale chez [I'h6te. Actuellement, les probiotiques sont définis comme « des
microorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés en quantités adéquates, conféerent des
effets bénéfiques pour I'néte » (FAO/OMS, 2001).

1.3.1.2. Criteres de criblage des bactéries a potentiel probiotique

Plusieurs scientifiques visent a isoler un grand nombre de bactéries a potentiel probiotique
important pour le développement de nouveaux produits agro-alimentaires (Cukrowska et al.,
2009 ; Guo et al., 2010 ; Koll et al., 2010 ; Jiang et al., 2016). La "Food and Agriculture
Organization (FAO), a mis en place plusieurs critéres de sélection (Figure 4) pour le criblage
des meilleures souches a potentiel probiotique (FAO/ WHO, 2002). L'identité de ces souches
constitue un critere de selection tres important a coté de l'aspect sécuritaire qui devrait
déterminer l'absence de virulence chez les souches choisies (Coudeyras et Forestier, 2010). La
viabilité ou survie des souches sélectionnées aux conditions du tube digestif et la dose ingérée
(10° UFCl/jour), comptent aussi parmi les critéres importants trés étudiés pour obtenir un effet
bénéfique efficace (Cocoran et al., 2006). En effet, cette viabilité est déterminée par des tests
in vitro de résistance a I’acidité gastrique, I’oxygene, le potentiel redox, les sels biliaires, les
secréetions enzymatiques, l'adhérence au mucus et/ou aux cellules épithéliales humaines,
I’activité antimicrobienne, les propriétés d’immunomodulation et I’interaction avec la flore
endogene (Gueimonde et Salminen, 2006). Tout microorganisme reconnu comme probiotique
obtient le statut GRAS (Generally Recognized As Safe) (Charalampopoulos et al., 2002 ;
Bron et Kleerebezem, 2018).

1.3.1.3. Effets Bénéfiques des Probiotiques
Les probiotiques sont a l'origine de plusieurs effets bénéfiques pour la santé de I'héte

grace a pouvoir de production de bactériocines et d'acides gras a chaine courte, la compétition
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trophique, la stimulation de la barriére muqueuse et I'immunomodulation (Isolauri et al., 2001
; Mercenier et al., 2003).

Identification de la souche par des techniques phénotypiques et génotypiques : Genre,

espéce, souche / Dépdt dans des collections publiques

v

Caractérisation  fonctionnelle Evaluation de I’innocuité : Test in
Tests in vitro et /ou sur modéle | «—— | vitro et /ou sur modéle animal ;

animal Essai clinique de phase 1

l

Détermination de l'efficacité chez I’homme : Essai clinique de phase 2 : étude
randomisée en double aveugle contre placebo ou autre étude appropriée ; Taille de la
cohorte et choix des criteres /marqueurs biologiques appropriés

- \

Essai clinique de Souches probiotiques Seconde étude

phase 3 : randomisée en double
Comparaisons de aveugle contre placebo
I'efficacité du indépendante pour
probiotique avec les confirmer les résultats
traitements standards (de preference)

Allégation santé et étiquetage :

Contenu- Genre, especes, souche ; Quantité minimum de bactéries viables a la date de
péremption ; Conditions de stockage ; Coordonnées de I'entreprise pour l'information au
consommateur et la pharmacovigilance

Figure 4 : Lignes directrices pour I’évaluation des probiotiques destines a I’'usage
humain (FAO-WHO, 2002).
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En effet, différents auteurs ont montré que la consommation de probiotiques permet
d'équilibrer le microbiote intestinal lors de dysbiose liée a des maladies intestinales
inflammatoires en contribuant a d'autres bienfaits pour la santé (Fuller, 1989 ; Kechagia et al.,
2013 ; Chen et al., 2021).D'autres effets bénéfiques des probiotiques ont également été
rapportés , notamment la prévention des infections du tractus intestinal en empéchant
I'adhésion des agents pathogénes, en exercant un antagonisme bactérien par la compétition
pour les nutriments, en améliorant le systeme immunitaire, en réduisant les allergies, en
atténuant l'intolérance au lactose, etc....(Majamaa et Isolauri, 1997; Hudault et al., 1997 ;
Sanders, 2001 ; Gopal et al., 2001 ; Mercenier et al., 2003 ; Rastall, 2004 ; Quinto et al.,
2014).

1.3.2. Les bactéries lactiques

1.3.2.1. Définition

Les bactéries lactiques sont définies selon les caractéristiques phénotypiques en
cellules Gram-positives, catalase négative, oxydase négative, n’ayant ni nitrate-réductase, ni
cytochrome-oxydase, immobiles, non sporulées, aéro-anaérobies facultatives, productrices
d'acide lactique par fermentation lactique (Axelsson, 2004). Leur culture nécessite des
facteurs de croissance tels que les acides aminés ; ainsi que les glucides fermentescibles
(Dellaglio et al., 1994 ; Dellaglio et Felis, 2005).

Les bactéries lactiques obéissent au concept « GRAS » et sont ubiquistes, retrouvées
dans diverses niches écologiques tel que le lait et produits laitiers, les végétaux, dans les
mugueuses humaines et animales (Salminen et al., 1998 ; Saarela et al., 2000 ; Quinto et al.,
2014). Néanmoins, d'autres especes lactiques opportunistes Streptococcus et Enterococcus,

peuvent présenter une certaine pathogénicité (Aguirre et Collins, 1993).

1.3.2.2. Taxonomie

La premiere classification établie par Orla Jensen en 1919 (Novel, 1993), basée sur le profil
fermentaire des glucides, la morphologie cellulaire et la température optimale de croissance a
permis de différencier quatre genres de bactéries lactiques : Lactobacillus, Pediococcus,
Leucononstoc et Streptococcus (Hammes et Vogel, 1995 ; Vandamme et al., 1996). Par la
suite, l'identification génétique des bactéries lactiques parles nouvelles méthodes moléculaires
telles que la polymérisation en chaine (PCR) et le séquencage du gene ARNr 16S (Drake et
al., 1996 ; Petti et al., 2005) (Figure 5), ont établi des bases de données précises pour I'analyse

phylogénétique (Figure 6) et l'identification de nombreuses autres especes parmi 13 genres
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bactériens différents : Lactobacilli, Bifidobacterium, Leuconostoc, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus, Weissella,
Aerococcus, Tetragenococcus et Vagococcus (Neefs et al., 1993 ; Schleifer et Ludwig, 1995 ;
Zheng et al, 2020)

Figure 5 : Modele de structure secondaire d’ARNr 16s des procaryotes. Les regions ou la
séquence des bases nucléotidiques est plus variable sont marqués V1 a V9 (Neefs et al., 1993)
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Figure 6: Analyse phylogénétique des principaux genres constituant les BL basées sur les
séquences des ARNr 16S (Schleifer et Ludwig, 1995).
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1.3.2.3. Les Lactobacilles

Les especes du groupe des lactobacilli sont les plus étudiées parmi les bactéries
lactiques utilisées comme probiotiques pour leur immense diversité génétique, métabolique et
écologique, en plus d'étre omniprésents dans différents habitats et peuvent avoir plusieurs
applications industrielles et de santé (Ait Abdeslam et al., 2019 ; Mohamad et al., 2020 ;
Ayaash et al., 2021 ; Cai et al., 2021 ; Oberg et al., 2022).

Les lactobacilles présentent des caractéristiques phénotypiques et génotypiques
différentes avec un pourcentage de Guanine et Cytosine (G+C) compris entre 32% et 53%
(Falsen et al., 1999). La structure cellulaire de ces bactéries se présente sous forme de
coccobacilles assemblés en chaines ou bacilles allongés, élancés, parfois recourbés
(Charalampopoulos et al., 2002). Ces souches sont dites anaérobies facultatives, ce qui
signifie que certaines espéces présentent une aérotolérance et d'autres souches sont
strictement anaérobies (Kandler et Weiss, 1986). Certaines especes sont thermorésistantes et
acidotolérantes (Hofvendahl et Hahn, 2000) et ont également des exigences nutritionnelles qui
sont apportées par des milieux de cultures spécifiques a leur croissance (De Man et al., 1960 ;
Rogosa et al., 1961).

1.3.2.4. Classification des lactobacilles

Les lactobacilles sont des bactéries Gram positif, classés dans le phylum des
Firmicutes, la classe des Bacilli, I’ordre des Lactobacillales et la famille de Lactobacillaceae
(Bergey’s., 2004).

La nouvelle taxonomie actuelle du genre Lactobacilli, établie par de nouvelles méthodes
moléculaires (ADN et protéomique), présente une importante diversité phylogénétique et
physiologique des especes de Lactobacilli et révele la présence de 261 espéces en mars 2020.
Cette diversité existe aux niveaux phénotypique, écologique et génotypique en proposant une
reclassification du genre Lactobacillus en 25 genres signés sous le nom de groupe
Lactobacillus delbrueckii, Paralactobacillus et 23 nouveaux genres selon la nouvelle
nomenclature et qui sont représentés par les genres Holzapfelia, Amylolactobacillus,
Bombilactobacillus, = Companiolactobacillus,  Lapidilactobacillus,  Agrilactobavillus,
Schleiferilactobacillus, Loigolactobacillus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa,
Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus, Paucilacto
bacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, Acetilactobacillus, Apilactobacillus,

Levilactobacillus, Secundilactobacillus et Lentilactobacillus (Zheng et al., 2020).
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1.3.2.5. Méthodes de caractérisation et d'identification des Lactobacilles :
1.3.2.6.1 Méthodes conventionnelles :

Il s'agit des techniques d'identification phénotypique traditionnelles utilisant les cultures
dépendantes (Tableau 3), physiologique (Larpent, 1997 ; Reque et al., 2000 ; Guiraud, 2003)
et biochimique (Freney, 2007). Cependant, Il'identification phénotypique des bactéries reste
lente par rapport a l'identification moléculaire (Petti et al., 2005).

1.3.2.6.2. Méthodes d'identification moléculaire :

Ces méthodes résumées dans le tableau 3, permettent une identification rapide des
microorganismes depuis leur environnement naturel (Huybens et al., 2009 ; Roux et Rolain,
2014). En effet, la réaction de polymérisation en chaine PCR qui permet 1’amplification du
fragment d’intérét d’acide nucléique par I’utilisation de couple d’amorces d'ADN universelles
ou specifiques aux genres et/ou a I'espéces a fait ses preuves d'efficacité dans plusieurs études
(Dubernet et al. 2002 ; Hilario, 2007 ; Van Guilder et al., 2008 ; Huybens et al., 2009 ;
Garibyan et Avashia, 2013). Ensuite, I'estimation de la taille moléculaire en paire de base de
I’amplifiat se fait par révélation électrophorétique sur gel d’Agarose, hybridation ADN/ADN
et par le séquencage du produit amplifié (Poitrase et Houdea, 2002 ; Westermeier, 2004).

Le sequencage est une autre méthode complémentaire d'identification qui détermine la
séquence amplifiée et fournit une base de données precise enregistrée dans les bases de
données BLAST de Genbank du NCBI (Lamoril et al., 2008). Au final I'analyse phylogénique
permet d'établir les relations taxonomiques et les distances étroites entre les séquences et de

concevoir un arbre phylogénique (Figure 7), (Amann et al, 1995).

1.3.2.6.3. Méthode d'identification protéomique : MALDI-TOF MS
L'apparition de la technigue MALDI-TOF MS a révolutionné les moyens
d'identification et est devenue une méthode de routine dans les laboratoires de microbiologie

pour sa simplicité d'utilisation et son faible colt analytique (Carbonelle et al., 2011).

Il s'agit d'une méthode d'identification rapide pour tous les microorganismes
(bactéries, levures mais aussi champignons) dans leurs milieux de cultures naturelles avec une
grande précision (Nacef et al., 2016). Son principe analytique permet le calcul de la distance
parcourue par les ions soumis a un champ électrique en un temps donné en fonction du

rapport de la masse sur la charge (m/z) (Carbonelle et al., 2007).
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Tableau 3 : Méthodes d'identification conventionnelles (cultures dépendantes) et
génotypiques des lactobacilles (Temmerman et al., 2004).

Méthodes Principe Temps Niveau Reproductibili | Références
d'identification | d'identification té
Identification phénotypique
Caractérisation Observation Lent Genre bactérien ou | Moyenne Gonzalez et
morphologique et | microscopique moins al. (2000)
physiologigue Caracteres de
croissance tests
simples
N Lent Genre bactérien ou Muyanja et
PR Assimilation et N Moyenne
;%[:?ﬁ:ﬁ irlsli;uon fermentation de espéces al. (2003)
q substrats  (Galeries
API)
Profil protéique SDS page des | Rapide Espéces Elevée Leisner et al.
protéines bactériennes (2001)

Amorces PCR avec amorces | Lent Cela dépend de | Elevée Nomura et
spécifiques spécifique au I'amorce utilisée al. (2002)
groupe
) Détermination de la i
Sequencage séquence des génes I((;fr?:g:fjg(s)néce du Elevée aBLIO(()gB%Z) et
(ADNr 16s....) Rapide P '
Enzyme de
Restriction
RFLP (Restriction ﬁ;arlr):zﬁt ((111;
Fragment-Length res?riction (REA)
polymorphy DNA) de 'ADN ou des | Moyen Espéces a la Elevée Giraffa et al.
e amplicons de PCR souche (2002)
AFLP (Amplified
fragment Length Analyse Combinée Elevée Giraffa et
polymorphism) des REA et PCR Rapide Espéces a la Neviani
souche (2000)
Random Amplified | Randomly primed | Lent Espéces a la Lente Booysen et
Polymorphism PCR souche al. (2002)
DNA (RADP- PCR)
Rep-PCR .
(Repetitive element Spé:ﬁencggblar%t étégz
sequence) s€q ) P Lent Espeéces a la Elevée Gevers et al.
intercalées
X souche (2001)
Electrophorese sur
N . | REA et
gel a champ pulsé | | X
électrophorése  sur
(PFGE) . )
gel a champ pulsé
REA et détection de Rapide Souches Elevée Ventura et
. Zink (2002)
Ribotypage sondes
oligonucléiques
Rapide Espéces a la Elevée Lyhs et al.
Hybridisation  des P P Y
hvbridisati souche (2002)
sondes yoridisation ADdN' Rapide Elevée Manero et
ADN — par _Ues Genre a I’espéce Blanch
sondes marqués (2002)
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) L. buchneri
L. brevis i
L. plantarum — Pediococcus

L. sharpeae
L. coryniformis L. casei
L. bifermentans N
L. curvatus, graminis, sake

L. salivarius

L. reuteri

L. acidophilus

Weissella

Leuconostoc

Figure 7 : Arbre phylogénétique des espéces principales du genre Lactobacillus basé sur les
ARNTr 16S. Les especes soulignées en rouge ont au moins un géenome disponible sequencé, et
celles en vert sont celles qui ont au moins un génome en cours de sequencage. La barre
indique une divergence de séquence estimée a 10%. (Amann et al., 1995)
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I1. Matériels et Méthodes

I1.1. Matériel Biologique
I1.1.1. Souches lactiques et souches indicatrices

Les souches lactiques étudiées dans ce travail ont été isolées a partir de lait cru de
vaches laitiéres élevées dans une ferme d'élevage traditionnelle dans la région de Menasria,
Wilaya de Mascara située dans l'ouest de I'Algérie (36.17547° N, 1.44178° W), saines
nourries avec du fourrage, du son et dherbes de paturages et nayant regu aucune
antibiothérapie. Ces souches ont été codifiées et les échantillons affectés d'un numéro comme
suit : LbN1 (N°1), LbN5 (N°2), LbN9 (N°3), LbN10 (N°4), LbN11 (N°5), LbN12 (N°6),
LbN13 (N°7), LbN14 (N°8) et LbN15 (N°9).

Les souches indicatrices sont représentées par les souches pathogénes suivantes :
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 33862, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231 et
Aspergillus niger ATCC 106404. Elles sont utilisées pour la mise en évidence de l'activité

antibactérienne des isolats lactiques.
11.1.2. Milieux de cultures

Selon les exigences nutritionnelles des bactéries lactiques ciblées (Lactobacilli sp)
dans cette étude et leur métabolisme fermentaire, différents milieux de cultures (Tableau 4)
favorisant le développement de ces bactéries ainsi que leur identification ont été utilisés pour
Iisolement des souches lactiques. Tous les milieux de cultures sont stérilisés a l'autoclave
pendant 20min a une température de 120°C. La composition des différents milieux de

cultures est exposée dans les Annexes.

Tableau 4 : Milieux de culture utilisés

Milieux de culture Description / utilisation
e MRS (Man Rogosa, Sharp) e Bouillon et Gélose / culture et
e Milieu lait écrémé isolement des bactéries lactiques du

Groupe de lactobacilles.

e MRS (1,5% de Glycérol) e Bouillon / Conservation des isolats
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e Milieu hypersalé, Moeller (ADH), e Bouillon/ identification phénotypique
Milieu protéolytique, Galerie Api (caractérisation  physiologique et
50CHL biochimique)

e Milieu MH (Muller Hinton) e Bouillon et Gelose / Etude de

I'activité antibactérienne

11.2. Méthodes
11.2.1. La collecte des échantillons de lait

Dix échantillons de lait ont été préleves sur dix vaches laitieres dont les conditions
d’¢élevage ont été précisées precédemment (se reférer au paragraphe 11.1.1.). Le prélévement
des échantillons de lait est réalisé dans des tubes a essais stériles, en conditions aseptiques
avec traite manuelle a l'aide de gants stériles apres avoir nettoyé les mamelles et la peau
environnante avec de l'eau stérile. Les premiéres gouttes sont éliminées avant chaque
prélevement, puis les tubes sont transportés dans une glaciere pour le respect de la chaine de
froid lors de l'acheminement jusqu'au laboratoire afin de procéder immédiatement a

I'isolement.

11.2.2. Isolements, purification et conservation des souches

Les échantillons de lait ont été enrichis avec du lait écrémé (10 % : P/V) puis dilués et
étalés sur MRS Agar (Conda laboratorios, Madrid, Espagne) (De Man et al., 1960). Ensuite,
10 mL de lait enrichi ont été ajoutés de maniére aseptique a 90 mL de solution saline stérile
(0,9 % : P/V) qui a également servi a réaliser des dilutions en série dans des tubes stériles
jusqu'a D10, On préléve 1 mL de chaque dilution que I'on inocule en surface des géloses
MRS steériles en boites pétri. Les boites sont alors incubées 24 a 48h selon la souche en
anaérobie a 37 ° C. La coloration de Gram et le test catalase ont €té utilisés pour la sélection
préliminaire des isolats qui ensuite sont triplement purifiés par des repiquages successifs sur
milieux MRS solide par la méthode d’épuisement de charge (méthode de quadrants). Les
isolats de bacilles sélectionnés, présumés étre des lactobacilles, étaient principalement Gram

positifs et catalase négatifs.

Pour une période de conservation courte a 4°C (4 semaines au maximum), les souches
pures sont ensemencées sur gélose MRS inclinée puis incubées 18h a 37°C. Pour une

conservation de longue durée, les souches pures sont ensemencées en cultures jeunes sur
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milieu liquide, et apres incubation de 18h, les suspensions sont centrifugées et le culot
bactérien est re-suspendu dans le milieu de conservation MRS-Glycérol 15% (25/75 v/v).

Une agitation au vortex permet d’homogénéiser la suspension bactérienne avant de la
conserver au congélateur a -20 / -80°C. En cas de besoin, les cultures sont décongelées
rapidement et repiquées dans le milieu lait liquide deux fois avant utilisation (Samelis et
al.,1994).

11.2.3. Caractérisation phénotypique et biochimique des isolats

Cette partie est basée sur une étude des caracteres morphologiques a savoir I'examen
macroscopique et microscopique, et des caractéres physiologiques et biochimiques des isolats

11.2.3.1. Caractérisation phénotypique
11.2.3.1.1. Examen macroscopique

Cet examen permet de constater sur milieu liquide un trouble du milieu qui indique qu'il y
a croissance bactérienne, ensuite la morphologie des colonies obtenues sur milieu solide,
permet de déterminer la présence de colonies pures bien isolées. Ces colonies isolées sont
soumises a une observation macroscopique afin de déterminer les caractéres culturaux
typiques des bactéries lactiques (forme, aspect, taille, couleur, opacité et contour) (Larpent et
Larpent-Gourgaud, 1997).

11.2.3.1.2. Examen microscopique

Base sur la morphologie des cellules bactériennes et leur mode d’association observés par
microscope optique. Une préparation a I’état frais permet d’examiner la mobilité des
bactéries et d’en déceler la forme. Des frottis des isolats sont ensuite réalisés pour une
coloration différentielle de Gram ce qui nous permet de distinguer les isolats selon le type de
Gram (positif ou négatif) (Prescott et al., 2003), leur morphologie (bacille ou coque) et leurs
modes d’associations (isolés, en chainettes ou en tétrades). Les bactéries lactiques sont a

Gram+(Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997).

11.2.3.2. Caractérisation biochimique

11.2.3.2.3. Recherche de la catalase

La présence de catalase se traduit par ’apparition de bulles d’oxygéne lors du contact

de la bactérie avec I’eau oxygéné (H20.) selon la réaction :

Inoculum+H, Oy, —» H,O0+% 0
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Quelques gouttes d’eau oxygénée sont mises en contact avec la suspension bactérienne

et 'apparition de bulles d’oxygene sur la lame indique que la bactérie est catalase positive

(Kandler et Weiss, 1986).
11.2.3.2.2. Croissance a différentes températures

Le facteur température permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles de
celles thermophiles. Pour cela des tubes de bouillon MRS ont été inoculés par les cultures
pures des isolats, puis incubés 24 a 48h a 30 et 45°C. Ensuite, pour Vérifier la
thermorésistante des isolats, des cultures pures sont inoculées dans du bouillon MRS et
exposées a une température de 60°C et 100°C pendant respectivement 30 et 10min, puis
incubées a 37°C pendant 24 & 48h. Les bactéries présentant une croissance sont considérées
comme thermorésistantes (Stiles et Holzapfel, 1997).

11.2.3.2.3. Croissance sur milieux hyper salés

La croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl)
donne des renseignements précieux pour I’identification des lactobacilles. En effet, le sel
inhibe les bactéries nocives et favorise ’activité fermentaire de certaines bactéries dont les
bactéries lactiques qui le tolerent (Masui et al., 1979 ; Shockey et Borger, 1991). Les cultures
a tester ont été ensemencées sur des bouillons hyper salés a 4, 6.5 et 9.5% de NaCl. Apres une
incubation a 37°C pendant 24h, I’aptitude a croitre sur ces milieux se traduit par I’apparition

d’un trouble (Cai et al., 1997).
11.2.3.2.4. Croissance a pH acide

L’influence de I’acidité sur la croissance des souches a été testée sur gélose MRS
solide a différents pH (2.5, 4 et 5) obtenus par addition de HCI 1N. Les souches sont

ensemenceées en touches (spots) et incubées 24 a 48h a 37°C (Sharpe, 1979)
11.2.3.2.5. Recherche de I'oxydase

La recherche d'oxydase est I'un des criteres les plus couramment utilisés pour identifier
les bactéries, notamment les bacilles a Gram négatif. Cela consiste a mettre en évidence la
capacité des bactéries testées a oxyder la forme réduite incolore du dérivé méthylé de la p-
phényléne diamine en leur forme oxydée rose violacé (Sharpe, 1979). A I’aide d’une pipette
Pasteur, une colonie bactérienne est déposée sur un disque préimprégnés du réactif N-
diméthyl-paraphényléne diamine et laisser réagie 1 min. Les bactéries produisant 1’oxydase

deviennent rose-violettes. Dans notre cas, les bactéries oxydases négatives sont retenues.
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11.2.3.2.6. Recherche de I'arginine dihydrolase (ADH)

La recherche de cette enzyme permet de caractériser les bactéries lactiques car elle
libére I’ammoniaque et la citrulline a partir de ’arginine. Pour ce faire le bouillon Moeller a
arginine a été ensemenceé par les cultures a tester, aprés une incubation a 37°C pendant 24h, la
culture dans le milieu de base se manifeste par le virage du milieu au jaune di au métabolisme
du glucose. La dégradation de I’arginine et la libération de ’ammoniac empéchent le virage

au jaune (Sharpe, 1979)
11.2.3.2.7. Profil fermentaire

Ce test permet de différencier les bactéries lactiques homofermentaires de celles
Hétérofermentaires. Pendant leur croissance, les bactéries lactiques dégradent les sucres du
milieu de culture en empruntant soit la voie homofermentaire dont le produit final est
essentiellement 1’acide lactique, soit la voie hétérofermentaire qui produit en plus de 1’acide
lactique, de I’é¢thanol, de I’acétate et du CO2 (De Roissart et Luquet, 1994). 1l consiste a
mettre en évidence la production de gaz (CO.), par I’ensemencement des tubes de bouillon
MRS liquide contenant les cloches de Durham avec les isolats et apres incubation a 37°C
pendant 24 h. La production de gaz se manifeste par 1’apparition de bulles d’air dans les
cloches (Sharpe, 1979). La capacité des bactéries lactiques a dégrader différents sucres est un
critere d’identification important. Ce profil fermentaire a été mis en évidence sur galerie API
50CH (McLeod et al., 2008).

11.2.3.3. Caractéres sécuritaires des isolats
11.2.3.3.1. Test d’hémolyse

Le test d’hémolyse détermine l'innocuité des isolats. Il est réalisé en ensemengant en
stries des cultures jeunes des isolats (18h) sur des boites de Pétri contenant de la gélose au
sang. L’incubation de ces boites a 37°C pendant 24h détecte ’hémolyse grace a la formation
dune zone claire ou de couleur verte autour des colonies (B et a hémolytique,
respectivement). En revanche, si les bactéries ne présentent aucune modification du milieu

elles seront considérées non hémolytiques (y hémolytiques). (Padmavathi et al., 2018).
11.2.3.3.2. Antibiorésistance :

L’antibiorésistance des isolats est révélée par un antibiogramme en milieu solide vis-a-
vis des cing disques d'antibiotiques suivants : Colistine, acide nalidixique, streptomycine,

sulfamide, gentamicine. Une culture jeune de 18h de chaque souche bactérienne est
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ensemencée en surface de la gélose MRS et les disques d'antibiotiques y sont déposés en
surface. Les boites de culture sont ensuite maintenues en incubation & 37°C pendant 18h, puis

les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés (Charteris et al., 1998).

11.2.3.4. Caractéres technologiques des isolats
11.2.3.4.1. Production d'acétoine

Pour réaliser ce test, chaque tube contenant 5 mL du milieu Clark et Lubs stérile est
inoculé par une culture jeune de 18h de la souche lactique a tester. Aprés incubation de 24h a
37°C, les réactifs de Vogues-Proskauer VPI (NaOH a 16% d'alcool) et VVPII (alpha-naphtol a
6% d'alcool) sont ajoutés sur les cultures (V/V) a la température ambiante ; ce mélange est
laissé reposer pendant 10min avant de lire la réaction. La réaction positive se traduit par

I’apparition d’un anneau rose a la surface du milieu (Avril et al., 1992).
11.2.3.4.2. Production d'exopolysaccahrides

La production de Dextrane a partir de saccharose est mise en évidence sur milieu
hyper saccharose MSE (Mayeux, Sandine et Elliker, 1962). Les isolats ensemencés par stries
sont incubés a 37°C pendant 24h. Apres incubation, les isolats producteurs
d'exopolysaccahrides sont visualisés par la formation de colonies larges, visqueuses et

gluantes (Leveau et al., 1991).
11.2.3.4.3. Activité protéolytique

L’activité protéolytique des isolats est déterminée sur gélose (Agar au Lait écrémé) qui
une fois préparée, coulée, et solidifiée, est ensemenceé par les précultures de 18h des souches,
par la technique des multipoints a ’aide de coton-tige, et les boites sont incubées 24 a 48h a
37°C. La protéolyse est révélée par lapparition des zones claires autour des souches
(Veuillemard., 1986).

11.2.3.4.4. Activité lipolytique

La lipolyse est mise en évidence sur milieu gélosé a 'émulsion de jaune d’ceuf. Des
spots de la culture jeune ont été déposés en surface de cette gélose a l'aide de coton-tige.
Aprés une incubation a 37°C pendant 24-48h, la lipolyse est révélée par une zone claire

autour des spots (Harrigan et Mc Cane, 1990).

11.2.3.4.5. Pouvoir acidifiant
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Le pouvoir acidifiant traduit la capacité d’une souche a produire de I’acide qui dans le cas des
bactéries lactiques est ’acide lactique (Larpent, 1997). Il consiste & ensemencer du lait écrémé
a 10% (PV) préalablement stérilisé par les souches lactiques isolées et qui est incubé 24h a
37°C. La cinétique d’acidification de ce lait est mesurée par titration a la soude 1N en
présence de phénolphtaléine sur des préléevements de 10mL de fermentat aux intervalles de
temps 0, 2, 4 6, 8 et 24h. Le virage de la couleur du lait au rose pale persistant au moins 10
secondes correspond au point d’équivalence atteint par le volume de NaOH versé (VnaoH).

L’acidité du lait en degrés Dornic (°D) est calculée selon I’équation suivante (2) :
Acidité (°D) = V naoH X 10 (2)

Le pH du lait a été également mesuré.

11.2.4. Identification moléculaire des isolats

L’identification génotypique des différents isolats passe par plusieurs étapes qui sont décrites

ci-dessous.
11.2.4.1. Extraction de I'ADN bactérien

L'ADN génomique des souches bactériennes a eté extrait a l'aide du kit d'extraction et de
purification d’ADN génomique Promega Wizard® (Promega ; Madison, WI, USA) selon les
recommandations du fabricant. Les cellules ont été prélevees a partir des culots bactériens

frais apres centrifugation de la culture et élimination du surnageant.

Le Kit "Wizard® de Promega" d'extraction d’ADN, combine deux types de lyse cellulaire :
une lyse enzymatique par le lysozyme et une lyse chimique par une solution de lyse (NaOH
2M+SDS). La quantité et la qualité des extraits d’ADN été déterminées grace au
spectrophotométre le NanoDrop™ (Thermos Scientific, Wilmington, DE, Etats-Unis) (Figure
8) qui permet d'estimer automatiqguement le rapport de pureté de L'ADN (A260/ A280) grace
a un systeme informatigue sur la plateforme danalyse post-génomique

(http://icore.unicaen.fr/plateformes/proteogen/).

Selon le fabricant, la procédure d’extraction commence par une centrifugation (5 min a
2000xg) d’une culture cellulaire jeune (18h) donnée avec élimination du surnageant et re-
suspension du culot bactérien dans un volume de 480uL de solution d’EDTA. Apres addition
de 120uL de solution de lysozyme, le mélange est incubé 1h a 37°C dans un Thermomix
(Figure 9) avant d’étre centrifugé 2 min a 13000xg. Un volume de 600uL de solution de lyse

est ajouté au culot récupéré avant d’étre incubé 5min a 80°C dans le Thermomix. Aprés quoi,
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on laisse refroidir 10 min pour ensuite ajouter 2L de solution RNAase et de nouveau incuber
1h & 37°C dans le Thermomix. Aprés refroidissement 10 min a température ambiante, 200uL
de solution de précipitation de protéines sont ajoutés et le mélange est placé 5 min dans de la
glace puis centrifugé 3 min a 13000xg pour récupérer le surnageant dans 600uL
d’isopropanol cette fois-ci. Ceci est suivi par la récupération dans de 1’éthanol 70% du culot
d’une centrifugation de 2 min a 13000xg. Une nouvelle centrifugation (2 min a 13000xg) du
mélange permet de récupérer le culot contenant I’ADN qui est débarrassé de 1’éthanol par
aspiration par micropipette et évaporation au speed vac concentrateur (Figure 9). Le culot est
réhydraté avec 80uL d’une solution de Tris EDTA et incubé 1h a 65°C.
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Figure 8 : Le spectrophotométre Nano Drop (Thermos Scientific, Wilmington, DE, USA)

Figure 9 : Appareils utilisés pour I'extraction de I'ADN bactérien des isolats.
A : Le Thermomix ; B : Le Speed VAC Concentrateur.

11.2.4.2. Amplification d'ADN par la réaction de polymérisation en chaine (PCR)

L'amplification des génes d’ADNr 16S est réalisée par la réaction enzymatique de
polymérisation en chaine (PCR) en utilisant des amorces (P4/P3) universelles (Tableau 5)
ciblant la région V6-V8 de I'ARN 16S bactérien pour un volume final de 50uL (milieu
réactionnel + ADN extrait). Le programme PCR est établi par un Thermocycleur automatisé
(fig.10) qui répete 30 cycles de trois étapes : dénaturation a 97°C pendant 1min ; hybridation
a 58°C pendant 1min ; et élongation a 72°C pendant 1min et 30 sec.

Ces cycles sont précédés par une étape de pré-dénaturation a 95°C pendant 15min
suivie d'une extension finale a 72°C pendant 15min. La réaction de PCR consiste a transférer
I'ADN matriciel (10 a 50 ng/pL), dans un volume réactionnel (Tableau 6) contenant 1uL de
chacune des deux amorces utilisées, 3uL de solution MgCl,, 25uL de Tag Mix (Taq
polymérase+ dNTP) et H20 (gsp 50upL). Les amplifiat sont ensuite déterminés par

électrophorése sur gel d'agarose.

Tableau 5 : Séquences des amorces utilisées.

Amorces | Séquences Sens Référence
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P3 Bact 968-GC-f Forward
5'CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGG
GGCACGGGGGGAACGCGAAGAACCTTACS' (Nibel et

P4 Bact 1401-r Reverse | 2 19%)
3'GCGTGTGTACAAGACCCS'

Tableau 6 : Composition du milieu réactionnel pour un échantillon PCR

Composants du milieu Volume pl
MgCL: (2.5 mM) 3uL
Amorce P3 1lpL
Amorce P4 1lpL
TagMix 25uL
H20 Qsp 50pL

Saved Protocols

Figure 10 : Thermocycleur et le programme PCR pour I'amplification du gene ADNr16s
11.2.4.3. Electrophorese sur gel d'agarose

Les produits de la PCR ont fait ’objet d’une électrophorese sur gel d’agarose a 1 %,
contenant du bromure d’éthidium (BET). La taille des amplifiat (Région V6-V8 ; 434 pb) a
été confirmé et les fragments d'/ADN amplifiés sont visualisé sous la lumiére ultraviolette

dans une chambre sombre rattaché a micrographe pour photographier le gel (Figure 11).

29
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11.2.4.3.1. Préparation du gel d'Agarose a 1%

19 de poudre d’agarose est dissout dans un volume de 100 mL de tampon TBE 1X
(Tris ; Borate ; EDTA buffer 10X) : le tampon est dilué : TBE 1X= 10mL d’ED + gsp 1L de
TBE 10X. Le mélange est doucement agité manuellement avant dissolution totale de 1’agarose
a chaud pendant 2 min au micro-onde. Le mélange est ensuite mis a refroidir 15min sur un
agitateur avant de couler la cuve d‘électrophorése et laisser solidifier (fig.11). Une fois

solidifiée, le gel est récupéré pour étre immergé dans la solution de TBE 1X.

11.2.4.3.2. Le dépbt sur gel

Les échantillons a déposer dans les puits du gel sont préparés dans des tubes de 0.5mL
a raison de 3uL de produits de PCR qui sont additionnés d'eau ultra pure et de Gel Red
(Tableau 7). Une solution ladder (le marqueur de taille) est également préparée en mélangeant
3uL de ladder 1KB +1puL de Gel Red (solution rouge). Au final, un volume total de 9uL (3uL
Ladder + 6 pL des échantillons) est déposé dans chaque puits. La migration se fait sous une

tension de 80 volts et dure 45 min.

Figure 11 : Appareils utilisés pour I'électrophorese sur gel d'agarose

A/ Préparation du gel d'agarose 1% ; B : Visualisation du gel sous les rayons ultraviolets

Tableau 7 : Milieu réactionnel pour I'électrophoreése

Milieu réactionnel Volume final
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Préparation des échantillons de PCR :
Produit de PCR (ADN) : 3uL
6 puL
Le gel Rouge (Gel Red) : 1uL
H20: 2uL
Marqueur de taille (Ladder) 3uL

11.2.4.3.3. Purification des produits de PCR

Les amplifidt d’ADN ont été purifiés a partir des produits PCR de toute trace de tampon
(Ethanol ou autres produits utilisés lors d’extraction de 1’ADN) en utilisant le kit de purification
"le Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System».

» Procedure suivie selon le fournisseur
-Transférer 25uL de produits de PCR dans des tubes collecteur de 1.5mL stérile
-Ajouter le méme volume de 25uL de solution Binding Membrane.
-Fermer les tubes avec les mini-colonne a membrane « SV minicolumn »
-Incuber a la température ambiante pendant 1min
-Transférer ensuite sur un nouveau tube avec colonne membranaire
-Centrifuger a 16000xg pendant 1min

-Lavage avec la solution Membranaire V=700uL ; et insertion de la colonne membranaire

dans un nouveau tube collecteur
-Centrifugation a 16000xg Pendant 1min

-Deuxiéme lavage avec la méme solution avec V= 500uL et réinsertion de la colonne

membranaire dans un nouveau tube collecteur
-Centrifugation a 16000xg pendant 1min

-Vider le tube et le recentrifuger a une vitesse douce pendant 1min avec le couvercle de

centrifugeuse ouvert pour permettre I'évaporation de n'importe quel éthanol résiduel.

-Transférer prudemment et doucement la colonne membranaire sur de nouveau tube

eppendorf de 1.5mL pour I’élution
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-Ajouter une solution de « Nucléase-Free Water » (solution de Tris) V=50uL a travers la

colonne membranaire et laisser incuber a température ambiante pendant 1min
-Centrifugation & 16000xg pendant 1min
-La solution obtenue est notre ADN pure
-Conserver la solution ADN & 4°C ou a -20°C.
11.2.4.3.4. Séquencage des produits de PCR purifiés

Le sequencage de nos produits de PCR a été réalisé par le laboratoire « Eurofins
Génomic séquencing » a Cologne en Allemagne. Aprés réception des résultats, la correction
des séquences brutes est réalisée en ligne pour obtenir les séquences Fasta de chacune des
souches sélectionnées qui sont introduites dans la base de données BLAST du programme de
NCBI (http://blastncbi.nih.gov/Blastcgi, consultée le 3 mars 2022) pour étre comparées a
celles de la Genbank pour l'identification des souches selon un pourcentage de similarité. Les
séquences traitées ont été soumises a la base de données nucléotidiques de la Genbank NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), afin d'obtenir des numéros de soumission pour chaque souche

de lactobacille.

En utilisant, le logiciel MEGA-X d'analyse génétique de I'évolution moléculaire

(Kumar et al., 2018), disponible sur http://www.megasoftware.net, nous avons construit un

arbre phylogénétique basé sur la comparaison des séquences nucléotidiques des ARNr 16s en
calculant les distances phylogéniques par la méthode Neighbor’s-joining avec la correction
jukes-cantor (Saitou et Nei, 1987).

11.2.5. Identification par MALDI-TOF MS

Le protocole est détaillé en figure 12 ; il consiste a prélever une colonie pure depuis
son milieu de culture MRS que l'on place sur une plaque en acier spéciale (MALDI-TOF
plague : MS Big Ankor 24BC, Bruker Daltonics inc, Allemagne), et que I’on étale avec 10uL
d'une solution saturée d'acide trans-3,5-diméthyloxy-4-hydroxycinnamique (HCCA portionné,
Bruker) + 0.1pL d'acide formique pour permettre une bonne cristallisation de la matrice avec
I'échantillon (Nacef et al., 2016).

Le mélange est laissé sécher a température ambiante avant d’étre introduit dans le
spectrophotometre de masse (Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization -Time- Of- Flight
Mass). Des spectres de masse sont obtenus automatiquement par un systeme informatisé qui

les traduit ensuite en score d'identification par le logiciel MALDI Biotyper TM4.0 Data Base
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Bruker (Daltonics, Germany). Les résultats sont obtenus sous forme de tableaux présentant
une liste des 10 meilleurs scores d'identification allant de 0.00 a 3.00 (Tableau 8) et sont issus

de deux tentatives expérimentales.

Isolerune Scanner la Introduirelacible ~ Créerlalistesurle Le logiciel va Lespectre de mass est
colonie et cible pour dans le spectre de logiciel et activerle automatiquement  instantanémentinterprété
réaliserun enregistrerla ~ masse MALDI- programme ,aprésanalysede  selon des correspondances
frottisurla liste surle TOF lacible, généré avec une bibliothéque de
cible logiciel un spectre de référence pour générer des
masse scores d’identification

Figure 12: Etapes du protocole d'identification des isolats par la méthode MALDI-TOF MS

Tableau 8: Interprétation standard des scores obtenus par le logiciel du MALDI-TOF

Intervalle du score | Description Symbole | Couleurs
[2.300- 3.000] (+++) | Vert
[2.000- 2.299] (++) Vert

[1.700-1.999] Identification probable du genre (+) Jaune

[0.000- 1.699] ‘ ) Rouge

11.2.6. Sélection in Vitro des souches a potentiel probiotique
11.2.6.1. La résistance aux conditions hostiles du tube digestif

Dans cette partie, neuf souches de lactobacilles ont fait I’objet des différents tests qui
simulent le parcours que peut subir un microorganisme probiotique durant son passage dans le

tractus digestif.
11.2.6.1.1 Résistance au suc gastrique simulé

Dans le but de déterminer la capacité de survie des souches de lactobacilles au transit

gastrique, les bactéries isolées ont été soumises pendant 4h a 37°C selon le temps de passage
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a l'estomac (Sensoy, 2011), a une simulation du suc gastrique : [(% : P/V) : 6.2 NaCl, 0.22
CaCl,, 1.2 NaHCOs3, 2.2 KCI, 0.3 pepsine, pH 2.5] (Pinto et al., 2006). Les cellules viables
ont été dénombrées sur gélose MRS a la fin de I’incubation. Le fluide gastrique simulé a été
stérilisé par filtration a travers une membrane de 0.22um. Le taux de survie des souches a été

calculer par la formule suivante:
Taux de survie (%) = (log UFC au temps t1 /log UFC au temps t2) x 100 (2)
11.2.6.1.2. Résistance aux sels biliaires

La survie des souches aux sels biliaires a été évaluée selon la méthode de Hyronimus et
al. (2000). En bref, 1 mL de chaque jeune culture de 18h a été centrifugé a 8000tr/min/10 min
et le surnageant a été éliminé. Ensuite, 50 puL de chaque culot bactérien ont été inoculés dans
450 pL de MRS a 0.5% (P/V) de sels biliaires ajusté a pH= 8. La survie des souches de
lactobacilles a ete évaluée par la méthode de comptage des colonies sur gélose MRS aprés 4 h
d'incubation a 37 °C. Le temps d'incubation est choisi en fonction du temps nécessaire a la
digestion dans l'intestin gréle avec les sels biliaires (Sensoy, 2021). Le taux de survie a été

calculé selon la formule précédente (2)
11.2.6.1.3. Résistance aux enzymes digestives

Les souches ont été exposées a l'effet de deux enzymes digestives I’amylase
pancréatique et la trypsine, pour simuler leur confrontation a la barriere enzymatique du
tractus gastrointestinal. Le taux de survie des souches en présence de ces enzymes a été
évalué selon la méthode décrite par Ouwehand et al. (2001). Pour ce faire, 50 uL de chaque
suspension de souche ont été inoculés dans 450 pL de solution d'amylase pancréatique
(Sigma, Aldrich, Neustadt, Allemagne) fraichement préparée (0.1 mg/mL dans du tampon
PBS, pH 6.9) d'une part, et dans 450pL de solution de trypsine (Alfa Aesar, par ThermoFisher
Scientific, Wilmington, DE, USA) fraichement préparée (0.1 mg/mL dans du PBS, pH 7.6)
d’autre part. Les cellules viables ont été ensuite dénombrées avec la méthode de comptage de
colonies sur plaque de gélose MRS aprés 5h d'exposition a 37°C (Sensoy, 2021). Le taux de

survie a été calculé selon la méme formule précédente (2).
11.2.6.2. L'adhésion des souches isolées aux cellules épithéliales
Le récapitulatif des étapes du protocole est représenté dans la figure 13.

11.2.6.2.1. Préparation des cellules épithéliales
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La méthode décrite par Mayra-Mé&ukinen et al. (1983) a été utilisé pour la préparation des
cellules épithéliales. Des segments intestinaux (I1éon et colon) de poulet ont été ouverts et
lavés avec une solution de tampon phosphate stérile (PBS, pH 7.2) dans laquelle ils sont
maintenus 30 min a 4°C pour ¢éliminer le mucus superficiel, avant d’étre de nouveau lavés 3
fois avec le tampon PBS et sont remis a 4°C dans du tampon PBS avant d'étre utilisés pour
éliminer toutes les bactéries adhérentes. Les segments sont par la suite pris un par un afin de
collecter les cellules intestinales en grattant la surface tapissant l'intestin gréle (iléon) et le
cblon avec une lame stérile. Les cellules sont mises en suspension dans 9 mL de PBS. Des
fractions cellulaires sont examinées au microscope optique pour s'assurer que les bactéries
adhérentes ont bien été éliminées. La concentration en cellules épithéliales a été ajustée entre
10% & 10° cellules/mL (Yu et Tsen, 1993).

11.2.6.2.2. Test d'adhésion

Le test d'adhésion a été réalisé selon la technique de Fuller et al. (1978). Des cultures
jeunes (18h) en bouillon de nos isolats de lactobacilles ont été centrifugees et remises en
suspension dans une solution tampon (PBS, pH7.2) et la charge bactérienne est ajustée a une
densité cellulaire de 102 UFC/mL. Ensuite, 1 mL de la suspension bactérienne et 1 mL de la
suspension de cellules épithéeliale préparées extemporanément sont melangés dans un méme
tube mis en rotation a 20 tours/min et l'interaction est maintenue pendant 30 min a 37°C.
L'adhésion est mesurée en observant au microscope optique des frottis apres coloration avec
0.5% de Crystal violet pendant 5 min. Si plus de 15 cellules bactériennes adhérent a une
cellule épithéliale, le test est positif et cela traduit une bonne adhésion des bactéries aux
cellules épithéliales (Pedersen et Tannock 1989 ; Lin et al., 2007).
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Figure 13 : Etapes du test d'adhésion aux cellules épithéliales.

11.2.6.3. Détermination des activités biologiques des souches
11.2.6.3.1 Activité antibactérienne

Le réle antimicrobien des isolats lactiques est évalué contre six germes pathogenes
responsables de toxi-infections : Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 33862, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Candida albicans ATCC 10231 et Aspergillus niger ATCC 106404. Le protocole utilisé est
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celui décrit par Chaalel et al. (2015). Brievement, des cultures jeunes (18h) des isolats dans
un milieu bouillon MRS a 37°C ont été centrifugées pendant 10 min a 14 000xg.

Ensuite, 50 pL de surnageant ont été filtrés (filtre 0,22um) et leur acidité neutralisée
puis mis dans des puits de 5 mm de diamétre sur la gélose MRS pré-inoculée avec les souches
pathogénes indicatrices.

Les plaques de gélose ont été incubées a 37°C pendant une nuit pour toutes les
bactéries pathogenes testées, et pendant 48 a 72h pour les champignons Candida albicans
ATCC 10231 et Aspergillus niger ATCC 106404. La formation de zones d'inhibition claires
autours des puits, indique une activité antimicrobienne positive contre les pathogéenes (Chaalel
et al., 2015).

11.2.6.3.2. Détermination de ’activité antioxydante

L'activité de piégeage du radical DPPH par les souches lactiques isolées a eté
déterminée selon la méthode décrite par Blois. (1958) qui consiste & mélanger 1 mL de
chaque culture d’isolat jeune de 18 h avec 1 mL de solution méthanolique de DPPH a
0.004 % (P/V) qu’on laisse 30 min dans 'obscurité a température ambiante. Ensuite, chaque
mélange a été centrifugé a 3000 tr/min pendant 10 min et l'absorbance du surnageant a été
mesurée a 517 nm contre de l'eau distillée (témoin négatif) par rapport a l'acide ascorbique
(Sigma, Aldrich) comme standard (contrdle positif). Le pourcentage d'inhibition (1%) de

I'élimination des radicaux DPPH est calculé selon la formule suivante (3) :
I (%) = [(A)control - (A)assay) / (A)control)] x 100 (3)

11.2.7. Expérimentation exploratrice de I'effet anti-inflammatoire in vivo chez le modele

murin d’étude de rectocolite induite au sulfate de Dextrane sodique (DSS)

Dans ce travail, seule la souche isolée, Lactiplantibacillus plantarum LbN14, ayant
présenté les meilleurs critéres d’éligibilité au statut probiotique a été testée pour son effet
préventif et/ou curatif vis-a-vis d'une inflammation colique légére a modérée induite par le
sulfate de Dextran sodique (DSS) (Alfa Aesar MW, Ca 40 000USA, 25¢) chez 40 rats Wistar

males.

Toutes les procédures ont été approuvées par le Comité d'éthique animale de la Faculté
des sciences de la vie et de la nature affiliée a I'Université Abdelhamid Ibn Badis de

Mostaganem qui a approuvé cette recherche (Agrément n° 2019-013).

11.2.7.1. Matériel biologique
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11.2.7.1.1. Souches bactériennes et produits utilises

Une souche probiotique Bifidobacterium animalis sub sp lactis : Bb12, un complexe ultra
biotique de souches probiotiques commerciales et un traitement médicamenteux de référence
a la Sulfasalazine ont été utilisés pour évaluer et comparer 1’effet anti-inflammatoire de la
souche sélectionnée, Lactiplantibacillus plantarum LbN14 (Tableaux 9 et 10).

Tableau 9 : Bactéries lactiques utilisées

Souches bactériennes Code Origine

Collection des souches isolées du lait

Lactiplantibacillus plantarum LbN14 de vache

Collection des Souches probiotique du
laboratoire LMBFAS

Bifidobacterium animalis Bb12

Tableau 10 : Les produits pharmaceutiques utilisés

Produits Composition Laboratoires Catégorie

Lactobacillus acidophillus
Lactobacillus plantarum
o Bifdobacterium lactis o Complexe de
Ultra biotique Bifidobactérium breve Nutrisanté Probiotique
(01gellule=4milliards de

bactéries)

Comprimés enrobés
Salazopyrine®En Sulfasalazine 500mg Pfizer .
gastro-résistants

11.2.7.1.2. Animaux d'expérience

Il s'agit de 40 rats Wistar males, obtenus de I’institut Pasteur d’Alger, nourris par

tourteaux a base d’orge, de mais, de son et de soja fourni par la Sarl « la ration » (Bouzareah,
Alger).

11.2.7.1.3. Milieux de cultures
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Les milieux de cultures utilisées lors de cette étude sont représentés dans le tableau 11.

Les deétails de composition des différents milieux se trouvent en annexe.

Tableau 11 : Milieux de cultures et leur utilisation

Milieux de culture Utilisations

Dénombrement de la flore Bifidobactéries
sur milieu solide, aprés 72 h d’incubation a
37°C en conditions d'anaérobiose.

Gélose Columbia

Dénombrement de la flore Lactobacilles sur
milieu solide, apres 72 h d’incubation a 37°C

MRS agar . L.
en conditions d'anaérobiose.
Dénombrement de la flore Entérobactéries
sur milieu solide, aprés 24 - 48 h

Mec. Konkey agar d’incubation a 37°C en conditions

d'aérobiose.

Dénombrement de la flore entérocoque sur
milieu solide, apres 24 - 48 h d’incubation a

Bile esculine agar “ e
37°C en conditions d'aérobiose.

Dénombrement de la flore Clostridium sur
milieu solide, apres 24 - 48 h d’incubation a
37°C en conditions d'anaérobiose.

Viande-foie+ Alun de fer, sulfite de
sodium a 80 ° C Pendant 10 minutes

Dénombrement de la flore bactéroides sur
milieu solide, apres 24h d’incubation a 37°C

Muller Hinton & base de sang en conditions d'anaérobiose.

11.2.7.2. Condition d'élevage des rats Wistar

Les 40 rats Wistar males agés de 4 semaines, pesant entre 70 et 100g ont été hébergés
dans une piece aménagée a température controlée (22°C), respectant un cycle d'éclairage et
d'obscurité (12h/12h) dans des cages en polycarbonate (Figure 14). Les rats ont été mis en

lots de cinq rats par cage et nourris ad libitum et recevant de l'eau distillée stérile a volonté.
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Figure 14 : Les cages d'élevage des rats Wistars

11.2.7.3. Protocole d'induction de I'inflammation au DSS

L’induction de l'inflammation intestinale par le DSS a été réalisée selon la méthode

décrite par Rochat et al. (2007) et Watterlot et al. (2010). La figure 15 présente le protocole

1 lu‘i‘|||||“ 3 = ’- TR S iy

s I |

expérimental de I'étude avec 3 groupes témoins, a savoir : un groupe témoin sans induction
(lot 1), un groupe a colite DSS 3%-induite (lot 2), un groupe témoin LbN14 sans induction
(lot8) , et 5 autres groupes a colite DSS 3% induite recevant les différents traitements en
préventif et/ou curatif : le lot 3 : 3% DSS + sulfasalazine " Salazopyrine® en 500mg, Pfizer"
du jour 7 au jour 14 ; le lot 4 : 3% DSS + Bifidobacterium animalis BB12 du jour 1 au jour 14
; le lot 5: 3%DSS + Ultra biotique « Complément alimentaire a base de souches de ferments
lactiques, Laboratoire Nutrihealth, Algérie » du jour 1 au jour 14; le lot 6 : 3% DSS + LB14
du jour 1 au jour 14 ; etle lot 7 : 3% DSS + LB14 du jour 7 au jour 14,

L'induction de I’inflammation est effectuée par administration orale de 100 mL par
groupe et par jour de solution de soude a 3% (P/V) de DSS pH 8.5. Pour ce faire, la gravité de
la colite a eté évaluée en mesurant la consommation alimentaire, le gain de poids corporel et
en déterminant la longueur du cblon et les Iésions histologiques. Les cultures bactériennes
sont incubées a 37 °C pendant 18h et sont ajustées a 1,2 x 10° UFC/mL avant administration

durant toutes les étapes expérimentales.

Chapitre 11. Matériels et Méthodes

40



Kouadri Boudjelthia N. (2024). Etude de 1'adaptation des probiotiques et détermination de leurs

effets bénéfiques. Thése de Doctorat en Sciences Biologiques, Université de Mostaganem
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~
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17 Ji4
Lot6 - >
DSS+ Eau Distillé stérile
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Lot8 - v i

~
Lp. Plantrum + PBS

Figure 15 : Protocole expérimental : Les rats 4gés de 4 semaines ont été randomisés en 8 lots
(n =5 rats par lot) : lot 1 : Témoin négatif pas d'induction, lot 2 : Témoin colite positif
induction avec 3% DSS, lot 3 : (DSS+ Sulfasalazine) du jour 7 au jour 14) ; lot 4: (3% DSS +
Bb12) du jour 1 au jour 14 ; lot 5 : (3% DSS + Ultrabiotique du jour 1 jour 14 ; lot 6 :
(3%DSS +LbN14 du jour 1 au jour 14) ; lot 7: (3%DSS + LbN14 du jour 7 au jour 14 pendant
I'induction au DSS ; le lot 8 : (Témoin positif LbN14" supplémentée seulement en LbN14

sans induction au DSS.

11.2.7.4. Dénombrement de la flore intestinale
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Une analyse microbiologique des crottes des rats a été réalisée pour le contréle
de la flore intestinale. Le dénombrement en milieu solide a concerné les différents
microorganismes de la flore digestive, a savoir : les bifidobactéries, les lactobacilles, les
entérobactéries, les entérocoques, les clostridiums et les bactéroides. Pour ce faire, un
échantillonnage des crottes est réalisé dans des conditions stériles a partir de chaque rat dans
des Eppendorf stériles. Ensuite, chaque échantillon de crotte est mis en suspension dans 10
mL d'eau physiologique et les solutions méres obtenues sont diluées au 1/10°™ en série
jusqu'a la dilution 107°. Aprés quoi, 100 pL de chaque dilution sont étalés sur les milieux
appropriés (Guiraud, 2003).

La procédure est renouvelée 3 fois pour tous les lots d'expérimentation pour les trois
phases expérimentales : la phase d'adaptation, la phase d'induction au DSS et la phase

d'administration des différents traitements.
11.2.7.5. Collecte du sang et préléevement des organes

Les rats sont sacrifiés aprés avoir été anesthésiés par inhalation du chloroforme et le
sang est prélevé directement avec une seringue de 5 mL, mis dans des tubes de prélevement et
conservé a -20°C jusqu'a utilisation. Ensuite, les rats sont disséqués et eviscerés par incision
ventrale pour dégager le tube digestif ainsi que la totalité¢ des organes (le cceur, la rate, les
reins, les poumons, 1’estomac, les testicules et le foie) qui sont pesés. Le colon récuperé et
libéré du tissu adipeux adherent est rincé doucement avec une solution saline et sa longueur

est mesurée entre la jonction iléo-caecale et le rectum proximal.
11.2.7.6. Etude histologique
11.2.7.6.1. Préparation des échantillons de colon

Les coupes histologiques du colon ont été menée selon le protocole décrit par Lenoir
et al. (2011) (Figurel6). Brievement, les sections de colon et de rectum prélevées sur chaque
rat des 8 groupes sont fixés dans du Bouin pendant 48h. Apres un lavage rapide a l'eau du
robinet pour éliminer I'excés de Bouin, les sections sont placées dans des cassettes de
déshydratation qui sont plongées dans une série de bains d’éthanol a 70 % pendant au moins 6

h et 100% pendant 20 a 24h.

La clarification des échantillons se fait en maintenant les cassettes 4h dans le mélange

éthanol-chloroforme (1V/1V) puis 6h dans du chloroforme pur. Les cassettes contenant les
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préléevements sont par la suite incluses dans la paraffine pendant 24h avant utilisation pour la
confection des coupes histologiques.

11.2.7.6.2. Préparation des coupes histologiques sur lame

Les blocs de paraffine contenant les segments a analyser sont obtenu en placant la face
inférieure des cassettes sans le couvercle sur des moules en acier inoxydable chauffés
contenant les coupe transversale ou longitudinale. L'ensemble est enrobé de paraffine et
laisser refroidir sur une plaque de glace afin que le bloc de paraffine se forme et se solidifie
(fig.16). Aprés formation du bloc, retirer les moules et congeler le bloc & -20°C. Les blocs des
tissus doivent étre homogeénes en consistance, sans bulles d'air car ce caractére est d'une
grande importance lors de la confection des coupes au microtome. Les cassettes qui
contiennent le prélévement sont fixées a 1’ensemble du bloc car le numéro d'identification

permet de garantir la tracabilité des échantillons.

Trois coupes de 5 um ont été effectuées au microtome (Leica, Allemagne) en série et
notées A, B, C, R. Cette épaisseur permet aux rayons lumineux du microscope de traverser les

coupes et d’éviter les superpositions tissulaires (McMillan et Harris, 2018).

Les coupes des blocs de tissus sont réalisées d’abord grossiérement (20 microns), puis
finement (5microns), pour permettre une lecture microscopique correcte. Il est nécessaire que
le ruban des coupes obtenu soit sans plis ni déchirures. La partie du ruban choisi est prise par
une pince métallique et mise sur une lame inondée d’alcool a 70 % puis libéré a la surface de

I’eau distillée chauffée du bain marie a 45°C.

Une fois les coupes bien tendues, elles sont récupeérées sur la lame identifiée placée en
angle droit avec la surface de I’eau du bain marie pour éviter la mauvaise fixation du ruban
sur la lame. Ensuite, les lames sont mises sur une plaque chauffante réglée a 50°C pendant 1h

pour éliminer la paraffine.
11.2.7.6.3. La coloration a I’hématoxyline et éosine

Le principe de cette coloration est d’associer un colorant nucléaire a un colorant
cytoplasmique et les étapes de la coloration sont décrites dans la figure 17. Il s'agit de
déparaffiner d’avantage les lames par passage dans deux bains de xylene de 10 min chacun,
Réhydrater ensuite graduellement, dans deux bains d’alcool absolu pendant 5min puis un bain
d’alcool & 70% pendant 5 mn. Cette réhydratation est nécessaire pour I'adhésion des colorants

au niveau tissulaire Les échantillons sont colorés d’abord avec 1’hématoxyline
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1-Sacrifice des Rats par inhalation au
chloroforme .

2-Eviscération pour dégager les
organes et collecter le sang

3-La coupe des sections des colons

4-Fixation dans la solution " Bouin" pendant 48h

5-La recoupe des sections des colons et mise en cassettes de déshydratation

Figure 16 : Etapes de préparation des échantillons de colon pour I'examen histologique
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Pendant 20 mn suivi d'un ringage a I’eau du robinet pendant 15 min, et ensuite avec 1’éosine
pendant 10 min suivi d’un ringage de 10 min a 1’eau du robinet. Les échantillons sont ensuite
de nouveau déshydratés dans de 1’alcool & 70 % puis par immersion rapide dans de I'alcool
pur avant d’étre séchés au papier buvard et transférés dans du xyléne pendant 15 min pour
une clarification.

Les lamelles sont placées sur les lames en évitant la formation des bulles d’air, et sont
fixées en utilisant un baume fixateur (baume de Canada). Les lames sont ensuite observées

Sous microscope optique.

» Déparnaffinerd’avantage e Réhydraterdans1alcool - Coloreravec e Foncerdans!l'eaude

par passage de deux bains absolu (Smn )puis un I’hématoxyline robinet (15 mn)
de xylénede 10 mn bain d’alcoola 70% (5 pendant 20 mn
chacun mn )

e Réduire la coloration par
un trempage rapide dans

1"alcool pur

Lavagea l'cau
= (10mn) ~

- Lavage rapide a I'cau

e Déshydraterdans 'alcoola 70 e Coloreral'éosine(10 mn)

2% (10 mn) puis dans alcool pur

Monterentre lame et lamelleen
prenant le soin de dégager les
bulles d’airdu baume de
canada a l'aide d’unc seringue

Séchage des lames -
avec papier
hygiénique avec
précaution

m/ A

e Clarification dans xyléne (15 mn)

e Séchage de la lame dans la plaque

= I'observation sous microscope optique chauffante a 60 °C pendant la nuit

Figure 17 : Etapes de coloration des lames a I’hématoxyline et a I'éosine.
11.2.7.6.4. Evaluation des atteintes histologiques

Dans cette partie les lames préparées ont été lues a l'aide d'un microscope optique et
un score histologique (Tableau 12) a été établi individuellement pour chague rat, selon une
grille d'évaluation des atteintes inflammatoires de la muqueuses épithéliales des trois sections
du colons et le rectum. Le score de chaque lot représente une moyenne des atteintes

histologiques (Lenoir et al., 2011)
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Tableau 12 : Score histologique des atteintes inflammatoires (Lenoir et al., 2011)

Lame n° Rat n° Lot n°

Les atteintes histologiques |Score A Score B Score C Score R

Destruction de I'épithélium
de surface

Dilatation des cryptes

Infiltration des Polynucléaires
Neutrophiles

Infiltration des
Mononucléaire

Profondeur d'infiltration

Abces cryptiques

Edeme

Décollement dystrophique de
|'épithélium de surface
(érosion)

Ulcération

11.2.8. Analyse statistique

Les données obtenues ont été analysées a I’aide du logiciel IBM SPSS, version 26.0.
Les données ont été rapportées comme la moyenne +SEM. Le niveau de signification
statistique a été fixé a p < 0,05 pour les deux tests latéraux. L'ANOVA unidirectionnelle
suivie du test de Tukey a été utilisée pour comparer les résultats de survie des différentes
souches aux conditions gastro-intestinales simulées in vitro et l'activité antioxydante. La
MANOVA multidirectionnelle, suivie du test de Tukey, a été utilisée pour comparer les

résultats de I’activité antimicrobienne des différentes souches obtenues.

Les comparaisons entre les différents résultats in vivo ont été analysées par le logiciel
GraphPad Prism7. L'analyse de la distribution paramétrique était affirmée par le test de
Shapiro et le test de corrélation de Pearson r. Les différences sont considérées comme

significatives si (P < 0.05), non significatives si (P>0.05).
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I11. Résultats et Discussion :

Les bactéries lactiques (ou LAB en abréviation du terme anglais « Lactic Acid
Bacteria ») constituent une flore diversifiée et abondante dans le lait et les produits laitiers et
dont l'utilisation dans les aliments fonctionnels et la formulation de produits diététiques a base
de probiotiques revét un intérét croissant. Ceci est lié a leur capacité de production de
meétabolites et surtout de fermentation lactique qui améliore considérablement les propriétés
sensorielles des aliments (Mokoena, 2017 ; Ruiz Rodriguez et al., 2019). En Algérie, le lait
cru et les produits laitiers sont largement consommés en raison de leur richesse en protéines
qui constituent un substitut potentiel a la viande qui reste colteuse. Cette consommation
s’ancre également dans des habitudes alimentaires traditionnelles qui privilégient la valeur
nutritionnelle de ces produits (Kacimi, 2013 ; Derouiche et Zidoune, 2015 ; Ait Abdeslam et
al., 2019).

L'analyse phénotypique, moléculaire (PCR-16) et protéomique (MALDI-TOF) d’un
total de neuf isolats de bactéries lactiques sélectionnés, révélent la présence majoritaire de
huit souches identifiees en tant que Lactiplantibacillus plantarum et une souche renommée
Lacticaseibacillusrhamnosus. Les résultats de I'étude sont représentés par quatre volets

relatifs a :

- L'identification phénotypique des souches lactiques : ou sont présentes
criteres morphologiques, physiologiques et biochimiques et les caracteres
technologiques des isolats,

- L’identification moléculaire par PCR des isolats en utilisant des amorces
d’ADNr 16s, et l'identification protéomique (MALDI-TOF) comme une étape

d’identification précise

- La soumission des isolats aux différents tests d’éligibilité au statut de
souches probiotiques tels que leur survie aux conditions hostiles du tractus

gastro-intestinal et leurs activités biologiques,

- Leur effet anti-inflammatoire in Vivo dans un modéle murin de rectocolite

induite par le Sulfate de Dextran Sodique (DSS)utilisant des rats Wistar.
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111.1. Identité phénotypique des isolats

La caractérisation phénotypique des isolats a porté d’abord sur les caractéres
morphologiques déterminés par observation macroscopique (aspect de la colonie sur gélose
MRS et lait écrémé), et microscopique (coloration de Gram et forme cellulaire) ; ensuite sur
les caracteres physiologiques tels que le type fermentaire, les activités de l'oxydase et de
l'arginine dihydrolase, I’influence de la température, du sel et du pH sur la croissance ; sur les
caracteres biochimiques comme le profil fermentaire ; ainsi que sur l'innocuité des isolats et

leurs caracteres technologiques.
111.1.1. Aspect macroscopique et microscopique des isolats

L’observation macroscopique des isolats sur les différents milieux solides (MRS et lait
écrémé) a permis d’identifier les colonies bactériennes apres une incubation de 24 h a 37°C.
Les différentes colonies visualisées étaient rondes, de contours réguliers, de couleurs blanches
a jaunatres et opaques (Figure 18).

L’observation microscopique des isolats aprés coloration de Gram, a révélé des formes
cellulaires en batonnets (Figure 19). En effet, les bactéries lactiques sont Gram positive et
catalase négative. Elles se présentent comme des batonnets ou coccobacilles et sont reconnues
comme lactobacilles. Elles peuvent aussi étre sous forme de coccidé et reconnues comme
entérocoques, streptocoques ou pédiocoques ... selon leur mode d’association (Kandler et
weise., 1986).

Figure 18: Aspect macroscopigue des colonies de I'isolat lactique (LbN14) observé apres

purification par la méthode des stries

Chapitre 111. Résultats et Discussion

47



Kouadri Boudjelthia N. (2024). Etude de 1'adaptation des probiotiques et détermination de leurs

effets bénéfiques. Thése de Doctorat en Sciences Biologiques, Université de Mostaganem

Figure 19 : Aspect microscopigue des neuf isolats de lactobacilles aprés coloration de Gram
(x100) ; A: LbN1/ B : LbN5, C: LbN9, D : LbN10, E : LbN11, F: LbN12, G : LbN13, H :
LbN14, I : LbN15
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111.1.2. Caractéres physiologiques et biochimiques

Selon les caractéres physiologiques et biochimiques, les neuf souches identifiées, huit
s’apparentent a l'espéce Lactiplantibacillus plantarum et une souche s’apparente a l'espéce
Lacticaseibacillus rhamnosus. Sur le plan physiologique, les souches étudiées présentent les
mémes caractéristiques car elles sont toutes catalase et oxydase négatives, arginine
dihydrolase négatives, hétéro fermentaires facultatives et se développent toutes a 37°c
(Tableau 13).

La physiologie des bactéries lactiques les apparente au groupe de bactéries non
sporulantes, a Gram positif et catalase négative, oxydase négative, anaérobie, constituées a la
fois de Cocci et de formes Bacilli. Elles sont strictement fermentatives avec comme principal

produit final du métabolisme des glucides, 1’acide lactique (Axelsson, 1998).

Les souches ont affiché une croissance positive en présence de 4.5 et 6.5% de NaCl ;
alors qu’a 9.5% il n’y a aucune croissance. D’autres études ont rapporté récemment la
tolérance modérée des souches de lactobacilles aux différentes concentrations de NaCl
(Yalginkaya et Kilig, 2019 ; Vaccalluzzu et al., 2020). Le critere de tolérance aux fortes
concentrations de NaCl est un attribut favorable pour la sélection de souche probiotique

utilisable en tant que starter de culture (Marroki et al., 2011 ; Jeyagowri et al., 2023).

La croissance des souches dans les différents milieux acides testés varie selon la
souche considerée. Les souches LbN1 et LbN12 poussent aux pH 4.5 et 5, mais pas a pH 2.5.
Toutes les autres souches se sont developpées a tous les pH testées (2.5 ; 4.5 et 5).
Effectivement, la littérature rapporte que la plupart des LAB préferent un pH initial de 6 a 7
pour la croissance et que de nombreux lactobacilles sont acidophiles et tolérent des conditions
de pH faible (Garvie, 1967 ; Jay et al., 2005 ; Hutkins et Nannen, 1993).

La coagulation du lait par les isolats et la formation du caillé étaient déterminées par
simple culture dans le milieu lait écrémé. Les résultats révelent la formation de caillé, donc
une coagulation positive chez la totalité des souches L. rhamnosus (LbN1) et L. plantarum
(LbN5, LbN9, LbN10, LbN11, LbN12, LbN13, LbN14, et LbN15). En effet, les bactéries
lactiques sont connues par leur capacité a coaguler le lait utilisant le lactose pour produire
I'acide lactique et la présence d'un systeme protéolytique complet constitué d'une protéinase
associée a l'enveloppe cellulaire, qui leur permet de dégrader et d'utiliser efficacement la
caséine du lait (Kunji et al., 1996).
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Le caractére homofermentaire ou hétérofermentaire des lactobacilles est détermine par
la production de gaz a partir du glucose. Les souches lactiques sont toutes classées
hétérofermentaires avec production de CO,. En effet, les bactéries lactiques
hétérofermentaires facultatifs produisent de I'acide lactique, de I'éthanol ou de l'acide acétique
et du CO2, mais dans certaines conditions (zones climatiques chaudes) et en fonction de la
source de carbone, certaines bactéries comme Lactiplantibacillus plantarum peuvent adopter
un métabolisme homofermentaire intéressant (Siezen et van Hylckama, 2001 ; Krieger-
Weber, 2022).

Les résultats de fermentation des glucides par les neuf lactobacilles, sont illustrés dans
le tableau 14 ou I’on voit que toutes ces souches fermentent le maltose, le D-glucose, le D-
fructose et le D-mannose. Certains sucres comme [I’arabinose, le mannopyranoside, le
mellobiose et raffinose sont aussi fermentés par toutes les souches exceptées par la souche

LbN1. Ces résultats confirment la présence de deux profils fermentaires différents.

Selon Ahrne et al. (1989), l'aptitude des LAB a fermenter ou non certains glucides est
reliée a la présences de genes codés par des ADN extra chromosomiques (les plasmides), ce
qui fait que lors de la perte ou l'acquisition de ces plasmides, la bactéries développent un
profil métabolique différent entres les espéces du méme genre ou méme au sein de I'espéce
elle-méme, affectant par ce fait le modéle de fermentation et donnant ainsi la possibilité de

pouvoir les différencier et identifier le genre et /ou I'espéce.

La caractérisation phénotypique est fréquemment utilisée pour l'identification des
LAB et permet d’identifier le genre. L’identité du genre Lactobacillus est confirmée par la
coloration de Gram ainsi que certains tests biochimiques. Les especes de Lactobacillus sont
des batonnets Gram-positifs, catalase-négatifs, non sporulés et non mobiles (allant des

coccobacilles aux bacilles longs et minces) (Mohammed et al., 2009).

Les caracteres physiologiques et la fermentation des différents types de sucres sont
utilisés dans la classification des Lactobacillus en groupes (Ait Abdeslam et al., 2019).
Cependant, lidentification des especes de Lactobacillus basée uniquement sur les tests
physiologiques, biochimiques et de fermentation des sucres est insuffisante et non fiable, c'est
pourquoi il est recommandé et tres utile d'utiliser les techniques moléculaires offrant une
alternative rapide et spécifique d'identification fiable et slre de l'espéce (Jeyagowri et al.,
2023).
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Tableau 13 : Caracteres phénotypiques des isolats lactiques

Souches | LbNI | LbNS | LbN9 | LbNI0 | LbNII | LbNI2 | LbNI3 | LbN14 | LbNIS
Formes | Baalll | Bacll | Bacli | Bactlh | Bacili | Bacilli | Bactli | Bacilh | Bacill
cellualires
Gram + t + t + 1 + t .
Catalase
Oxydase
Crossancea |+ } + t + 1 + + +
3TC
Crossamce a |+ ¥ + . + 1 + t -
4.5% de NaCl
Crossamce a |+ } + + + t -
6.5% de NaCl
Croissance &
9.5% de NaCl
Croissance & } 1 ¥ + 1 1 +
pH2.3
Crossamce a |+ : : 1 + 1 + t -
pl 4
Crossance a |+ } + ¥ + 1 + + +
pl
Coagulation du| ~ + t t + ¥ } ¥ + .
latt
Test ADH
Producton de | + 1 + t + 1 + t 1
C02
fermentation | Hefero- | Hefero- | Hefero- | Hefero- | Hefero- | Hefero- | Hetero- | Hetero- | Hetero-
Type | formentare | fermentaire | fermentaire | formentare | fermentaire | fermentaire | fermentaire | fermentaire | fermentarre
facultatel | facultattl | facultatif | facultatrf | facultatif | facultatf | facultatf | facultatrf | facultatif

+: positif (présence); -: Négatif (absence); +: Croissance faible
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Tableau 14 : Profil fermentaire des neuf isolats réalisés sur galerie AP1 50CHL
(Biomérieux, France)

Souches LbN1|LbN5S|LbN9 |[LbN1 [LbN1|LbN1/LbN1|LbN1 |[LbN1
lactique 0 1 2 3 4 5
L/Arabinose - + + + + + + + +
Ribose + + + + + + + + +
D/xylose - - - - - - - - -
L/Adonitole - - - - - - - - -
MDX - - - - - - - - -
Galactose + + + + + + + + +
Glucose + + + + + + + + +
Fructose + + + + + + + + +
Mannose + + + + + + + + +
L/Sorbose - - - - - - - - -
Rhamnose - - - - - - - - -
Manitole + + + + + + + + +
Sorbitole + + + + + + + + +
Mannopyranosi|- + + + + + + + +
d

Glucopyranosi |+ - - - - - - - -
de

Cellobiose + + + + + + + + +
Maltose + + + + + + + + +
Lactose + + + + + + + + +
Mellobiose - + + + + + + + +
Saccharose + + + + + + + + +
Trehalose + + + + + + + + +
Esculine + + + + + + + + +
Inuline + - - - - - - - -
Melezitose + + + + + + + + +
Raffinose - + + + + + + + +
Amidon - - - - - - - -
Glycogen - - - - - - - - -
Xylitole - - - - - - - - -
Gentiobiose + + + + + + + + +
Turanose + + + + + + + + +
Lyxose - - - - - - - - -
D/Fucose - - - - - - - - -
L/Fucose - - - - - - - - -
D/Arabitol - - = - - - - - -
L/Arabitol - - - - - - - - -

+: fermentation ; -: absence de fermentation
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I11.1.3. Caractéres sécuritaires et technologiques des isolats
111.1.3.1. Innocuité

En ce qui concerne la sécurité des microorganismes probiotiques, I'hémolyse constitue
un des principaux facteurs déterminant la virulence des bactéries pathogenes, et c’est
pourquoi I’activité hémolytique a été utilisée pour évaluer I’innocuité des souches isolées. Un
antibiogramme a également été réalisé. Selon les résultats obtenus (tableau 15), les souches
testées ne présentent aucune action hémolytique, ce qui atteste de leur innocuité. La
sensibilité des isolats aux différents antibiotiques, déterminée par la méthode des disques,
révele que les isolats LbN5, LbN9 et LbN11 sont résistants aux cing antibiotiques testés
suivants : colistine, acide nalidixique, streptomycine, sulfamides et gentamicine ; alors que
les isolats LbN1, LbN10, LbN12, LbN13, LbN14 et LbN15ont présenté une sensibilité a la

colistine.

En effet, il est rapporté que les souches probiotiques sélectionnées devraient avoir la
capacite de résister aux antibiotiques couramment utilises dans les traitements des infections
gastro-intestinales (Ren et al., 2014). Les probiotiques présentant des résistances aux
antibiotiques peuvent étre utiles dans la gestion de ce type d’infections, et sont capables
d'exercer des effets positifs contre certaines pathologies diarrhéiques en étant associés aux
antibiotiques dans leur traitement (Georgieva et al., 2015).Cependant, les probiotiques LAB
seraient sensibles aux antibiotiques de maniére a ne pas diffuser la propriété de résistance a
d'autres bactéries pathogeénes dans la méme niche, ou la résistance aux antibiotiques entre

elles devrait étre innée et non transférable (Jose et al., 2015).

Aussi, plusieurs souches de Lactobacillus sont naturellement résistantes a plusieurs
antibiotiques, ce qui souléve des inquiétudes quant au transfert d'une telle résistance a d'autres
bactéries pathogénes, mais, étant codée sur le chromosome, cette résistance n'est pas
facilement transférable des lactobacilles tel que cela a été démontré par des expériences de

conjugaison (Tynkkynen et al., 1998).

Par ailleurs, 1’autorité Européenne de sécurité des aliments (EFSA ou European Food
Safety Authority) a établi un systéme de présomption de sécurité (QPS ou Qualified
Presumption of Safety) pour I'évaluation du statut des micro-organismes, qui prend en
compte des facteurs tels que leur taxonomie, leur familiarité, leur pathogénicité et leur
utilisation prévue. Si une espece particuliére de micro-organisme est approuveée en vertu du

QPS, les souches ultérieures de cette espéce ne nécessiteront pas d'examen réglementaire
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avant d'étre introduites dans I'approvisionnement alimentaire. Au cours de l'examen initial
du QPS, la sécurité de L. plantarum, ainsi que celle de nombreux autres membres du genre
Lactobacillus, a été évaluée. Sur la base des preuves disponibles, le comité scientifique a
conclu que L. plantarum était effectivement sans danger pour la consommation (EFSA,
2017 ; Halder et al., 2017).

111.1.3.2. Thermo résistance

Le test de thermo résistance permet d'évaluer la résistance des souches aux différentes
températures des procédés de pasteurisation des produits laitiers. D'apres les résultats obtenus,
la majorité des souches testées résistent aux températures de 63°C et 65°C aprés 10 min

d’exposition ; par contre elles n’ont pas résisté a 100°C pendant 10min (Tableau 16).

Ces résultats sont comparables a ceux de Tailliez. (2004) qui a démontré que la plupart
des lactobacilles se multiplient dans une gamme de tempeérature comprise entre 15 et 42 °C et
certaines souches de lactobacilles dites « thermorésistantes » restent viables au-dela de 55 °C.

L'étude d’Ait Abdeslam et al. (2019) démontre que le traitement de 63,5°C pendant 30
min détruit tous les lactobacilles. Il a également été rapporté que des souches de L. paracasei
sub sp. tolerans sont capables de résister a une température de 72°C pendant une exposition
de 40 secondes (Gobbetti et Minervini, 2014).

Tableau 15 : Innocuité des neuf isolats de lactobacilles

Isolats LbN1 | LbN5 | LbN9 | LbN10 | LbN11 | LbN12 | LbN13 | LbN14 | LbN15

Test d'hémolyse* : : : - - } } } l

Résistance aux antibiotiques

Colistine S R R S R S S S S
Acide R R R R R R R R R
Nalidixique
Streptomycine R R R R R R R R R
Sulfamide R R R R R R R R R
Gentamicine R R R R R R R R R

* (-): Absence d'hémolyse: les bactéries sont dites y Hémolytique, ne présente aucune zone autour des
colonies
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Tableau 16 : Propriétés technologiques des neuf isolats de lactobacilles

Isolats LbN1 | LbN5 | LbN9 | LbN10 | LbN11 | LbN12 | LbN13 | LbN14 | LbN15

Test de thermo résistance

Croissance a 63°C * + + + + + + + +

Croissance a 65°C + + + + + + + + +

Croissance a 100°C i - - - - - - - -
Production d'acétoine (Pouvoir aromatisant)

Reéaction vpl/vpll - + + + + + + + -

Pouvoir texturant

Production des EPS | +/- - /- +/- +/- +- +- +/- +/-

Activité protéolytique

Protéolyse + + + + + - - + +

Diametre (mm) 15 15 6 11 12 / / 14 14

Activité de Lipolyse

- + - - + + + + +

+: Résultats positif (présence) / -: Résultats negatif (absence); +/-: production faible

111.1.3.3. Production d'acétoine

Le pouvoir aromatique des isolats est déterminé par la production d'acétoine. Les
résultats obtenus sont représentés dans la figure 20 et révelent une production d’acétoine

positive par la formation d'un anneau rose intense a la surface du milieu Clark et Lubs.

Les souches : LbN5, LbN9, LbN10, LbN11, LbN12, LbN13 et LbN14, ont présenté
une réaction positive aux réactifs avec I'apparition de lI'anneau rose a la surface du milieu. En
revanche, les souches LbN1 et LbN15 sont incapables de produire 1’acétoine d’ou I’absence
de la couleur rose en surface du milieu. En effet, lorsqu’une souche est capable de fermenter
des hexoses via la voie du butyléne glycolique pour produire I’acétoine, elle présentera un

résultat VP positif (Harrigan et McCane, 1976 ; Axelsson, 2004).
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La création de molécules odorantes est une étape technologique essentielle dans le
processus de production de produits laitiers fermentés. L’émergence d’aromes dans les
produits fermentés est le résultat direct des processus métaboliques des bactéries lactiques,
notamment la glycolyse, la lipolyse et la protéolyse (Marilley et Casey, 2004).

De nombreux auteurs ont présenté des résultats comparables en ce qui concerne la
production des molécules aromatiques, tels que l'acétoine, l'acétate et le lactate, en utilisant la
voie métabolique diacétyle/acétoine a partir du pyruvate, processus connu depuis longtemps
chez diverses espéces de lactobacilles hétérofermentaires facultatifs, avec un accent
particulier sur les especes L.plantarum chez lesquelles cela a été rapporté par plusieurs études
(Hickey et al., 1983; Axlesson , 2004; Hammes et Hertel., 2006; Pogaci¢ et al.,2015; Meng
et al., 2018).

Figure 20 : Production d’acétoine par les neuf isolats lactiques. Test réalisé¢ par les réactifs
VPI/VPII sur milieux Clark et Lubs. A : Les cultures des isolats sans réactif VPI/\VVPII. B :
Les cultures + réactif VPI/VPIIL. C- : Témoin negatif. C+ : Témoin positif (avec réactif VPI/
VPII)
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111.1.3.4. Production des exopolysaccahrides (EPS)

La production des EPS par nos isolats, est déterminer par croissances sur gélose hyper
saccharosé et la production des exopolysaccahrides est traduite par I’apparition de colonies
larges et gluantes (Figure 21).

Les résultats démontrent clairement une bonne croissance des souches sur le milieu
hyper saccharosé, et I'aspect des colonies indique un faible pouvoir de production d'EPS. Ces
observations rejoignent celles de Looijesteijn et al. (2001) qui ont rapporté qu’au sein d’une
méme espece de bactérie lactique, peuvent exister des souches fortement ou faiblement

productrices d’EPS sans que ce caractere n’engendre des disparités de croissance.

Les bactéries lactiques ont une capacité importante de production d'une variété de
polysaccharides, éetroitement liee a la surface cellulaire pour former des polysaccharides
capsulaires (CPS) ou secrétés sous forme d'EPS (Prete et al., 2021). Les EPS sont des
polymeres biodégradables de haut poids moléculaire formés a partir de residus
monosaccharides de sucres et de dérives de sucre et produits par une variétée de bactéries
(Sanlibaba, 2016).

L'intérét de la production d'EPS sur la physiologie bactérienne n'est pas encore
entierement elucidé, mais semble jouer un réle dans la tolérance des bactéries aux conditions
stressantes associées au processus de fermentation, tels que le pH, la température,-la pression
osmotique, etc... (Donot et al., 2012). De plus, les EPS jouent un r6le fondamental dans la
formation de biofilm et dans le mécanisme d’agrégation cellulaire ou d’adhésion aux surfaces

abiotiques et biotiques comme la muqueuse intestinale (Flemming, 2016).

Aussi, la production des EPS par les bactéries lactiques est un critére de sélection
favorable et trés recherché dans de nombreux processus industriels alimentaires.
Effectivement, les polysaccharides extracellulaires microbiens sont largement utilisés dans
I'industrie alimentaire ainsi que dans les industries cosmétique et pharmaceutique (Korcz et
al., 2018).

Ils sont aussi utilisés en panification, dans les levains pour I'amélioration de la qualité
des pains sans gluten (Galle et al., 2012), dans la viscosité du yaourt, dans la production de
certains fromages ou l'utilisation de cultures productrices d’EPS permet d'améliorer la qualité

des fromages (Patel et al., 2012).
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Figure 21 : Mise en évidence de la production d’exopolysaccahrides (EPS) par I'aspect

des colonies larges et gluantes des isolats sur milieu hyersaccharosé. A/ 1 : LbN 1;5:

LbN;9:LbN9;10:LbN 10. B/11: LbN11;12:LbN12;13:LbN13;14: LbN14;
15:LBN 15

111.1.3.5. Activité protéolytique

La plupart des souches lactiques isolées dans ce travail ont une activité protéolytique
traduite par I’apparition d’un halo clair autour des souches de lactobacilles testés sur le milieu

de protéolyse (Figure 22).

Les diamétres des zones claires obtenues sont résumés dans le tableau 18. L’activité
protéolytique est variable d'une souche a I’autre ; et les meilleures zones de protéolyse sont
obtenues chez les souches LbN1, LbN5, LbN14 et LbN15avec un niveau élevé de protéolyse
(14-15 mm) ; et les souches LbN10 et LbN11 avec une protéolyse moyenne (11- 12 mm). La
souche LbN9 est faiblement protéolytique avec une zone de 6mm de diametre ; alors que les
souches LbN13 et LbN12 sont considérées comme non protéolytique car elles n'ont pas du

tout présenté d’halos clairs.

Ces résultats sont comparables a I'étude d’Ait Abdeslam et al. (2019) qui ont mis en
évidence une activité protéolytique chez plusieurs souches de lactobacilles isolées d'un lait
fermenté de brebis, et parmi lesquelles il y avait L. plantarum LB16 et L. plantarum Lb48
ainsi que L. rhamnosus LB6 avec des diamétres d'inhibition de 27mm ; 13.5mm et 13.5mm,

respectivement ; alors qu’aucune protéolyse n’a été enregistré pour la souche L. paracasei
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LB30. Une étude plus ancienne, a montré que l'activité protéolytique était en grande partie
attribuée aux especes lactobacilles (Litopoulo-Tzanetaki et Tzanetakis, 2011).

Cette protéolyse des bactéries lactiques est connue par leur aptitude courante a
produire des protéases de paroi qui débutent la dégradation des caséines mais dont l'intensité
varie considérablement avec 1’espéce (Liu et al., 2012). L'hydrolyse des caséines par ces
protéases se traduit justement en zones claires autour des colonies des bactéries protéolytiques

lors des cultures en milieux gélosés (Putranto et al., 2020).

En effet, le systeme protéolytique des bactéries lactiques comprend des protéinases,
des peptidases et des protéines de transport spécifiques. Les protéinases décomposent la
caséine en peptides, lesquels sont hydrolysées en petits peptides et acides aminés par des
peptidases intracellulaires. Aussi, ce systeme proteolytique des bactéries lactiques est associé
a l'utilisation de la caséine, qui fournit des acides aminés essentiels aux cellules en croissance
dans le lait. Les bactéries lactiques et leur systeme protéolytique jouent un role important dans
les propriétés organoleptiques des produits laitiers fermentés. Outre le traitement nutritionnel,
la protéolyse cellulaire est responsable du controle de la qualité des polypeptides et des
mécanismes de régulation en maintenant des niveaux appropriés de protéines régulatrices et

en les eliminant si nécessaire (Savijoki et al., 2006 ; Kieliszek et al., 2021).

| Zone de Protéolyse (+) |

//vk\

Pas de zone de protéolyse (-)

Figure 22 : Formation des zones de protéolyse sur milieu agar au lait écrémé chez les
neufisolats 1 : LbN1 ;5: LbN;9:LbN9;10: LbN 10;11:LbN11;12:LbN12 ;13
: LbN13 ;14 : LbN14; 15: LBN 15. T : témoin (partie non ensemenceée).
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111.1.3.6. Activité lipolytique

Les résultats révelent que les souches lactiques LbN5, LbN11, LbN12, LbN13, LbN14
et LbN15 ont une activité lipolytique illustrée par les halos clairs autour des spots des
cultures ; alors que les souches LbN1, LbN9 et LbN10 malgré leurs croissances ils ne
présentent aucun halo clair autour des spots malgré leur croissance affichée et, par
conséquent, ne sont pas lipolytiques (Figure 23).

Des activités lipolytiques ont été mises en évidence chez L. plantarum (Xanthopoulos
et al., 2000) ; ainsi que chez Lactobacillus helveticus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
lactis et Lactobacillus acidophilus (Garcia-Cano et al., 2019). Certaines de ces souches
comme Lactobacillus lactis et L. acidophilus se sont distinguées par leur activité estérase plus
élevée (El Soda et al., 1986). L'étude d’Ait Abdeslam et al. (2019) ne révéle aucune lipolyse
chez les espéces de Lactobacilles malgré leur croissance affichée sur les milieux testés.

En effet, 1l est connu que les bactéries lactiques sont considérées comme faiblement
lipolytique en comparaison a d'autres groupes bactériens (De Roissart et Luquet, 1994).

Néanmoins, il existe des preuves que les LAB pourraient étre impliquées dans la
libération de niveaux élevés d'acides gras libres et des précurseurs de saveur qui peuvent
contribuer a la saveur globale de certains fromages et aliments fermentés pendant les longs
processus de maturation (Zourari et Desmazeaud, 1992 ; McSweeney et Sousa, 2000 ; Collins
et al., 2003 ; Casaburi et al., 2008 ; Garcia-Cano et al., 2019).

Apparition de zones claire : lipolyse +

N\

Absence de zone claire: lipolyse -

Figure 23 : Mise en évidences de I’activité lipolytique sur gélose nutritive (GN) avec
émulsion de jaune d’ceuf (10% : V/V). 1: LbN1;5:LbN;9:LbN9; 10: LbN 10;
11:LbN11;12:LbN12;13:LbN13;14: LbN14;15:LBN 15.
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111.1.3.7. Production d'acide lactique

Le pouvoir acidifiant est un critére métabolique trés important pour la sélection des
bactéries lactiques d'intérét technologique utilisées comme starters de fermentation dans les
industries agro-alimentaires ; c'est pourquoi l'aptitude a 1’acidification des isolats lactobacilles
a été caractérisée par un suivi de la production d'acide lactique pendant la fermentation d'un
milieu lait standard a 37° C pendant 24h. Deux parametres ont été évalués, le pH et la quantité

d'acide lactique produite.

D'apres les résultats illustrés par les figures 24 et 25, les isolats de Lactiplantibacillus,
révelent une corrélation positive directe entre la diminution du pH et le taux d'acide lactique
produit. La vitesse d'acidification était variable selon la souche considéreée.

Les souches ont présenté une vitesse d'acidification rapide apres 6h d'incubation. Au
bout de 24h de fermentation, le Ph chute de plus de 1.5 unités. Cette variation était de 3.15,
2.66, 2.71, 2.69, 2.58, 2.6, 2.12, 2.43 et 2.58 pour les souches LbN1, LbN5, LbN9, LbN10,
LbN11, LbN12, LbN13, LbN14 et LbN15, respectivement.

Selon Ayad et al. (2004) préconisent que I’activité acidifiante des isolats est
considérée moyenne lorsque le pH atteint 4 unités au bout de 3 a 5 h de fermentation. Les
valeurs de cette activité acidifiante obtenues par nos souches lactiques étaient plus élevées que

celles rapportées par Ait Abdeslam et al. (2019).

D'autres études rapportent également des activités acidifiantes moyennes a faibles chez
les bacteéries lactiques hetérofermentaires (Yagoubi et Bensoltane, 2018 ; Mangia et al., 2019 ;
Abdel-Rahman et al., 2013 ; Tsuge et al., 2014 ; Chen et al., 2020).

En effet, I'acide lactique est reconnu comme un acide organique sir et autorisé, ayant
le statut de GRAS (Generally Recognized As Safe) et il est frequemment utilisé comme,
starter de fermentation, agent, acidulant et exhausteur de godt, conservateur alimentaire ainsi

qu’antioxydant et cryoprotecteur, en particulier dans 1’industrie des boissons (Upadhyay et al
, 2014).

Cependant, l'utilisation de LAB hétérofermentaires comme ferments lactiques n'est pas
trés courante en raison de la libération de CO2 et de la production simultanée d'acide lactique
avec d'autres acides organiques, qui est considérée comme défaut induisant plusieurs

problemes dans la production agro-alimentaire notamment des emballages gonflés et des
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fissures dans les produits laitiers et les fromages a pate dure, respectivement (Abedi et
Hashemi, 2020).

Les LAB hétérofermentaires comprennent principalement Oenococcus, Leuconostoc et
quelques Lactobacillus sp. qui métabolisent le glucose en acide lactique, acide acétique, acide
formique, éthanol, diacétyle, acétoine et dioxyde de carbone. Les principaux Lactobacillus sp
hétérofermentaires utilisés pour leurs propriétés fermentaires sont L. brevis, L. fermentum et
L. reuteri (Abdel-Rahman et al, 2013).
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Figure 24 : Production d'acide lactique exprimée en % d'acide lactique
par les isolats de lactobacilles LbN1 ; LbN5; LbN9; LbN13;
LbN10; LbN11; LbN12 ; LbN13 et LbN14
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Figure 25 : pH des monocultures de 24h a 37°C d’isolats lactobacilles
(A) : LbN1, LbN5, LbN9, LbN13; (B) : LbN10, LbN11, LbN12,
LbN13, LbN14
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I11.2. Identification moléculaire et protéomique des souches de Lactiplantibacillus isolées

111.2.1. Identification des isolats par PCR de L'ADN r 16s, séquencage et construction
d'arbre phylogénétique

L'identification génotypique a été obtenue aprés extraction et amplification (PCR 16s)
des ADN. Toutes les souches sélectionnées par PCR16s ont révélé la présence de bandes
issues de I'amplification de I'ADN, comme le montre le profil du gel d'électrophorése dans la
figure 26. La longueur attendue des amplicons est d'environ 434 pb qui représente la taille du
fragment de la région hypervariable V6-V8 (Nibel et al., 1996).

Les séquences génétiques de I'ARNr 16S des souches LbN1, LbN5, LbN9, LbN10,
LbN11, LbN12, LbN13, LbN14 et LbN15 ont été soumises a la base de données NCBI
Genbank pour une attribution spécifique des numéros d'accession suivants : OM976615,
OM976616, OM976617, ONO008307, ON008308, ONO008309, ON008310,0M976618 et
ONO008311, respectivement.

Leader LbN1LbN5 LbN9 LbN10 LbN11 LbNI12 LbN13 LbNI14 LbN15 NC

i 1 141 33 1 1 11 11

500bp__,

400 bp =
300 bp=—

Figure 26 : Profil d'électrophorése sur gel d'agarose 1% réalisée avec une solution de TBE
1X (TBE 1X = 10mL d'eau distillée pour compléter a 1L de TBE 10X) d'’ARNr PCR 16S en
utilisant les amorces universelles P3: Bact968-GC-f et P4:Bact1401-r, apparentées aux
régions hypervariables VV6-V8 avec une longueur de fragment de 434 pb. NC : Controle
négatif ; LbN1, LbN5, LbN9, LbN10, LbN11, LbN12, LbN13, LbN14 et LbN15 : isolats.
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Le séquencage (Eurofins Genomic) des séquences amplifiées a permis I'obtention des
séquences brutes des ADNr 16s. Aprés traitement des sequences obtenues a partir du
séquencage, elles ont été introduites dans le programme de base de données BLAST du NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, consulté le 3 mars 2022) pour comparer les sequences
FASTA aux séquences déposées dans la Genbank pour I’identification des souches. Les
scores de similarité (%) obtenus sont démontrés dans le tableau 17.

Le BLAST des séquences brutes du géne rRNA16S obtenu par les amorces
universelles (P3 : Bact968-GC-f) et anti sens (P4 : Bact1401-r), a permis la sélection de huit
(LbN5, LbN9, LbN10, LbN11, LbN12, LbN13, LbN14, LbN15) apparentées aux genres
Lactiplantibacillus sp. et une souche (LbN1) apparenté au genre Lacticaseibacillus sp. avec

100 et 99.75% de similarité, respectivement, selon les données de Genbank.

Nous constatons une diversité specifique pour certains isolats qui eétaient apparentes a
plusieurs espéces différentes du méme genre avec des scores similaires. Les isolats LbN5,
LbN9, LbN10, LbN11, LbN13, LbN14 et LbN15 ont été identifies a 100 % comme
Lactiplantibacillus plantarum avec le méme taux d’homologie que celui des espéces suivantes
: L. paraplantrum, L. herbarum, L. fabifermentans, L. argentoratensis et L. pentosus. L'isolat
LbN12 a montré une similarité de 99,75 % avec Lactiplantibacillus platarurm, L. herbarum,
L. paraplantrum, L. fabifermentans, L. argentoratensis et L. pentosus, respectivement ; tandis
que la similarité de I'isolat LbN1 avec Lacticaseibacillus rhamnosus, L. casei, L. paracasei et
L. paracasei sub sp tolerans eétait denviron 99,75 %. La souche LbN1 appartient a
Lactobacillus rhamnosus selon les récents changements dans la taxonomie de Lactobacillus
(Zheng et al., 2020).

Un dendrogramme obtenu par le logiciel MEGA-X d'analyse génétique de I'évolution

moléculaire, disponible sur http://www.megasoftware.net nous a permis de concevoir un arbre

phylogénétique dans le but de déterminer les relations évolutives entre nos séquences. L'arbre

phylogénétique obtenu est rapporté dans la figure 27.

Il résulte de l'alignement de I'ARNr 16s des séquences FASTA des neuf isolats de
lactobacilles et des séquences des souches types récupérées de la base de données NCBI (L.
plantarum, L. argentoratensis, L. paraplantarum, L. casei, L. rhamnosus, L. pentosus, L.

paracasei sub sp tolerans, L. herbarum).
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Tableau 17 : Scores de similarité (%) des souches identifiées par ARNr 16S

Isolats | Score d'identification exprimé en | Souche identifiée : Genre/espéce
pourcentage de similarité (%)
LbN1 99.75 Lacticaseibacillus rhamnosus
LbN5 100 Lactiplantibacillus plantarum
LbN9 100 Lactiplantibacillus plantarum
LbN10 100 Lactiplantibacillus plantarum
LbN11 100 Lactiplantibacillus plantarum
LbN12 99.75 Lactiplantibacillus plantarum
LbN13 100 Lactiplantibacillus plantarum
LbN14 100 Lactiplantibacillus plantarum
LbN15 100 Lactiplantibacillus plantarum

L'analyse des distances phylogénétiques a permis de regrouper huit isolats (LbN5,
LbN9, LbN10, LbN11, LbN12, LbN13, LbN14, LbN15) en relation évolutive avec I'espece

Lactiplantibacillus plantarum et un isolat (LbN1) avec I'espece Lacticaseibacillus rhamnosus.

La souche LbN1 a été regroupée autour des souches standards suivantes
Lacticaseibacillus rhamnosus NBRC 3425, Lacticaseibacillus casei ATCC 393,
Lacticaseibacillus paracasei sub sp. paracasei JCM 8130 et Lacticaseibacillus paracasei
subsp tolerans NBRC15906.

La souche LbN12 a été identifiée dans le groupe du standard suivant : souches,
Lactiplantibacillus herbarum TCFE 032-E4, Lactiplantibacillus parapalantarum DSM10667,
Lactiplantibacillus plantarum Subsp. argentoratensis DK022 et Lactiplantibacillus pentosus
ATCC 8041.

En effet, la taxonomie actuelle des lactobacilles proposée par Zheng et al. (2020)
apporte de nouvelles opportunités dans la découverte scientifique. Cette classification
démontre que la majorité des lactobacilles appartiennent au genre Lactiplantibacillus avec
une petite appartenance au genre Liquorilactobacillus, Levilactobacillus, Loigolactobacillus
et Paucilactobacillus (Zheng et al., 2020).
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Par ailleurs, d'autres analyses des données avec la nouvelle taxonomie dans des
échantillons de kefir et des échantillons vaginaux, ont révélé la présence de Lentilactobacillus

et Limosilactobacillus, respectivement (Qiao et al., 2022).

La premiere espéce identifiée dans le groupe Lactiplantibacillus est
Lactiplantibacillus plantarum, qui représente I'ancien groupe Lactobacillus plantarum
(Bergey et al., 1923) ; cette espece est atypique ; pour son activité pseudo catalase et pour la
réduction du nitrate (Zheng et al., 2020). Elle est prédominante, dans différents produits de
fermentation ; deux sous espéces luis sont reconnues : Lactiplantibacillus plantarum subsp
plantarum et Lactiplantibacillus plantarum subsp argentoratensis les deux différent par
I'absence de fermentation de melezitose chez L. plantarum subsp argentoratensis (Zheng et
al., 2020).

La deuxiéme espéce trouveée, regroupée aussi dans le groupe Lactiplantibacillus est
Lactiplantibacillus herbarum, nommée précédemment lactobacillus herbarum (Mao et al.,
2015). Elle a été isolée des radis fermentés et est distinguée par rapport aux autres par la non
fermentation du sucrose et elle ne peut pas pousser a 37°C (Mao et al., 2015 ; Zheng et al.,
2020).

L'espéce Lactiplantibacillus paraplantarum est la troisieme espéce proposee, elle
ressemble a Lactiplantibacillus plantarum dont l'ancienne appellation est Lactobacillus
plantarum décrite par Curk et al. (1996). Elle peut étre isolée des matieres fécales humaines,
de la biére, des légumes fermentés, des fruits fermentés, des matieres fécales des chiens en
bonne santeé et du lait (Zheng et al., 2020).

La quatrieme espéce reconnue par le Blast est Lactiplantibacillus fabifermentans,
dont le basonyme est Lactobacillus fabifermentans, elle est isolée des féves de cacao

fermentées, du raisin fermenté et des céréales fermentés (De Bruyne et al., 2009).

L'avant derniere espece est Lactiplantibacillus plantarum subsp. argentoratensis (dont
le nom se rapportant a Argentoratus, nom romain de la Ville de Strasbourg en Alsace, France)
est la nouvelle appellation du basonyme : Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis
1633V" (Bringel et al., 2005). Les souches de cette espéce sont isolées des féculents,
d'aliments fermentés d'origine végétale, d'ensilage végétale. etc.., et different aussi des
souches L. plantarum subsp. plantarum par lI'absence de fermentation de melezitose (Bringel
et al., 2005).
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En dernier, Lactiplantibacillus pentosus dont le basonyme est Lactobacillus pentosus
(Zanoni et al., 1987), sont des cellules en batonnets droits, non mobiles, produisant de l'acide
et qui coagulent le lait. Ces cellules sont isolées de diverses sources, notamment les levains,
I'ensilage de mais, les eaux usées, vagin humain, selles humaines et de plusieurs préparations
alimentaires fermentées, les olives, poudres de feuilles de mdrier, le thé, la pate de riz gluant,
les nouilles de mais, sauce chili, moutarde, cornichons, tofu puant et produits laitiers (Zanoni
et al., 1987).

LbN1
Lacticaseibacilus thamnosus strain NBRC 3425
Lacticaseibacilus casei ATCC 393
Lacticaselbacilus paracasei subsp. paracasel strain JCM 8130
%' Lacticaseibacilus paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906

% 10

% 5

LbN12
Lactiplantibacilus herbarum strain TCF032-E4
Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum strain ATCC 14917
Lactiplantibacillus paraplantarum strain DSM 10667

Lactiplantibacilus plantarum subsp. argentoratensis strain DK0 22
1
& ( Lactiplantibacillus plantarum strain CIP 103151

! Lactiplantibacilus pentosus strain ATCC 8041

Figure 27 : Dendrogramme basé sur les séquences génétiques de I'ARNr 16S, montrant les relations
au sein des isolats de lactobacilles et leurs positions avec des représentants de certains autres taxons
apparentés de la base de données NCBI (Lacticaseibacillus rhamnosus NBRC 3425,
Lacticaseibacillus casei ATCC 393, Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei CM 8130,
Lacticaseibacillus paracasei subsp tolerans NB RC15906 , Lactiplantibacillus herbarum TCFE 032-
E4, Lactiplantibacillus parapalantarum DSM 10667, Lactiplantibacillus plantarum sous-espéce
Argentoratensis DK022 et Lactiplantibacillus pentosus ATCC 8041). Les séquences ont été alignées
en utilisant la méthode de jointure de voisin avec correction de Jukes-Cantor. Les valeurs d'amorgage

sont affichées sur les nceuds.
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Ensuite, vient le groupe Lacticaseibacillus, qui est référé au groupe Lactobacillus
casei ; il a une importance économique considérable, vu qu'il renferme plusieurs especes. Le
premier exemple c'est lI'espece nommeée Lacticaseibacillus casei par Orla jensen en (1916)
ensuite Streptobacterium casei par le méme auteur en (1919), qui a été isolée de diverses
sources incluant le cornichon traditionnel chinois, les matieres fécales de I’enfant, le
nasopharynx, la liqueur et ensilage d'avoine ; et utilisée comme starter de culture dans la
fermentation (Génzle, 2019 ; Hutkins, 2019). Le deuxiéme exemple est celui de I'espece
Lacticaseibacillus paracasei subsp paracasei qui a été isolée des produits laitiers, eaux usées
et ensilage (Zheng et al., 2020).

Deux autres especes appartenant a ce groupe Lacticaseibacillus sont identifiées, la
premiére Lacticaseibacillus rhamnosus anciennemnt reconnue comme Lactobacillus
rhamnosus par Hansen (1968), isolée des produits laitiers, de la viande fermentée, du poisson,
des végetaux, des céréales et des muqueuses de I'homme (orale, vaginale et intestinale) (Dal
Bello et Hertel., 2006). La deuxiéme espéce est Lactobacticaseibacillus paracasei subsp
tolerans, initialement connue sous le nom Lactobacillus casei subsp tolerans, isolée des

produits laitiers et d'ensilage de tomates (Collins et al., 1989).

En conclusion, la diversité phylogénique des Lactobacilleaceae est liée a la diversité
du métabolisme (Wuyts et al.,2018) en termes de tolérance vis-a-vis de I'oxygene, des acides
organiques ou des hydrates de carbone utilisés (Qiao et al., 2022). Plusieurs études utilisant
des approches moléculaires et phylogénétiques ont montré que la systématique bactérienne et
les genes bactériens de I'ARNr 16s sont hautement conserves en raison du role fondamental
des ribosomes dans la synthese des protéines lors de I'évolution des micro-organismes
(Chakravorty et al., 2007).

111.2.2. Identification par MALDI-TOF MS

L'analyse MALDI-TOF MS a concerné huit isolats (LbN5 ; LbN9 ; LbN10 ; LbN11 ;
LbN12 ; LbN13 ; LbN14 ; et LbN15). Les valeurs des scores d'identification sont reportées
dans le tableau 18 et les listes d'identification proposées par le logiciel MALDI BioTyper 3.0

(Bruker Daltonics, Ca, USA) pour les souches sont présentées dans le tableau 19.

Un score d’identification supérieur a 2 est obtenu pour les six souches : LbN9, LbN10,
LbN11, LbN12, LbN13, LbN14, et il indique une forte probabilité d'identification fiable de

I’espece Lactiplantibacillus plantarum. Par contre, les souches LbN5 et LbN15 affichent des
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scores d'identification compris entre 1.7 et 1.99 ce qui permet l'identification fiable du genre
ou groupe bactérien Lactiplantibacillus.

Ces résultats protéomiques obtenus par la technique de spectrométrie MALDI-TOF
sont cohérents avec l'identification de I'ARNr 16S. Les deux méthodes révélent la présence de
Lactobacillus plantarum versus Lactiplantibacillus plantarum, ce qui atteste de la fiabilité de
cette technique. Cette cohérence entre les deux méthodes citées a également été observée par
de nombreux autres auteurs qui ont souligné les performances du MALDI-TOF confirmant les
résultats d'identification des souches de Lactobacillus par les méthodes de génotypage
(Bizzini et al., 2010 ; Dec et al., 2016 ; Nacef et al., 2016 ; Ait Abdeslam et al., 2019).

L’utilisation de la méthode de spectrométric de masse MALDI-TOF/MS etait
nécessaire pour confirmer 1’identité moléculaire des isolats pour lesquels I’identification de
I’ARNr 16S n’était pas concluante. En effet, cette technique moins cotliteuse par rapport aux
techniques genomiques a eté développée dans la recherche microbiologique et permet une

identification efficace, fiable et rapide de tous types de micro-organismes (Sauget, 2016).

Tableau 18 : Scores d'identification et meilleures correspondances d'identification
adaptées par MALDI-TOF MS

Isolats Score d'identification* Identification**
LbN5 1.924 L. plantarum
LbN9 2.302 L. plantarum
LbN10 2.191 L. plantarum
LbN11 2.050 L. plantarum
LbN12 2.067 L. plantarum
LbN13 2.205 L. plantarum
LbN14 2.307 L. plantarum

*: Score d’identification : inférieur a 1.69: ne permet pas une identification fiable ; 1.70 -1.99
- Identification avec niveau de confiance moyen ; 2.00 — 3 : Identification avec un grand
niveau de confiance.

**: | 'espéce répertoriée avec le score le plus élevé parmi les 10 espéces proposees pour
I'identification MALDI.
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Tableau 19 : Listes d'identification proposées par la base de données de I'analyse
MALDI-TOF MS des souches LbN5, LbN9, LbN10, LbN11, LbN12, LbN13, LbN14 et
LbN15, respectivement

Rank Seore | NCEI Fank Seare | NCEI
(Qualty) Matched Pattern Ve |ldentifer |[(quatty Matchad Pattarn Value | Hentifr
[i] Lactohacillug plantarum DSM 12028 DSM 1924 1590 [++l+.. Lactobacillus plantarum DEM 20248 DSM 1580
[f] Lactobacillus plantarum DSM 13273 DSM Laon| 1880 r+!+ -. Lactabaeilus plantarem DM 2601 DEM 1380
[3] Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM e | a8 r+]+ ,. lactabacilus plantarem DSM 1053 DEM 153
[:] Lactobacillus plantarur sep plantarum DSM 201747 DM | 1891 | 337330 r+i ,I lactobacilius plantarem DSM 2648 DSM 1580

- _

] Lactobacillus plantarum DSM 2648 DSM 1861 1380 r+:+'- Lactobacillus plantarum DSM 13273 DSM 1580

§ 6 . . . }

[+] Lactobacillus plantarum DSM 2601 DSM 1875 1580 +4) Lactabacillus plantarum ssp argentoratansis DEM 1E3B3T DEM 71881

[:] Lactobacillus plantarum DSM 20248 DSM 1872|1380 r+l+'- Lactobacillus plantarum DS 12028 DSM 1380

i , \
[f] Lactobacils plantarum ssp argentoratensis DSM 163657 DSM | 117 | 271egn || ., Lactobacilus plantarum ssp plantarum DM 20174T DEM 37350
H .
[f] Lactobacillus plantarum DSM 20205 DSM 1796|1580 ) lactabazdius paraplantarum DEM LOGETT DEM JE63| EEN
] , .

[1? Lactebaeillus paraplantarum DSM 10667T DSM l 80520 ) Lactobacillus pentosus D3M LE3EE DEM 14| LB
Fank Soare | NCBI Rank Saare | NCEI
(Quilty) | M aleca Velue | Bentiber | | ualty [ Metided Ptiecn Value | entfer

1 il
4] Lactobacillus plantarum DSM 12028 DSM JE) 4] Lactobacillus plantarum DEM 13173 DEM 1380
[+2+, Lactobazilhus plantarum DSM 2601 DEM 155 [+z+, Lactobaeillus plantarum DSM 1033 DSM JEE
i i

” Lactobacilhus plantarum DSM 2648 DEM JEEN " Lactobazihus plantarum DSM 2601 D3M JEEN]

i . . ] 1 .

4 Lactobacillus plantarum DSM 1035 DEM 138 4] Lactobacillus plantarum DEM 12028 DEM JEE

[+J+,. Lactobaeillus plantsrum DEM 13273 DSM 155 [+’+ '. Lactobacillus plantarum DEM 20246 DEM JEE

P: Lactuhacillus plantarum ssp argentoratansis DEM 1E363T DSM 17181 [f, Lactobacillus plantsrumssp argentorstensis DM 1E363T DEM 1873 | 1706AL

1 1

[+'+, Lactobacillus plantsrum DEM 20246 DSM JEEN [;, Lactobacillus plantarum sspplantarum DSM20ITATDSM 1885 | 337380

i ) . B .

" Lactobacillus plantarum ssp plantsrum DSM 201747 DSM 337330 # Lactobacillus plantarum DSM 2648 DSM 1838 [

g ) . L] .

" Lactobacillus plantsrum DEM 20203 DSM 17| 133 " Lactohasilus paraplantarum D3M 10667T D3M 17| 85

10 i i 10 ) .

% Lactobacilus paraplantarum DEM 10641 DEM 0520 “ Lactobacilus paraplantarum DEM 10641 DEM 330
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Rank Score | NCBL Pank Senre | NCEI
[Quatity) Sl Valus | Hentifier | | (ualty) Matched Pattarn Velus | Heatifer

1 .

(4] Lactobseilus plantsrum DEM 2601 DEM L Hlﬁ Lactubacilus plantarum DEM 12028 15N 1380

: ) Lactobacillus plantarum ssp argentoratensis DEM 16365T DEM 171881 ! Lactohazilus plantarum DEM 1035 DEM 1580

] 4] =

3. Lactobacillus plantarum DEM 13273 DEM 1889 1580 4 Lactabacilius plantarum DM 2601 DSM 1580

(+) 4 133

[f lactabacilus plantarum DEM 2640 DSM RECY [ : Lactabacilus plantarum DEM 20246 DSM 158

i +4) -

[::, Lactabacillus plantarum DSM 20246 DEM 138 1380 [+J+:- Lactobacilus plantarum ssp plantarum DSM 201 74T DEM ekl

5. Lactobacilus plantarum DM 1033 DSM 158 1380 4 Lactehazils paraplantarum DEM L0EETT DEM 1971 0320

“-‘ ) :

[+ Lactobacillus plantarum DEM 12028 DEM LEE | 1580 [7 Lactabacilus plantarum DSM 13273 DSM 1506 1380

4] - =

8 .

) Lactobacilus plantarum ssp plantarum DEM2DUATDEM. LBIG | 337330 [f,. Lactobacillus plantarum ssp argentoratensis DSM LE363T DSM. 1846 | 271661

[f. Lactabacillus plantarum DSM 20203 DEM 1775 1580 [* Lactobacilus pantasus DEM 16366 DEM 1535 158

! +) : -

10 , .

) Lactabacilus pentosus DSM 1EIEEDSM . L2 [f) Lactobacilus paraplantarum DEM 10641 DSM 1756| £0520
Bank Stare | NCEHI Rank Soore | NCAI
(Quly | Mked et e Vet | Bt

1 ) 1
(444 Lactobacillus plantarum DSM 20246 DSM 1500 ) Lactobacillus plantarum ssp argentoratensis DSM 16363T DSM 1868 | ZT1EEL
i f” Lactobacilus plantarum DSM 12026 DSM 1580 [:, Lactobacillus plantarum DSM 12028 DSM 1M1| 1380
i
[i] Lactobacillus plantarum DSM 1055 DSM 1580 ) Lactobacillus plantarum DSM 13273 D8N 13| 1380
i
[‘:‘] Lactobacillus plantarum ssp plantarum DSM 201747 DSM a0 ) Lactabacillus plantarum DSM 2648 DEM 177|130
i j . , .
” Latobaciue pantarum DSM 2601 DS JEL ) Lactohacilus plantarum DEM 20205 DEM 17| 15
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111.3. Potentiel probiotique des souches lactiques isolées
111.3.1. Tolérance des souches aux conditions gastro-intestinales simulées in vitro
111.3.1.1. Acidite gastrique et sels biliaires

Le taux de survie des neuf souches aux conditions digestives simulées a savoir, le suc
gastrique (pepsine 1.33 % ; pH 2) et les sels biliaires (0.5 %), a été estimé par la viabilité

cellulaire moyenne des souches (Figure 28).

Les souches affichent une tres bonne tolérance aux conditions digestives imposées
avec une différence inter-souche hautement significative (p < 0.001). La viabilité des souches
était plus élevée en présence des sels biliaires avec des taux de survie compris entre 94.84 et
107.17 % pendant 240min d'exposition. En revanche, le taux de viabilité des souches par
rapport au suc gastrique simulé était lIégerement inférieur et compris en moyenne entre 80.37
et 101.27 %.

Selon les résultats des tests de Tukey, les moyennes du taux de viabilité des souches
ont été enregistrées apres 240min d'exposition au suc gastrique simulé et aux sels biliaires, et
ont permis de classer les souches en cing groupes homogenes avec une différence

significative de Tukey (p < 0.05).

Les deux souches LbN1 et LbN14 étaient significativement les plus tolérantes aux sels
biliaires avec des taux de viabilité de 107.17 % et 105.17 %, respectivement. La souche
LbN14 était également la souche la plus tolérante au suc gastrique simulé avec un taux de
viabilité de 101.27 % ; alors que LbN1 était moins tolérante avec un taux de viabilité de 81,35
%. Cependant, il n’y a pas de différence significative (p >0.05), entre les deux souches LbN11

et LbN9 dans leur tolérance vis-a-vis du suc gastrique et des sels biliaires.

Les souches LbN10, LbN11, LbN12 et LbN9 forment un groupe de tolérance
moyenne aux sels biliaires par rapport aux autres souches. Par contre, en ce qui concerne la
tolérance au suc gastrique, le groupe de tolérance moyenne est représenté par les souches
LbN9, LbN11, LbN13 et LbN15.

Les résultats sont comparables a ceux publiés par lorizzo et al. (2022) qui ont montré
une survie élevée de 10 souches de L. plantarum en milieu acide (pH 2.5) et en présence de
0.3% de sels biliaires et qui suggerent méme que leurs souches L. plantarum avaient une
forte probabilité de résister aux conditions stressantes du tractus gastro-intestinal a savoir, le

faible pH et la présence de bile.
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Amar (2015) a également rapporté les potentialités probiotiques de 15 souches de
Lactobacillus sp et de 7 souches de Streptococcus sp isolées des matieres fécales sur la
capacité de survie avec une concentration de 0.3% de sels biliaires, de telle sorte que les
bactéries testées étaient beaucoup plus résistantes aux sels biliaires par rapport aux milieux

acides ou la plupart des souches ont été inhibées.

Plusieurs études ont démontré que la majorité des souches de L. plantarum testées
toléraient 1’acidité, bien qu'a des degrés légerement différents, selon un certain nombre
d'espéces et des mécanismes distincts (Kaushik et al., 2009 ; Guidone et al., 2013 ; Hamon et
al., 2014).

La tres bonne tolérance des souches a I'acidité du suc gastrique simulé a été expliquée
par Fidanza et al. (2021) qui a rapporté que les traitements préalables de survie des espéces L.
plantarum aux différents pH acides provoquent des altérations membranaires inductibles lors
des tests de tolérance a l'acide. En effet, une exposition préalable a des conditions acides non
mortelles dans le cadre d'un processus connu sous le nom de réaction de tolérance a l'acide
induit de telles altérations (Foster et Hall, 1991 ; Klaenhammer et al., 2005 ; Quinto et al.,
2014).

Cependant cette induction les aide a tolerer les conditions extrémes du tractus gastro-
intestinal par l'utilisation de plusieurs mécanismes, tel que le recyclage rapide des protéines
endommagées (Morelli et al., 2012 ; Chiang et al., 2014 ; Wu et al., 2014).

L'expression de la phosphofructokinase (PFK) et de la pyruvate kinase (PYK) pour le
métabolisme des glucides chez L. plantarum, joue un réle important dans le maintien du pH
intracellulaire pour la capacité cellulaire a I'homéostasie et favorise la résistance au stress des

facteurs environnementaux (Fidanza et al., 2021).

En effet, I’expression de la PFK et de la PYK chez L. plantarum est hautement régulée
pour booster le catabolisme des sucres et augmenter la production d’énergie (ATP) activatrice
de la pompe qui participe au maintien de I'noméostasie du pH intracellulaire (Huang et al.,
2016). Cette augmentation de la fonction de la pompe a protons est en outre facilitée par
I'expression importante des génes atpA et atpC de I'ATP-synthétase (Heunis et al., 2014 ;
Seme et al., 2015).

Il est également établi que différentes souches du méme groupe que les Lactobacilli,
peuvent avoir une tolérance acide trés variable, notamment chez les espéces de L. plantarum

(Fidanza et al., 2021). De plus, la quantité de souches probiotiques qui survivent lors du
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transit dans I'intestin humain dépend de la souche elle-méme, de la dose ingérée, des facteurs
de stress liés a I'hdte (acidité, sels biliaires, etc.) et du vecteur alimentaire ; ces facteurs
permettent d'améliorer la survie des bactéries probiotiques lors de leur transit dans le tube

digestif pour prendre vie afin d'exercer leurs effets bénéfiques (Ziar et Riazi, 2012 ; Ziar et
Riazi, 2014 ; Ziar et Riazi, 2022).
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Figure 28 : Taux de survie des souches aux conditions gastro-intestinales simulées ; (A) : le
suc gastrique simulé (1,33% : (p/v) pepsine, pH= 2. (B) : Sels biliaires (0.5% : P/V)
(ANOVA, p<0.001). a, b, c, d, e : groupes homogenes

Chapitre 111. Résultats et Discussion

75



Kouadri Boudjelthia N. (2024). Etude de 1'adaptation des probiotiques et détermination de leurs

effets bénéfiques. Thése de Doctorat en Sciences Biologiques, Université de Mostaganem

Aussi, la différence de résistance aux acides chez la méme espéce peut étre attribuée a
la quantité relative de couple protons H*-ATPase présent dans les membranes cellulaires
(Hong et al., 1999). En effet, cette pompe a protons H *-ATPase contrdle la perméabilité aux
protons en permettant aux cellules de résister a de grandes différences de pH entre le
cytoplasme bactérien et le milieu extérieur (Nannen et Hutkins, 1991). Le métabolisme des
acides aminés joue également un réle important dans le maintien de la capacité cellulaire a
assurer ’homéostasie et dans la résistance aux stress environnemental chez plusieurs especes

de bactéries (Reveron et al., 2012).

Les souches a potentiel probiotique doivent également tolérer les sels biliaires. En
effet, la tolérance des espéces de lactobacilles est liee a I'nydrolyse des sels biliaires par les
hydrolases telle que la Bile Salt Hydrolase (BSH) qui catalyse la dé-conjugaison des résidus
glycine et taurine a partir du cholestérol (Pfeiler et Klaenhammer, 2009).

111.3.1.2. Tolérance aux enzymes digestives

La tolérance des souches isolées aux enzymes digestives a été évaluée en les
confrontant a la trypsine et I'amylase pancréatique. Le taux de survie de ces souches est
reporté sur la figure 29 qui indique une différence trés hautement significative entre les
résultats des deux tests (ANOVA, p<0.001). Cependant, le test de Tukey (p <0.05) a classé les

souches en quatre groupes homogeénes en ce qui concerne la tolérance aux enzymes.

Toutes les souches étudiées ont affiché une viabilité supérieure a 90 % aprés 5h
d'exposition aux enzymes. Il n’y avait pas de différence significative entre les souches LbN1,
LbN14 et LbN15, qui formaient le meilleur groupe tolérant a la trypsine avec des taux de
viabilité de 96, 97.94 et 96.14 %, respectivement. Ces mémes souches formaient également le
meilleur groupe tolérant a I’amylase pancréatique avec des taux de viabilité de 105.07 ; 99.74
et 99.47 % pour LbN1, LbN14 et LbN15, respectivement. Ces résultats suggeérent que les

souches peuvent survivre dans I’environnement intestinal humain.

En effet, Les souches a potentiel probiotique doivent non seulement étre capables de
résister a leur passage dans l'estomac et avoir la capacité de proliférer dans l'intestin gréle
avec une tolérance aux sels biliaires ; mais aussi, ils doivent résister aux enzymes digestives
présente dans l'intestin gréle et le gros intestin pour contribuer a la digestion du bol

alimentaire (Sensoy, 2021).
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L’estomac est le premier lieu de digestion & pH2.5 aprées la bouche. Ce pH peut
remonter & Sapres la prise d'un repas (effet tampon) et revenir a la valeur de base en 2h. En
moyenne, le séjour gastrique dure 3 & 4h (Hill et Marsh., 1990 ; Sensoy, 2021). Ensuite, le
chyme rejoint I’intestin gréle pour la phase d’absorption intestinale des nutriments, qui dure
entre 6 et 7h. La concentration moyenne de sels biliaires dans le tractus intestinal humain est
d'environ 0.3 % (P/V) (Dunne et al, 2001).

Ces données bibliographiques nous ont orienté dans le choix de la durée d'exposition
aux conditions simulées de suc gastrique et intestinal pour effectuer les différents tests. En
effet, selon la quantité et le type d’aliments ingérés, la durée de la digestion varie selon les
différents compartiments du tractus gastro-intestinal (GIT) et sa vitesse est influencée par la
composition biochimique du chyme (Benini et al., 1994 ; Hertz, 1910), le volume du repas
(Hunt et al., 1985 ; Lin et al., 1992 ; Doran et al., 1998) et sa texture (Barbé et al., 2013), la
densité calorique (Moore et al., 1984), le sexe du consommateur (Hermansson et Sivertsson,
1996), les conditions physiologiques (Costill et Saltin, 1974) et la motilité gastro-intestinale
(Camilleri et al., 1985 ).

Par ailleurs, l'importance des sécrétions digestives, notamment des enzymes
pancréatiques, dans la digestion des aliments chez les mammiferes adultes est connue depuis
longtemps (Grossman et al., 1942 ; Desnuelle et al., 1962). Les sécretions pancréatiques tels
que les bicarbonates tamponnent le chyme acide et favorisent I'action des enzymes comme les
proteases, la trypsine, la chymotrypsine, 1'¢élastase, les carboxypeptidases A et B, ’amylase et
les lipases (Corring et Aumaitre, 1970). Havenaar et Huis in't Veld. (1992) ont rapporté qu'en
plus d'étudier la tolérance a la bile, il est intéressant aussi de selectionner des souches pour
vérifier la tolérance au suc pancréatique et/ou au suc intestinal total avec des enzymes

digestives.
111.3.2. Adhésion des souches isolées aux cellules épithéliales

En raison, de l'importance d'adhésion des lactobacilles a I'épithélium intestinal qui
représente l'un des principaux facteurs limitant leur colonisation dans le tube digestif, la
capacité¢ d’adhésion des différentes souches isolées a des cellules épithéliales issues de
segments intestinaux (lléon et colon) de poulets a été évaluée. Les souches LbN5, LbN9,
LbN10, LbN1, LbN12, LbN14 et LbN 15 (Lactiplantibacillus plantarum) expriment une tres
bonne adhésion cellulaire ; alors que les souches LbNO1 et LbN 13 n'affichent aucune
adhésion (Tableau 20 et Figure30).
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Figure 29 : Taux de survie des souches aux enzymes digestive : (A) Trypsine ; (B) Amylase
pancréatique. (ANOVA, p<0,001). a, b, c, d, e : groupes homogénes
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Tableau 20 : Evaluation de Il'adhésion des isolats lactiques aux cellules

épithéliales

Isolats Adhésion Interprétation
LbN1 - Pas d'adhésion
LbN5 +4+ Adhésion
LbN9 +tt Adhésion
LbN10 +++ Adhésion
LbN11 ++ Adhésion
LbN12 ++ Adhésion
LbN13 - Pas d'adhésion
LbN14 tt Adhésion
LbN15 et Adhésion

+/ Adhésion -/ pas d’ Adhésion ;

Figure 30 : Observation microscopique de lI'adhésion des souches lactiques aux cellules
épithéliales : a: LbNZ1; b: LbN5 ; c: LbN9 ; d: LbN10 ; e: LbN1 1; f/LbN12 ; g: LbN13; h:
LbN14 ; i: LbN15.
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Ces résultats préliminaires peuvent expliquer la variabilité inter-souches de la capacité
de survie aux conditions gastro-intestinales simulées. Cependant, les différences dans la
résistance des souches aux hostilités digestives n’impliquent pas une bonne adhésion des
souches les plus résistantes, car cette capacité d’adhésion peut étre exprimée différemment

selon le modele de cellules spécifiques utilisé in vitro (Fuller et al., 1987).

En effet, différents modeles de cellules épithéliales humaines et/ou animales ont été
utilisés pour montrer que ’adhésion des LAB dépendait de la souche et qu’elle pouvait étre
positive ou négative (Mayra-Maukinen et al., 1983 ; Conway et al., 1987 ; Jin et al., 1996 ;
Corfield et al., 2000 ; Fernandez et al., 2003 ; Fang et al., 2015 ; Louail, 2022).

Le mécanisme impliqué dans l'adhésion positive n’est pas encore bien élucidé.
Cependant, il a été suggéré que cela est di a la présence de couches superficielles de
glycoprotéines (également appelées couches S), et I'expression des protéines LPXTG dans la
paroi cellulaire bactérienne (Louail, 2022). Le passage rapide dans les conditions gastro-
intestinales semble également étre un facteur de prévention de la colonisation de I’intestin et

stimule l'adhésion cellulaire (Davis et al., 1976).

En revanche, l'inhibition de certaines souches bactériennes a l'adhésion aux cellules
épithéliales serait due a une couche de microvésicules atteignant 50 nm de diameétre observee
par microscope électronique a transmission entre les microvillosités et le gel muqueux qui
empéche I'adhésion des bactéries (Mayra-Maukinen et al., 1983 ; Mack et al., 1999 ; Jagota et
Bennison, 2002 ; Mack et al., 2003 ; Moal et Servin., 2006).

L'adhésion des souches aux cellules épithéliales représente un critere important de
sélection de probiotiques a effets bénéfiques pour la santé de I'héte dans [l'inhibition
compétitive des agents pathogenes et lI'immunorégulation chez I'hdte (Pitino et al., 2010 ;
Jensen et al., 2014 ; Jiang et al., 2018 ; Song et al., 2019).

111.3.3. Evaluation des activités biologiques des souches isolées
111.3.3.1. L activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne ou antagonisme microbien est un critere important dans la
sélection des probiotiques et elle a été évaluée par la méthode de diffusion en puits. Les

diametres des zones d'inhibition des souches de L. plantarum sont reportés dans le tableau 21.
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Les souches ont manifesté une activité antimicrobienne vis-a-vis de bactéries Gram
positives et Gram négatives, ainsi que vis-a-vis de champignons. Les résultats du test
MANOVA révelent une différence significative de cette activité entre les souches. Le test
Tukey a été entrepris pour mieux apprécier la comparaison entre l'efficacité des souches
étudiées.

Les diamétres de zone d'inhibition minimale et maximale enregistrés dans ce travail
sont respectivement 4.9 et 17.47 mm ; les neuf souches ont affiché des diamétres de zone
d'inhibition importants vis-a-vis des bactéries pathogénes testées, sauf vis-a-vis d’Aspergillus
niger ATCC 106404 dont les diametres semblent plus faibles ne dépassant pas 9mm.

Par ailleurs, la plupart des souches ont présenté le méme effet vis-a-vis de Bacillus
subtilis ATCC 6633, pour lequel les diamétres des zones d'inhibition les plus élevés varient de
13.10mm et 14.67mm pour les souches LbN9, LbN10, LbN11, LbN12, LbN14 et LbN15 ;
alors que les souches LbN5 et LbN13, ont exprimé une activité antibactérienne plus ou moins
moyenne avec des diamétres de zones d'inhibition respectifs de 12.07mm et 11.58mm.

Les souches L. plantarum isolées ont été classees en trois groupes homogenes. En ce
qui concerne l'inhibition de la croissance de Staphylococcus aureus ATCC 33862, le plus
grand diametre de zone d'inhibition (14.27mm) a été obtenu avec la souche LbN14. Les
souches expriment également une inhibition variable selon la souche considérée vis-a-vis des
pathogenes Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec un

diametre maximal de zone d'inhibition de 17.33mm, obtenu avec LBN15.

Le plus grand diametre de zone d'inhibition exprimé par la souche LbN14 vis-a-vis de
Candida albicansATCC10231 est de 17.47mm. Ces résultats sont similaires a ceux de Jiang
et al. (2016) qui ont montré que L. plantarum WLPLO04 avait une activité a large spectre
contre les souches a Gram positif, notamment Staphylococcus aureus CMCC26003 et les

souches a Gram négatif telles que Pseudomonas aeruginosa MCC10104 (Jiang et al., 2016).

L'activité inhibitrice peut inclure un certain nombre de substances pouvant provoquer
une rupture de la membrane, une interférence du gradient H* ou une inhibition enzymatique.
De plus, l'action antimicrobienne des LAB est souvent due a une interaction complexe entre

différents composés (lorizzo et al., 2020).

La neutralisation du surnageant écarte I'effet des acides organiques et met en évidence

I’effet inhibiteur de la croissance exercé par d’autres substances synthétisées par les
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lactobacilles (peroxyde d'hydrogene, du diacétyle ou bactériocines). En effet, les acides
organiques (par exemple les acides lactique, acétique, butyrique et propionique) produits par
les LAB) réduisent le pH dans la lumiére gastro-intestinale et inhibent la croissance de micro-

organismes pathogenes opportunistes (Quinto et al., 2014 ; lorizzo et al., 2020).

Aussi, la production de composés antimicrobiens comme les bactériocines, I'exclusion
compétitive des agents pathogeénes, le renforcement de la barriére intestinale contre les agents
pathogénes et le renforcement du systéme immunitaire de I'hdte pour combattre les agents
pathogénes sont autant de propriétés d'importance cruciales (Ziar et al., 2014 ; lorizzo et al.,
2020 ; Fijan, 2023).

En effet, Chaalel et al. (2015) ont rapporté qu'une souche de Lactobacillus plantarum
LbM2a, isolée des selles de nouveau-nés agés d'une semaine, produisait de la plantaricine qui
permettait l'inhibition de 18 des 22 souches indicatrices, dont Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, et Bacillus cereus.
111.3.3.2. L activité antioxydante

L'activité antioxydante des souches de L. plantarum a été déterminée par le test de
piégeage du radical libre DPPH et les résultats de TANOVA montrent une différence tres
hautement significative (p<0,001) entre les neuf souches en ce qui concerne l'inhibition du
radical DPPH (Figure 31).

Le test post hoc de Tukey a été utilisé pour classer les souches en groupes homogéenes
selon leur activité anti-radicalaire. 1l n'y avait pas de différences significatives entre les
pourcentages d'inhibition du radical DPPH par les sept souches LbN15, LbN5, LbN11,
LbNO1, LbN9, LbN14 et LbN10 allant de 62.8% a 92.15%. Les activités antiradicalaires les
plus faibles ont €été enregistrées par LbN13 (54.96 %) et LbN12 (54.35 %), qui n'étaient pas

significativement différentes.

Toutes les souches ont montré une activité antioxydante importante, ’activité de
piégeage du DPPH la plus élevée (92.15 %) étant obtenue avec la souche LbNQ9. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Duz et al. (2020) qui ont rapporté que l'activité
antioxydante la plus élevée affichée par L. plantarumlH14L était de 90.34 %, tandis que le

pourcentage le plus faible (58.38) a été enregistré avec la souche GHSL.
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Tableau 21 : Activité antimicrobienne des souches LAB isolées

Diameétres des zones d'inhibition (mm) des souches pathogenes

Souches
lactiques isolées B. subtilis  |P. aeruginosa|  E. coli S. aureus C. albicans A. niger
ATCC 6633 |ATCC 27853| ATCC 25922 | ATCC 33862 | ATCC10231 | ATCC 106404
LbN1 13.10 £ 0.36**¢ | 14.20 +0.72°| 12.50 + 0.5*° [12.03 + 0.15°¢| 14.67 + 0.58%¢ | 6.83 + 0.76"¢4¢
LbN5 12.07+ 0.11°° | 14.17+0.28°|11.97 + 0.95*" |13.50 + 0.50*"| 17.00 + 1.00*" | 8.73 + 0.46*°
LbN9 13.83 +0.28*° |14.40 +1.21°| 13.80 +0.38? |13.40 + 0.52*"| 14.17 +0.28° 9.00 + 0.50°
LbN10 14,57 +0.40° |15.03 +0.55*°| 13.10 + 0.56*" | 12.23 + 1.15° | 15.77 + 0.49°¢| 8.07 + 1.10%Pcd
LbN11 14.67 £ 0.57% [14.80 +0.26" [ 12.10 + 0.26*" |12.97 + 0.45*|15.60 + 0.60°%Y|  4.90 + 0.36°
LbN12 14.50 £ 0.50° [14.33 +1.15°| 11.37 +0.78" |12.63 + 0.32*"| 14.60 + 0.52°% | 8.33 + 0.58%"¢
LbN13 11.58 £ 0.95° [16.17 +0.76*"[ 12.40 + 0.52*° | 10.27 + 0.64° | 16.83 + 0.28*" | 7.13 + 0.322Pd
LbN14 14.49 +1.32% (15.77 £0.93*[12.80 + 0.72*° | 14.27 + 1.10* | 17.47 +0.45* | 6.23 +1.12%¢
LbN15 14.47 £0.55* |17.33 +1.15%(12.83 + 1.60*"|13.80 + 0.20*"| 14.87 + 0.41%%| 6.43 + 0.51%%¢
p value*
0.000 0.003 0.04 0.000 0.000 0.000
(MANOVA test)

* Chaque valeur représente la moyenne + SD. L'analyse statistique a été réalisée a l'aide du test

MANOVA suivi du test de Tukey. a, b, ¢, d, e : groupes homogénes
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Dans les travaux de Won et al. (2021), I’activité de piégeage du radical DPPH la plus
élevée a été enregistrée pour Lactiplantibacillus plantarum (60 %) et Lacticaseibacillus
paracasei (75.80 %). L'activité antioxydante peut s'expliquer par la production de composés
(polysaccharides extracellulaires et l'acide lipotéichoique) a la surface des cellules et par
I'existence d'enzymes telles que la NADH-oxydase, la superoxydase (SOD), la NADH-
peroxydase et les catalases de manganese non hemes chez les LAB (Zhang et al., 2011 ; Won
etal., 2021).

La disponibilit¢ de micro-organismes probiotiques comme antioxydants naturels a
également été etudiée ces derniéres années. Les lactobacilles représentent une grande
proportion des bactéries lactiques (LAB) dont le potentiel probiotiques antioxydant a été
rapporté dans plusieurs études (Al Kalbani et al., 2019 ; Antognoni et al., 2019 ; Song et al.,
2019 ; Dlz et al., 2020).

De nombreux antioxydants synthétiques presentent de fortes activités antioxydantes
contre divers systémes d’oxydation ; cependant, ils ont également des effets néfastes tels que
des leésions hépatiques et des effets cancérigenes, et leur utilisation dans les aliments a été
restreinte ou interdite dans certains pays ; c'est pourquoi il est trés important de trouver des
antioxydants plus sdrs et naturels en utilisant des ressources biologiques comme alternative

aux antioxydants synthétiques(Osuntoki et Korie, 2010 ;Diiz et al., 2020).
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Figure 31 : Activité antioxydante des souches de L. plantarum estimée par l'activité de
piégeage du radical libre DPPH (ANOVA, p < 0.001). a, b, c, d, e : groupes homogeénes
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I11.4. Etude in vivo de I’effet de la souche Lactiplantibacillus plantarum LbN14 dans le

modeéle Murin d'inflammation intestinale

La rectocolite hémorragique fait partie des maladies chroniques inflammatoires qui
touchent les intestins appelées MICI pour lesquelles il n’existe pas de traitement curatif
(Ungaro et al., 2016).

Les thérapies utilisées pour le traitement de ces maladies sont complexes et lourdes,
composés de plusieurs médicaments a savoir des anti-diarrhéiques, des antibiotiques, des
antispasmodiques, des immunosuppresseurs et des corticoides. Cependant, il existe des
traitements alternatifs ou complémentaires qui permettent de mieux gérer ces maladies au
quotidien, d'ou l'intérét de sélectionner des bactéries lactiques a potentiel probiotique ayant un

effet anti-inflammatoire pouvant atténuer les symptomes de ces maladies (Alauzet, 2017).

La souche LbN14 identifiee comme ayant le meilleur profil probiotique, est choisie
dans cette expérience pour Vérifier si elle peut procurer un effet anti-inflammatoire préventif
et /ou thérapeutique pouvant réduire l'inflammation intestinale ou atténuer les lésions
épithéeliales engendrees par I'administration orale de sulfate de Dextrane sodique (DSS). La

souche LbN14 était administrée a la concentration cellulaire de 1.2 x 10° UFC. mL™ par rat
111.4.1. Effet de la souche LbN14 sur la modulation du microbiote intestinal

Des analyses microbiologiques de la microflore intestinale des différents lots de rats sont
réalisées sur les crottes prélevées lors de la période d'adaptation ainsi que pendant la phase
expérimentale (avant et pendant I'induction). Les résultats obtenus du dénombrement des

différents groupes bactériens sont illustrés dans la figure 32.

Le dénombrement des bactéries lactiques révele la présence des lactobacilles et des
bifidobactéries. Les bifidobactéries sur milieu Colombia étaient présentes en période
d'adaptation et période d’essai dans le lot 1 (témoin négatif), le lot2 (DSS-Bb12) et le lot 5
(DSS-Ultrabiotique), avec supplément en Bb12 et en Ultrabiotique, et dont le nombre de
cellules a atteint 3.15x 10" UFC/mL ; 2.12 x 10® UFC/mL ; 6.45 x 10® UFC/mL,

respectivement.

L'induction de la rectocolite au DSS pour le lot 2 (témoin positif colite DSS) et le lot 3
(DSS-Sulfasalazine), a diminué significativement le nombre des bifidobactéries en I'absence

d'aucun traitement probiotique contrairement aux lots, lot 6 (DSS-LbN14 avant et aprés
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induction), lot 7 (DSS-LbN14 apres induction au DSS et le lot 8 (Témoin positif LbN14), qui

ont exposé seulement une légere diminution.

Dans le lotl (témoin négatif), la croissance des lactobacilles était stable pendant les deux
phases (adaptation et expérimentation) et a atteint 2.67x10%° UFC/mL. Le lot2 (témoin positif
colite DSS) a affiché une croissance des lactobacilles de 1.8x10°UFC/mL en moyenne
pendant la phase d'adaptation ensuite une diminution est enregistrée jusqu'a 3x10*UFC/mL
pendant la phase d'administration du DSS. Le dénombrement des lactobacilles dans le lot 8
(Témoin positif LbN14) était comparable au lotl et la croissance a atteint les 1.25
x10"UFC/mL pendant la phase d'administration du DSS ; contrairement au lot 3 (DSS-
Sulfasalazine), lot 4 (DSS-Bb12), lot 5 (DSS-Ultrabiotique), lot 6 (DSS-LbN14 avant et apres
induction) et lot 7 (DSS-LbN14 aprés induction) ou la croissance des lactobacilles était plus
importante entre 107 et 10*UFC/mL surtout en phase de traitement et administration du DSS.

Le denombrement des Bactéroides montre clairement un nombre de cellules plus bas ne
dépassant pas les 10° UFC/mL pour tous les lots, a ’exception des lots: lot 2 (témoin positif
colite DSS) et lot 3 (DSS-Sulfasalazine) ou ils ont atteint 3.52 x 108 et 1.08 x 107 ufc/mL,

respectivement.

Quant a la croissance des Entérobactéries dans le groupe témoin lot 1, leur nombre a
atteint 2.14 x 10° ufc/mL. Les lots 6, 7 et 8 affichent une croissance stable avec 1.64 x 10°,
2.54 x 10° et 2.17 x 10° UFC/mL respectivement. En revanche, les lots 2 et 3 affichent une
légere augmentation du nombre de cellules surtout pendant la semaine d'induction au DSS
avec 2.85 x 107 et 2.25 x 10° UFC/mL, respectivement. Une diminution du nombre

d’entérobactéries est également observée dans les Lots 4 et 5.

Le groupe des Entérocoques était en croissance plus ou moins stable dans les lots 1 et 3,
contre une légére élévation de croissance dans le lot 2. Une nette augmentation des

entérocoques des lots 4, 5, 6, 7 et 8 a été enregistrée.

Ces résultats indiquent que la croissance des différents genres bactériens se déroule
normalement sans aucun déséquilibre bactérien pendant la phase d'adaptation (Firmicutes >
Bacteroides). Cependant, durant la période expérimentale, notamment Ila phase
d'administration du DSS pour les lots sans traitement bactérien (lot 2 et lot 3), une dysbiose
traduite par I’augmentation du nombre dans le groupe des Bacteroides par rapport au groupe

des Firmicutes (Lactobacilles, Clostridium, et entérocoques) est enregistrée. Elle est due au
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développement de la colite hémorragique aprés administration du DSS dans ce cas, d'ou les
symptémes cliniques observés chez les rats des deux lots.

Par ailleurs, les lots d'induction au DSS ayant recu en méme temps un traitement placebo
par la souche LbN14 pendant les deux phases expérimentales ou seulement pendant la phase
d'induction du DSS, ont révélé une stabilité de I'équilibre de la flore intestinale chez les rats
des lots : lot 4 (DSS-Bb12), lot 5 (DSS-Ultrabiotique), lot 6 (DSS-LbN14 avant et apres
induction) et lot 7 (DSS-LbN14 aprés induction) en comparaison avec les lots témoins lotl
(négatif) et lot 8 (positif -LbN14) ; ce qui laisse suggérer que la souche LbN14 posséde un
potentiel probiotique dans le maintien et méme dans I'amélioration de I'équilibre de la flore
intestinale chez les rats atteint de rectolite chronique hémorragique (RCH).

Park et al. (2021) ont pu observer une transition de la diversité microbienne cacale de
I'état normal vers une dysbiose avec des changements dynamiques des populations au cours
du développement de la colite. Aussi, plusieurs études plus anciennes avaient rapporté
I’existence d’une dysbiose chez les patients atteints de MICI (Sokol et al., 2006 ; Sokol et al.,
2008 ; Machiels et al., 2014 ; Pascal et al., 2017). Le microbiote intestinal est constitué de
deux phylum bactériens dominants, les Firmicutes et les Bacteroidetes, qui constituent pres de
90 % de la population totale, les Firmicutes étant plus abondants que les Bacteroidetes (Qin et
al., 2010).

Les autres phylums bactériens présents dans l'intestin humain sont les actinobacteria,
les proteobacteria, les verrucomicrobia, les fusobacteria, les cyanobacteria, les spyrochaetes.
Le phylum des firmicutes est majoritairement composé de bactéries appartenant aux clostridia
; alors que celui des Bacteroidetes est, quant a lui, représenté par plusieurs espéces de
bacteroides. Le phylum des actinobacteria comprend les bifidobactéries (Cherbuy et al.,
2013). Chez I’adulte, le microbiote intestinal est dominé par des espéces bactériennes
anaérobies strictes ainsi que des bactéries anaérobies facultatives comme les enterobacteries

mais en nombre plus faible (Cherbuy et al., 2013).

Par ailleurs, la dysbiose associée aux MICI est un cas particulier de dysbiose intestinale,
ou les modifications de structure de la communauté du microbiote intestinal sont aussi
corrélées avec une dérégulation de la réponse immunitaire de I'h6te, conduisant a une
inflammation sévere et chronique de I’intestin (Rajca., 2015). Bien que les mécanismes qui

permettent la modulation du microbiote intestinal restent pour la plupart inconnus, plusieurs

Chapitre 111. Résultats et Discussion

87



Kouadri Boudjelthia N. (2024). Etude de 1'adaptation des probiotiques et détermination de leurs

effets bénéfiques. Thése de Doctorat en Sciences Biologiques, Université de Mostaganem

scientifiques s'emballent vers la recherche des différentes voies de modulation du microbiote
intestinal qui pourraient étre proposées en prévention ou comme option thérapeutique visant a
rétablir 1’équilibre intestinal, et lutter ainsi contre les pathologies associées aux dysbioses
(Varela et al., 2013 ; Schreck et al., 2017 ; Hojsak et al., 2018 ; Stofilova et al., 2022).

La diversité alimentaire et I’apport direct de bactéries bénéfiques, sont des éléments clé
de la composition et de la stabilité du microbiote intestinal (Hojsak et al., 2018 ; Stofilova et
al., 2022). En effet, les probiotiques tels que Lactobacillus sp. exercent un effet bénéfique
important sur la composition de la microflore intestinale humaine et sur le systeme

immunitaire (Selvamani et al., 2022).

111.4.2. Effet anti-inflammatoire de la souche LbN14

Dans cette section, nous avons tout d'abord suivi I'évolution pondérale des rats pendant
trois semaines (phase d'adaptation, phase avant induction, phase d'induction au DSS,
respectivement) par mesure directe du poids corporel ainsi que le poids moyen d'aliment
consommé par semaine. Ensuite, les atteintes inflammatoires macroscopiques sont évaluees
par mesure des tailles des segments de colon préleveés de chaque lot de rats aprés leur
sacrifice, ainsi que la mesure des poids des organes. Au final, les atteintes inflammatoires
microscopiques sont évaluées par une étude histologique des segments de colons ainsi que le
calcul du score histologique par observation microscopique des différentes lésions épithéliales

causées par l'inflammation induite par le DSS.

Les résultats de I'évolution des poids des rats révelent que les rats se développent
normalement avec un poids corporel variable (P<0.05) pendant leur croissance et les gains
et/ou les pertes de poids enregistrés sont différentes d’un rat a l'autre selon le lot considéré a

chaque étape expérimentale (Figue33).

Les rats du lot 1, lot témoin sans traitement pro biotique, ni induction au DSS,
affichent une bonne évolution de leur poids avec une consommation alimentaire réguliére
stable (figure 34), et le poids moyen des rats a atteint 164.14+ 4.5g. Les rats de ce lot n'ont
affiché aucun changement dans I'aspect des crottes, il n'y a pas de diarrhée ni de saignement

donc pas de changements physiologiques preécis.
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Figure 32 : Dénombrement du microbiote intestinal:(A): Les bifidobactéries, (B): Les lactobacilles, (C): Les bactéroides, (D):Les entérocoques,
(D): Les Entérobactéries, lotl:Témoin négatif (sans DSS ni LbN14) ; lot2: Témoin colite positif ; lot3: DSS-Sulfasalazine ; lot4: DSS-Bb12 ;
lot5: DSS-Ultrabiotique ; lot6: (DSS-LbN14 avant et aprés induction ) ; lot7:(DSS-LbN14 apres induction) ; lot8:( Témoin positif avec LbN14).
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Figure 33 : Evolution du poids des rats par lots (P<0.0001). Lot 1 : Témoin négatif (sans
DSS ni LbN14) ; lot 2 : Témoin colite positif ; lot 3 : DSS-Sulfasalazine ; lot 4 : DSS-Bb12 ;
lot 5 : DSS-Ultrabiotique ; lot 6 : (DSS-LbN14 avant et apreés induction) ; lot 7 : (DSS-LbN14

aprées induction) ; lot8 : (Témoin positif avec LbN14).
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Figure 34 : Poids moyen d'aliment consommé par les rats de chaque lot. Semaine 1(J1-J7) : la phase
d’adaptation ; Semaine 2 : (J8-J14) la phase expérimentale avant administration de DSS, et Semaine 3
: (J14-J21) phase expérimentale aprés administration de DSS / lot 1 : Témoin négatif (sans DSS ni
LbN14) ; lot 2 : Témoin colite positif ; lot 3 : DSS-Sulfasalazine ; lot 4 : DSS-Bb12 ; lot 5 :
DSS-Ultrabiotigue ; lot 6 : (DSS-LbN14 avant et aprés induction) ; lot 7 : (DSS-LbN14 apres
induction) ; lot 8 : (Témoin positif avec LbN14).
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Cependant, lors de la période expérimentale, surtout lors de la période d'induction
avec le DSS, de J7-J14 ; le poids des rats a baissé de facon variable d'un rat a l'autre et il y'a
apparition de symptomes digestifs (diarrhée aigué ainsi que des saignements couvrant 1’anus)
accompagnés d’une réduction de leur activité et d’une diminution de la prise de nourriture

surtout pour les lots : lot 2 (Témoin positif colite) et lot 3 (DSS-Sulfasalazine).

Le poids des rats du lot 2, lot contrdle de la maladie RCH ou les rats ayant regus le
DSS pendant 7 jours n’ont pas été traités par la souche LbN14 ou par le médicament standard,
la sulfasalazine (SASP), a évolué normalement de J1 a J7, puis a nettement diminué pour
atteindre 134+ 3.4g de J8 a J14, période de fortes diarrhées avec du sang dans I’anus et les

selles, témoins d’une colite ulcéreuse trés active.

Le lot 3 a été traité par un anti-inflammatoire, la sulfasalazine (SASP), pendant la
période d'induction de la RCH avec le DSS et n’a regu aucun prétraitement préventif.
L’évolution du poids des rats a été similaire a celle du lot 2, avec un poids qui continue
d'augmenter pendant la phase d'adaptation et la phase expérimentale avant induction de la
RCH et qui, par la suite, diminue pendant l'induction de la colite au DSS, avec aussi la mort
de 3 rats. Les crottes de ces 3 rats étaient molles avec saignement mais sans diarrhée comme
cela a été le cas du lot 2 (témoin positif colite) ; alors qu’une hémorragie et un anus sanglant
ont été constatés chez les rats morts, laissant penser a 1’inefficacité de la dose de Sulfasalazine

utilisée a éradiquer ou réduire la RCH induite au DSS.

En effet, certains modéles d'inflammation intestinale animale publiés précédemment
sur la maladie inflammatoire de I'intestin chez I'hnomme, démontrent I'effet pharmacologique
des médicaments tels que la Salazopyrine (SASP) ou ses analogues, couramment utilisés pour
traiter cette affection chez I'nomme. La fraction active de la Sulfasalazine SASP dans la colite
ulcéreuse est connue pour étre le 5-aminosalicylique (5-ASA) qui semble également avoir un
effet thérapeutique sur l'inflammation induite au DSS (Axelsson et al., 1996). Les principes
actifs de la Sulfasalazine SASP jouent un role capital dans la diminution de I’activité

apoptotique des cellules épithéliales intestinales (Williams et al., 2011).

Dans le cas des rats du lot 4 qui ont recu un supplément en souche bifide Bb12 avant
et pendant I'induction de la RCH avec le DSS, I’évolution du poids a été similaire mais moins
marquée dans sa réduction que celle des lots précédents (perte de poids de 19.72 + 0.3 vs 36.4

+ 3.6 g par rat). Les crottes étaient de trés molles a diarrhéiques mais avec une intensité sans
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apparition de sang visible ; évoquant un probable effet de diminution des signes cliniques de
la RCH par la souche Bb12. Ces résultats se rapprochent de ceux de Kato et al. (2004) qui, en
¢valuant l'effet thérapeutique d’un lait fermenté renfermant des bifidobactéries chez vingt
patients atteints d’'une RCH active modérée a sévére pendant douze semaines, avaient releve

une amélioration des scores d’activité clinique, endoscopique et histologique.

Le poids des rats du lot 5, qui ont recu en supplément un probiotique commercial,
I’Ultrabiotique, avant et pendant I'induction de la rectolite au DSS, était en augmentation
constante jusqu’a la fin de I'induction pendant la période d'adaptation, ainsi qu’au cours des
deux semaines d'expérimentation. Il faut signaler la présence d’une diarrhée (Tableau 22)
mais pas aussi intense et sans saignement visible. Ces résultats sont similaires aux essais
cliniques du complexe probiotique VSL # 3 qui ont permis d'atténuer la colite induite par le
DSS et ont montre des effets bénefiques des probiotiques sur les maladies inflammatoires de
I'intestin (MICI) (Liu et al., 2019).

Le poids moyen des rats du lot 6 (DSS-LbN14 avant et aprés induction) et du lot 7
(DSS-LbN14 apres induction), ceux testés par la souche LbN14 (Lactobacillus plantarum) ont
atteint 170.6 *+ 4.4g et 135.68+ 4.4q, respectivement. L'aspect des crottes n'a présenté aucun

changement physiologique, pas de diarrhée ni de saignement dans les deux lots.

Les rats du lot 8 (Témoin LbN14), qui ont recu seulement la souche LbN14 pendant
les deux semaines d'expérimentation sans aucune induction au DSS, ont affichés une prise de

poids plus importante ou ils ont atteint une moyenne de 191,7+ 0,3g de poids corporel.

La longueur moyenne du colon des rats du lot 2 (15.3+£0,5 cm) est significativement
(P<0.05) inferieure a celles des lots témoins : lot 1 (21.3£0,3cm) et 8 (21,26+0,6cm) (fig.35,
tableau 21). Les autres groupes : lot 3, lot 4, lot 5, lot 6 et le lot 7, recevant les différents
traitements avant et/ou apres l'induction de la RCH au DSS, ont affiché des longueurs de

colon variables selon le lot considéré et qui variaient entre 16.25 et 18.50 cm.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de plusieurs études d’évaluation des
modifications structurales et ultra-structurales qui apparaissent lors de I’inflammation aigué
ou chronique induite par le DSS, dont une diminution de la longueur du colon, parametre
fréquemment utilisé comme marqueur de I’inflammation (Gaudio et al.,1999 ; Lenoir et al.,
2011 ; Chen et al., 2022).
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Figure 35 : Evolution des longueurs des colons par lots (P<0,05) : lot 1 : Témoin négatif
(sans DSS ni LbN14) ; lot 2 : Témoin colite positif ; lot 3 : DSS-Sulfasalazine ; lot 4 : DSS-
Bb12 ; lot 5 : DSS-Ultrabiotique ; lot 6 :(DSS-LbN14 avant et apres induction) ; lot 7 :(DSS-

LbN14 aprés induction) ; lot 8 : (Témoin positif avec LbN14).

Tableau 22 : Evaluation des atteintes macroscopiques de I'inflammation

Lots * Poids relatif des organes en % de poids
des rats Diarrhée | Saignement
Poumon Rein Ceeur | Rate | Foie

Lot 1 0.75 0.75 0.44 0.31 4.34 - -
Lot 2 0.82 0.80 1.08 0.41 4.23 +++ +++
Lot 3 0.73 0.73 0.33 0.39 4.09 ++ ++
Lot 4 0.73 0.84 0.33 0.31 3.79 ++ -
Lot 5 1.01 0.78 0.37 0.29 4.53 + -
Lot 6 1.18 0.65 0.30 0.26 4.17 + -
Lot 7 0.91 0.87 0.43 0.34 4.44 - -
Lot 8 0.95 0.73 0.35 0.32 4.17 - -

* Jot 1 : Témoin négatif (sans DSS ni LbN14) ; lot 2 : Témoin colite positif du DSS ; lot 3 : DSS-
Sulfasalazine ; lot 4 : DSS-Bb12 ; lot 5 : DSS-Ultrabiotique ; lot 6 : (DSS-LbN14 avant et aprées
induction) ; lot 7 : (DSS-LbN14 aprés induction) ; lot 8 : (Témoin positif de LoN14).
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En effet, le DSS, un polysaccharide sulfaté composé d'unités de Dextrane et
d'anhydre-glucose sulfaté, n'est pas décomposé par la flore intestinale, et son mécanisme
précis pour induire une inflammation du célon reste non completement élucidé (Ishioka et al.,
1987 ; Kitajima et al., 2001 ; Wirtz et al., 2017). Cependant, il semble endommager les
structures épithéliales de la muqueuse intestinale, entrainant une inflammation comme le
démontre son impact toxique sur des entérocytes in vitro de la lignée Caco-2 (Araki et al.,
2006).

Cette altération de la muqueuse épithéliale permet le développement d'une
inflammation par colonisation du tissu lymphoide par des macrophages qui interagissent avec
les lymphocytes T (Araki et al., 2010 ; Hall et al., 2011). Différentes variables, telle que le
poids moléculaire et la concentration (diluée ou non) du DSS, ainsi que le mode et la durée
d'administration, entrainent des reponses difféerentes en fonction de I'espéce hoéte utilisée
(Vowinkel et al., 2004).

La surveillance des animaux (mesure du poids et consommation de 1’aliment) pendant
I’expérimentation permet le controle et I’évaluation de la sévérité de I’inflammation induite

(Kullmann et al., 2001).

En effet, ’administration de DSS induit une modification progressive de la texture des
matiéres fécales se traduisant par I’apparition d'une diarrhée aigué caractéristique de la colite
consécutive a un trouble fonctionnel entrainant une réduction, voire une incapacité du c6lon a
absorber les électrolytes, les sels minéraux et I'eau. Ce trouble est di a la destruction de la
barriére épithéliale, elle-méme liée a l'augmentation des taux de TNF-a (Tumor Necrosis

Factor Alpha) au niveau du site de I'inflammation (Lenoir et al, 2011).

La présence de sang dans les selles et dans la zone anale est également une
caractéristique déterminante de 'inflammation et constitue un paramétre de calcul d'un score,
le « disease activity index » (DAI), qui permet ainsi d’évaluer la sévérité de I’inflammation

tout au long de I’expérimentation (Cooper et al., 1993).

L'analyse histologique des sections des colons prélevés apres sacrifice des rats, est
déterminée par observation microscopique des lames histologiques apres coloration des tissus.
Elle nous a permis de caractériser I’atteinte tissulaire de I'inflammation induite par le DSS.

Les résultats obtenus sont reportés dans les figures 36 et 37.
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Les résultats du lot 02 (contrble de DSS) indiquent le développement d'une RCH tres
active avec un score histologique trés élevé proche de 14+0.4 ou le DSS a provoqué de
séveéres altérations de la muqueuse colique telles que la destruction de I’épithélium, la
dilatation des structures glandulaires et/ou I’apparition d’cedéme dans le chorion. Ces effets
sont atténués dans les autres lots notamment le lot 4:(DSS-Bbl2) ; le lot 5 : (DSS-
Ultrabiotique) et le lot 6 : (DSS-LbN14 avant et aprés induction), respectivement, et dont les
rats ont recu a titre préventif la souche bifide probiotique Bb12, 1I’Utrabiotique et la souche

isolée dans ce travail, la LbN14, respectivement, avant et pendant I'induction au DSS

Les lots lot3 (DSS-Sulfasalazine) et lot7 (DSS-LbN14 aprés induction) n'ayant pas
recu de traitement a titre préventif, ont affiché amélioration considérable des atteintes

microscopiques malgré une légere diminution du score histologique qui a atteint 10+1,1.

Ces resultats expriment un effet réducteur des atteintes histologiques et se rapprochent
de c'eux observés dans I'étude réalisée par Kechaou. (2012) dont I’analyse histologique des
tissus de colon, a montré un effet anti-inflammatoire de la souche de L. paracasei VEL12195
avec un score autour de 30 qui était diminué significativement apres traitement des souris par

la méme souche lors du premier essai avec une dose de 3% de DSS

Santos et al. (2012) avaient également montré que des souches lactobacilles de
I'espéce L. delbrueckii étaient capables de diminuer les scores macroscopique et histologique

au niveau du colon

Dautres travaux réalisés par Lenoir et al. (2011) sur l'effet protecteur de la
consommation d’infusion de la verveine citronnée sur le développement de la colite induite
par le sulfate de Dextrane sodique (DSS) chez le rat, ont rapporté l'efficacité du score
histologique dans I'évaluation de I'inflammation et ont observé une protection partielle de la
mugueuse colique avec un score histologique de 8.72 chez cette infusion contre une atteinte

histologique induite par le DSS bien marquée avec un score histologique initial de 12.4.

En effet, la majorité des dommages observés pendant I'établissement des scores
histologique concerne des lésions présentes dans la partie distale du colon tels qu'un
amincissement et une érosion de 1I’épithélium de surface, la dilatation des cryptes, et des zones
d'eedéme, en plus d’une diminution du nombre de cellules caliciformes, ainsi que 1’apparition
occasionnelle d’abcés cryptiques ou de congestions vasculaires (Gaudio et al., 1999 ;

Vetuschi et al., 2002).
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Aussi, I'un des facteurs examinés est l'infiltration des muqueuses coliques par des
cellules immunitaires, principalement des polynucléaires neutrophiles (PNN) et des
macrophages. Ces cellules immunitaires spécifiques sont connues pour occuper rapidement
les muqueuses du cdlon lors d’une réponse inflammatoire (Serteyn et al., 2003). De plus,
elles contiennent de I'enzyme myélopéroxydases (MPO) dans leurs granules azurophiles
primaires, liées a la colonisation du cblon par les PNN et souvent utilisée comme marqueur
d’inflammation au début de I’inflammation, il semble que les PNN et souvent utilisée comme
marqueur d’inflammation. Au début de I’inflammation, il semble que les PNN soient présents
aux cotés des lymphocytes T au niveau de la muqueuse, indiquant leur implication potentielle

dans I’activation de ces cellules de I’'immunité adaptative (Serteyn et al., 2003).

L'ampleur des changements provoqués par I'inflammation est souvent mesurée a l'aide
d'un systeme de notation d'un score histologique qui évalue le degré et la prévalence de
chaque parametre sur une échelle de 0 a 3 (Okayasu et al., 1990).

Dans la présente étude in vivo, nous avons pu démontrer un effet anti-inflammatoire
notoire de la souche LbN14 sur la base d'un seul essai mais qui reste toutefois insuffisant pour
déterminer I'effet anti inflammatoire sur des doses plus elevées, en plus de n'avoir testé qu'une
seule souche, il serait donc important en perspective de realiser d'autres essais avec des doses

différentes pour les autres souches identifiées.

score Histologique

score

lots des rats

Figure 36 : Scores d'évaluation des atteintes histologiques chez les rats des différents lots
d'expérimentation (P<0.05). Lot2 : Témoin colite positif du DSS ; lot3 : DSS-Sulfasalazine ;
lot4 : DSS-Bb12 ; lot5 : DSS-Ultrabiotique ; lot6 : (DSS-LbN14 avant et aprés induction) ;
lot7 : (DSS-LbN14 aprés induction) ; lot 8 (Témoin positif de LbN14).
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Figure 37 :Observation microscopique de coupes histologiques des colons de rats Wistars
(Coloration a I'hématoxyline et a I'éosine ):A/ Aspect normale du colon du lot Témoin
(grossissement x5); B/ Colon de rats du lot traité par le DSS (dilatation des crypte, abces
cryptique, Erosion) (grossissement x10);; C/ Colon de rats traités par la SASP (rémission par
des nodules lymphoide actif) (grossissement x5) ; D/ Colon de rats traité par Bb12 (crypte
normale, destruction focale et congestion vasculaire) (grossissement x10) ; E/ Colon de rats
traités par le probiotique commerciale (glande tubulaire bien distincte; pas de destruction des
crypte ni ulcération) (grossissement x40) ; F/ Colon de rats traités avant et apreés l'induction au
DSS par la souche test LbN14 (cryptes normales, plusieurs nodules lymphoides actifs)
(grossissement x10) ; G/Colon de rats traité par LobN14 seulement en phase d'induction au
DSS (abceés cryptiques, ulcération, destruction des cryptes et érosion) (grossissement x10) ; H/
Colon de rats traités par LbN14 seule sans induction au DSS (épithélium régulier avec ces
glandes tubulaires bien structuré, absence d'abcés cryptiques, pas de congestion vasculaire, ni
d'ulcération ou d'érosion) (grossissement x10) ; I/ Infiltration des cellules PNN et
Mononuclées(grossissement x100).

Chapitre 111. Résultats et Discussion

97



Kouadri Boudjelthia N. (2024). Etude de 1'adaptation des probiotiques et détermination de leurs

effets bénéfiques. Thése de Doctorat en Sciences Biologiques, Université de Mostaganem

Conclusion générale

Au total, neuf souches de bactéries lactiques ont été isolées a partir du lait cru de
vache, appartenant au groupe des Lactobacilli ayant certaines propriétés probiotiques comme
le pouvoir antagoniste vis-a-vis une d’une gamme de bactéries pathogénes responsables de
toxi-infections alimentaires, le pouvoir antioxydant ainsi que l'effet anti-inflammatoire

préventif des maladies intestinales chroniques.

La premiéere partie a été consacrée a la caractérisation de ces souches qui a visé en
premier lieu leur identification sur la base de critéres phénotypiques. C’est ainsi que nous
avons pu identifier la forme cellulaire des isolats, déterminer leur profil fermentaire des sucres
et mettre en évidence certaines propriétés technologiques comme le pouvoir acidifiant,
aromatisant et texturant. En second lieu, Nous nous sommes orientés vers l'identification
moléculaire dans le but de connaitre I'identité génétique exacte de ces souches lactiques, par
I'extraction de 'ADN et I'amplification en chaine par polymérase (PCR). Un séquencgage nous
a permis l'obtention des sequences d'’ADN des souches qui ont été ensuite comparées avec la

banque de données du BLAST (NCBI) pour l'identification des espéces concernees.

La deuxiéme partie, a concerneé la sélection des souches ayant un potentiel probiotique
et qui a éte établie sur la base de tests de survie aux conditions hostiles simulées du tube
digestif ; ainsi que [I’évaluation des activités biologiques notamment les activités

antimicrobiennes et antioxydante.

La troisiéme et derniére partie a porté sur I'étude des propriétés anti inflammatoires in
vivo en utilisant le modéle murin de la rectocolite hémorragique induite au DSS a 3%. L'essai
a été fait avec une seule souche, la LbN14, considérée comme ayant le meilleur potentiel

probiotique sur la base des tests in Vitro précedents.

L'analyse phénotypique, moléculaire (PCR-16S) et protéomique (MALDI-TOF) ont
abouti a l'identification de huit souches (LbN5, LbN9, LbN10, LbN11, LbN13, LbN14,
LbN15 et LbN12 apparentées a I'espece Lactiplantibacillus plantarum avec 100 et 99.75% de
similarité, respectivement et une souche (LbN1) renommée Lacticaseibacillus rhamnosus a
100% de similarité lors de la comparaison des séquences d'’ADNr 16s avec la base de données

Genbank. La combinaison de l'analyse phylogénétique et protéomique nous a permis de
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démontrer la fiabilité des techniques d'identification utilisées et de confirmer les résultats
obtenus par amplification des ADNr 16S.

Les résultats des critéres technologiques des souches, révelent certaines activités
technologiques intéressantes telles que le pouvoir acidifiant du lait, I'activité protéolytique,
lipolytique, aromatique et texturante. Ces souches peuvent étre proposées comme starters
dans les processus de fermentation industrielle une fois mieux caractérisées sur le plan des

conditions technologiques industrielles.

L'étude in-vitro du potentiel probiotique nous a permis d’affirmer que les neuf
souches présentent des propriétés probiotiques intéressantes. Les souches Lacticaseibacillus
rhamnosus LbNZlet Lactiplantibacillus plantarum LbN5, LbN9, LbN10, LbN11, LbN12,
LbN13, LbN14 et LbN15, ont affiché leurs performances selon plusieurs criteres comme
I’absence d'hémolyse, la résistance aux conditions digestives simulées avec des taux de survie
acceptables et I’adhésion aux cellules épithéliales. Ces souches ont également démontré une
tres bonne activité antibactérienne et antifongique vis-a-vis de germes pathogenes
responsables de toxi-infections alimentaires, en plus d'une tres bonne activité antioxydante.
Cependant, il serait intéressant de compléter ces observations par I’évaluation de ces

performances in-vivo pour mieux cerner leur éventuel statut de probiotique.

Dans le modele murin d'inflammation intestinale induite au DSS a 3% chez des rats
males Wistars, nous avons pu montrer que la souche L. plantarum LbN14, a permis de
protéger les rats d'expérimentation surtout ceux qui l'ont recu en préventif avant et apres
I’induction au DSS. Ces résultats préliminaires sont tres encourageants et il serait intéressant
en perspective de confirmer ces propriétés anti-inflammatoires par de nouveaux essais et

d'explorer aussi le potentiel anti-inflammatoire des autres souches identifiées.
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Annexe 1 :

Milieux de cultures :

Bouillon MRS (De Man et al., 1960):

Extrait de viande 8,009
Extrait de levure 4,009
Peptone 10,009
Glucose 20,09
Acétate de sodium tri hydraté 509
Citrate d'ammonium 2,09
Tween 80 1,0ml
Hydrogénophosphate de potassium 2,09
Sulfate de magnésium heptahydraté 0,2g
Sulfate de manganeése tétra hydraté 0,059
Eau distillée (qsp) 1000ml
pH =6, 5+0,3

Remarque : Pour la gélose ajouter Agar-agar 10,09
La stérilisation a l'autoclave : 120°C pendant 20min
Le milieu de conservation : MRS additionné de 1,5% (v/v) de Glycérol

Tampon PBS:

Sodium chloride 8.0g
Potassium chloride 0.29
Di-sodium hydrogene phosphate 1.15¢g
Potassium dihydrogene phosphate 0.29

pH 7.3+0.2a25°C.

Milieu protéolytigue

Agar-agar 1,59
Eau distillée (gsp) 100ml
Lait écrémé U.H.T. candia silhouette 3,00ml

La stérilisation a l'autoclave : 100°C pendant 12min
Milieu Lait écrémé reconstitué 20% (P/V)

Poudre de lait écrémé 2009
Eau distillé (gsp) 1000ml
La stérilisation a l'autoclave : 100°C pendant 12min

Bouillon hypersalé (4,0; 6,5 et 9,5% de NaCl) (Larpent et Larpen, 1997)

Glucose 5,09

Extrait de Viande 5,09

Peptone 15,09

NaCl 40,0qg; 650; 959
Eau distillée (qsp) 1000,0 ml

pH 7,5.

La stérilisation a l'autoclave : 120°C pendant 15min
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Milieu Moeller (ADH):

Extrait de levure 3049
L-arginine (monochlorhydrate) 509
Glucose 10¢9
Bromocreésol pourpre. 0,16 mg
Ethanol 1,0 mL
Chlorure de sodium. 500

pH=6,8

Ce milieu est présenté en petits tubes fins ce qui facilite I'anaérobiose.

Gélose au sang: Milieu prét a I'emploi déshydraté

Peptone 15,09
Digestat de Foie 2,59
Extrait de levure 5¢
Chlorure de sodium 5,09
Agar-agar 12,09
pH 7,2+ 0,2

La stérilisation a l'autoclave : 120°C pendant 15min

Remarque : pour la gélose au sang frais, a 100,0ml de base stérile refroidi a 45°C,

s’ajoute 5,0-10,0% de sang de cheval ou de mouton

Milieu Clark et Lubs :

Tryptone 2,090
Peptone 5,09
K2HPO4 5,09
Glucose 5,09
Eau distillée (qsp) 1000,0 ml
pH 7.

La stérilisation a l'autoclave : 120°C pendant 15min

Milieu hypersacharosé (MSE):

Pour 1 litre de milieu :

Tryptone 10,09
Gélatine 25¢
Extrait autolytique de levure. 500
Saccharose. 100,0 g
Glucose 500
Citrate de sodium 109
Azide de sodium 75,0 mg
Agar agar bactériologique 15,09
pH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25°C : 6,9 + 0,2.

Gélose Columbia : Milieu prét a I'emploi déshydrate:

Mélange spécial de peptone 23,09
Amidon 1,09
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Chlorure de sodium (NacCl)

Eau distillée (qsp)
pH 7,3

La stérilisation a l'autoclave : 120°C pendant 15min
Gélose McKonkey préte a I’emploie :

Peptone (Digestion pancréatique de gélatine)

Rouge neutre

Protéose peptone (viande et caséine)

Violet de cristal

Lactose monohydraté

Gélose
Sels biliaires
Eau distillée

Chlorure de sodium
pH Final 7.1 £ 0.2

La stérilisation a l'autoclave : 120°C pendant 15min
Gélose Bile esculine (BEA):

Extrait de beeuf

Digestion enzymatique de gélatine

Esculine

Sulfate de manganese

Bile de beeuf

Citrate d'ammonium ferrique

Agar-agar

Gélose Viande -Foie :

Peptone viande-foie
Sulfite de sodium
Glucose

Citrate ferrique ammoniacal

Amidon soluble
Agar

pH final a 25°C : 7,6 +0,2

Milieu Mueller Hinton

Extrait de Viande

Hydrolysat acide de caséine

Amidon
Agar- agar
pH 7,3.

La stérilisation a l'autoclave : 120°C pendant 15min

5,09
1000,0 ml

17,09
0,03 ¢
3,09
1,0 mg
10,09
135¢
1.5¢
1000ml
5049

11,09
34,5g/L
1,09
0.05¢
2,09
0,5¢g/L
15,0 g/L

30,09
2,50
2,09
0,5¢
2,09
11,09

2,09
17,59
1,59
17,09
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Annexe 2:

Liste des séquences des génes ADNr16S des isolats
>Nacima_LbN1
GCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACA
GTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTC
GTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGAT
TTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCC
AACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA
ACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCG
AAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTT
CTTCGCGTTCCCCCCGTGCCCCCGCCCCGLLCLGGGGLGGGLLLCLCEE6
>Nacima_LbN5
TGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTAC
AATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACT
CGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGA
TTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCC
CAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCCCC
GAAGGGAACGTCTAATCTCTTAGATTTGCATAGTATGTCAAGACCTGGTAAGGTT
CTTCGCGTTCCCCCCGTGCCCCCGCCCCGCCCGGGGGGCCCCCC
>Nacima_LbN9
GATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCT
ACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAA
CTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGAT
GATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTG
CCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCC
CCGAAGGGAACGTCTAATCTCTTAGATTTGCATAGTATGTCAAGACCTGGTAAGG
TTCTTCGCGTTCCCCCCGTGCCCCCGCCCCGCCCGGGGCGGCC
>Nacima_LbN10
AATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCT
ACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAA
CTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGAT
GATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTG
CCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCC
CCGAAGGGAACGTCTAATCTCTTAGATTTGCATAGTATGTCAAGACCTGGTAAGG
TTCTTCGCGTTCCCCCCGTGCCCC
>Nacima_LbN11
GAATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCC
TACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCA
ACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGA
TGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGT
GCCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA
CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTC
CCCGAAGGGAACGTCTAATCTCTTAGATTTGCATAGTATGTCAAGACCTGGTAAG
GTTCTTCGCGTTCCCCCCGTGCCCC
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>Nacima_LbN12
ATGCTGATCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTAC
AATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACT
CGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGA
TTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCC
CAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCCCC
GAAGGGAACGTCTAATCTCTTAGATTTGCATAGTATGTCAAGACCTGGTAAGGTT
CTTCGCGTTCCCCCCGTGCCCC

>Nacima_LbN13
ATGGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCT
ACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAA
CTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGAT
GATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTG
CCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCC
CCGAAGGGAACGTCTAATCTCTTAGATTTGCATAGTATGTCAAGACCTGGTAAGG
TTCTTCGCGTTCCCCCCGTGCCCC

>Nacima_LbN14
ACTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCT
ACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAA
CTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGAT
GATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTG
CCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCC
CCGAAGGGAACGTCTAATCTCTTAGATTTGCATAGTATGTCAAGACCTGGTAAGG
TTCTTCGCGTTCCCCCCGTGCCCCCGCCCCGLLeaaaaeaaeececee
>Nacima_LbN15
AATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCT
ACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAA
CTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGAT
GATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTG
CCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCC
CCGAAGGGAACGTCTAATCTCTTAGATTTGCATAGTATGTCAAGACCTGGTAAGG
TTCTTCGCGTTCCCCCCGTGCCCC
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Annexe 3:

Bulletins D'analyse MALDI-TOF MS
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N 00069/2019/ SPA CRAPC EXPERTISE. Du 28/03/2019
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Date d'Enregatrement : 27/02/2039

Domandeur : KOUADRI BOUDJELTHIA NACIMA,
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Les conditions d’analyses et résultats sont regroupées ci-joint.

ETEY \lh\\rl 1143
Bou- Issaxil, ke ; 220020 ,-/
'-AAA'{APA :*"‘ ;

g /
Pifchnigue

MENT QAN OSBRI NF N OOLIMO00R T4 55 N5 N OOL 42200014 1686 W™ Arsicie - 422601 1985 1
N Corrpmm Bencaire | DOSOO0OLEAA0 1001 35447 270 M Ageroe Tipase (00184

Annexes



Kouadri Boudjelthia N. (2024). Etude de 1'adaptation des probiotiques et détermination de leurs

effets bénéfiques. Thése de Doctorat en Sciences Biologiques, Université de Mostaganem

MALDI Biotyper

Classification Results

Project Info:

Praject Name:
Praject Deseripbion:
Praject Owner:

Praject Creation Date Time:

Praject Analyte Count:
Praject Type:

QC:

QC Pagitian:

Result Overview

1803725-0835-101 10077 18
25.03.201% KOUADRI NACIMA
AmingFLEX-PC

201803 23T0B: 36:53.434

B

Cevelopmeant

nob presant

Qrganism names which are in bles and underlined are linked to the matching kit table balow,

Anzlyte | Anzlyte | Organism

Brore | Drganism
Vzlue | (second best match)

no pesks found

not relizhle identification

no pezks found

Lactobacillus plantarum

MNams ID [best match)

= LEi0 no peaks found

() €) .

== LB11 not relizhle identification
(=) (C)

= L5113 no peaks found

() ) !

= LB15 Lactobacillus plantarum
[+](B)

= 1B17 no peaks found

(- (C) !

ES

= LE19 Lactobacillus plantarum
(44 (A) R

no pesks found

Lactobacillus plantarum
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MALDI Biotvper
Classification Results

Froject Info:
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Project Typa:
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Annexe 3:

Photos de I'activité antifongique des souches LbN9 et LbN14

Figure 38. Activité antibactérienne vis-a-vis de Aspergillus Niger ATCC106404
A. LbN9 (9,00 + 0,50 mm) / B. LbN14 (6,23 + 1,12 mm)

Figure 39. Activité antibactérienne vis-a-vis de Candida albicans ATCC10231
A. LbN9 (14,17 £+ 0,28 mm) / B. LbN14 (17,47 + 0,45 mm)
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Annexe 4:

Liste des Communications

Publications :

Kouadri Boudjelthia, N.; Belabbas, M.; Bekenniche, N.; Monnoye, M.; Gérard, P.; Riazi, A.
Probiotic Properties of Lactic Acid Bacteria Newly Isolated from Algerian Raw Cow’s Milk.
Microorganisms 2023, 11, 2091. https://doi.org/10.3390/ microorganisms11082091

Communications Nationales :

Kouadri Boudjelthia Nacima, Riazi Ali (2021). Antagonisme de souches Lactobacillus sp isolées
de lait de vache vis-a-vis de bactéries pathogenes responsables de toxi-infections alimentaires.
webinaire ; 2eme journées scientifique: staphylocoques et santé publiques. Organisé Le 05juin 2021
par I'Ecole National supérieur vétérinaire (ENSV) Rabie Bouchama d'Alger et le Laboratoire de
recherche Hygiéne Alimentaire et Systeme Assurance Qualité. Alger.Algérie.

Communications Internationales :
Kouadri Boudjelthia Nacima, Riazi A. Evaluation du potentiel probiotique de souches lactiques
isolées du lait de vache. Communication orale : Collogue International de Biosciences 2018 "Génie
enzymatique et production de métabolite”, organisé par I'Ecole Supérieure en Sciences Biologique
d’Oran ; du 28 au 29 Octobre 2018 a Oran. Algérie.
Kouadri Boudjelthia Nacima, Riazi Ali. Potentiel antagoniste de souches du genre Lactobacillus
isolées du lait de vache vis-a-vis de bactéries pathogenes responsables de toxi-infections.
Communication affichée (poster) au 1% Symposium International sur la Recherche Antimicrobienne
(ISAR 2018) ; organisé par le laboratoire de production Agricoles Valorisation Durable des
Ressources Naturelles de l'université de khemis- Miliana du 02 au 03 Mai 2018.
Kouadri Boudjelthia Nacima ; Riazi Ali. Evaluation in-vitro de I'effet des enzymes digestives sur
la survie des souches de Lactobacillus plantarum isolées du lait de vache. Communication affichée
(poster), au Congrés Méditerranéen en Bio-analyses- CMB 2019 : Toxicologie, Ecotoxicologie,
Aliment et Santé ; les 13-15 Décembre 2019 a Mahdia, Tunisie.
Kouadri Boudjelthia Nacima; Kebir A., Benmahdi T., Yahla I., Riazi A. Newly isolated strain,
Lactobacillus plantarum, reduces the incidence of DSS-induced ulcerative colitis in Wistar rats.
Communication affichée (poster); au Journées Internationales de Biotechnologie (JIB 2019); The
International Days of Biotechnology (IDB 2019); 18 - 21 Décembre 2019; a I'H6tel Marhaba Palace
El Kantaoui, Sousse (Tunisie).
Kouadri Boudjelthia Nacima., Riazi A. Mise en évidence in vitro des aptitudes technologiques de

neuf souches de lactobacillus plantarum isolées du lait de vache. 1* Webinaire International sur les
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Applications innovantes des Biotechnologies en Industrie Alimentaire : du Laboratoire & I'Entreprise
(WAIBIA 2021).Organisé par le Laboratoire de Biotechnologie et Qualité des Aliments (BIOQUAL)
de I'Institut de la Nutrition ,de L'Alimentation et des Technologies Agro-Alimentaires (INATAA) de
l'université de Constantine; Constantine, let 2 Décembre 2021 Algérie.

Liste des travaux de recherche pédagogiques entrant dans le cadre de la thése :

* Promotrice : ELMEDDAH Z. et LADJAL Cherifa (2017). Etude de l'activité antibactérienne de

souches lactiques isolées du lait de vache. Master 11, Nutrition et pathologie. Univ. Mostaganem.

= Promotrice : Bouhafs F. et Medjahed N. (2018). Survie in vitro de souches lactiques locales aux
conditions gastriques simulées. Master I, Nutrition et pathologie. Univ. Mostaganem.

= Promotrice : Slamnia I. et Saddok A.Z (2018). Aptitudes technologiques de souches lactiques
locales. Master 11, Nutrition et pathologie. Univ. Mostaganem.

* Promotrice : Mehaddi D. et Belkediem A. (2019). Intitulé du mémoire: Etude in vitro sur I'effet
des enzymes digestives sur la survie des lactobacilles isolées de lait de vache. Master 1, Nutrition
et pathologie. Univ. Mostaganem.

= Promotrice : Benguella C. et Boumediene S. (2019). Essai in-vivo de I'effet des souches de
lactobacilles dans le traitement de la rectocolite hémorragique. Master Il, Nutrition et pathologie.
Univ. Mostaganem.

= Promotrice : Beddaiche A. et Lazreug Z. (2020). Effet de quelques prés biotiques sur la
croissance des souches de Lactobacillus plantarum isolées du lait de vache. Master 1I, Nutrition
et pathologie. Univ. Mostaganem.

= Promotrice : Kaddour S. et Azzi I. (2020). Activité antimicrobienne des Lactobacillus sp
associés aux antibiotiques vis-a-vis de certains pathogénes. Master I, Nutrition et pathologie.
Univ. Mostaganem.

= Promotrice : Belabdoune L. et Rouabhi A. (2021). Exploration de I'effet antimicrobien des
souches lactiques. Master 1, Nutrition et pathologie. Univ. Mostaganem.

= Promotrice : Hamida N. et Lahouali M. (2021) : Etude de I’activité anti-oxydante des bactéries

lactiques. Master 1, Nutrition et pathologie. Univ. Mostaganem.

Annexes



PUBLICATION

Publication



microorganisms

Article

Probiotic Properties of Lactic Acid Bacteria Newly Isolated from
Algerian Raw Cow’s Milk

Nacima Kouadri Boudjelthia 1, Meryem Belabbas 2, Nahla Bekenniche 3, Magali Monnoye 4, Philippe Gérard *

and Ali Riazi I'*

check for
updates

Citation: Kouadri Boudjelthia, N.;
Belabbas, M.; Bekenniche, N.;
Monnoye, M.; Gérard, P.; Riazi, A.
Probiotic Properties of Lactic Acid
Bacteria Newly Isolated from
Algerian Raw Cow’s Milk.
Microorganisms 2023, 11, 2091.
https://doi.org/10.3390/

microorganisms11082091

Academic Editor: Cinzia

Lucia Randazzo

Received: 30 June 2023
Revised: 4 August 2023
Accepted: 8 August 2023
Published: 15 August 2023

Copyright: © 2023 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://

creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

Laboratory of Beneficial Microorganisms, Functional Food and Health, Department of Food Sciences,
Faculty of Natural and Life Sciences, Abdelhamid Idn Badis University, Mostaganem 27000, Algeria;
nacima.kouadriboudjelthia@univ-mosta.dz

Department of Agronomy Sciences, Faculty of Natural and Life Sciences, DjillaliLiabés University,

Sidi Bel Abbes 22000, Algeria; meryem.belabbas@univ-sba.dz

Laboratory of Food Technology and Nutrition, Department of Biology, Faculty of Natural and Life Sciences,
Abdelhamid Ibn Badis University, Mostaganem 27000, Algeria; nahla.bekenniche@univ-mosta.dz

Micalis Institute, INRAE, AgroParisTech, Paris-Saclay University, 78350 Jouy-en-Josas, France;
magali.monnoye@inrae.fr (M.M.); philippe.gerard@inrae.fr (P.G.)

*  Correspondence: ali.riazi@univ-mosta.dz; Tel.: +213-779-94-15-17; Fax: +213-45-41-68-41

Abstract: This study aims to screen new LAB from Algerian cow’s milk to assess their probiotic
properties. Molecular identification and MALDI-TOF mass spectrometry methods were used to
identify the LAB isolates. The probiotic potential of isolates was determined with in vitro tests of
survival to gastrointestinal conditions (pH 2, 0.3% pepsin, 0.5% bile salts, 0.1% trypsin, and 0.1%
pancreatic amylase) and antimicrobial and antioxidant activities. Eight isolates were identified
as Lactiplantibacillus plantarum (100%) and one isolate as Lacticaseibacillus rhamnosus (95.75%). The
MALDI-TOF MS analysis of the isolates confirms that the strains belong to the group of lactobacilli
bacteria, particularly Lactiplantibacillus plantarum. The high survival rate reflects a good strain
tolerance to the in vitro host simulated gastrointestinal conditions. All bacteria exhibit an antibacterial
activity strain with inhibition zone diameters ranging from 4.9 mm against Aspergillus niger ATCC
106404 to 17.47 mm against Candida albicans ATCC 10231. The antioxidant activity with the highest
DPPH scavenging activity (92.15%) was obtained with the LbN09 strain. In light of these results,
some of the strains isolated from raw milk of the local Algerian breed cows show promising probiotic
properties, giving them a possible use in preserving food from microbial spoilage and oxidation
during storage.

Keywords: lactic acid bacteria (LAB); raw cow’s milk; probiotic; antioxidant; antibacterial

1. Introduction

The interest in probiotics is illustrated by the constant increase in the world market for
these living microorganisms, which are increasingly sought after by consumers who are
more aware of their well-being. The relevance of probiotics in maintaining and improving
human health is related to their beneficial effect on intestinal flora. The screening of new
bacterial strains with probiotic properties is costly and time-consuming. Raw cow’s milk
is a potential source of LAB, which is one of the most commonly used bacteria that can
provide food and health benefits related to their ability to produce secondary metabolites
and functional proteins [1]. Many LABs are considered probiotics and are targeted by
several researchers for their immense genetic, metabolic, and ecological diversity, as they
colonize a wide range of habitats and can have different industrial applications [2].

Probiotics are defined as live bacteria if administrated in adequate amounts and
provide health benefits [3]. These probiotics are isolated from several ecological niches,
in particular, from cow’s milk, which is an important source of LAB, in particular, species
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belonging to the Lactobacillus genus. Probiotic strains prevent intestinal infections and
dysbiosis in the host by producing lactic acid and functional proteins (i.e., bacteriocins)
able to exert an antagonistic activity against the pathogenic bacteria; they also contribute to
the maintenance of the essential balance of intestinal microbiota [4,5].

Probiotic bacteria cannot exert their beneficial effects if they cannot survive digestive
hostilities (barriers of gastric acidity, bile salts, and digestive enzymes) during their transit
through the gastrointestinal tract. Their adherence to the intestinal cells can also contribute
to their probiotic properties [6]. Several studies have shown beneficial effects in the host of
most Lactobacillus plantarum species isolated from milk and fermented food, and which have
been evaluated for their probiotic potential through their resistance to digestive hostilities,
antioxidant and antagonistic activities, and adherence to epithelial cells [7,8].

Moreover, several specific new LAB strains were selected for the prevention and/or
in vivo treatment of several inflammatory bowel diseases due to food poisoning [9,10]. The
initial classification of lactobacilli was based on morphological and physiological charac-
teristics (gram, cell morphology, colony appearance); on growth parameters (optimum
incubation temperature, pH tolerance, and oxygen requirements), on biochemical char-
acterization, the used substrates, and the final metabolic products made it possible to
divide the lactobacilli into three groups according to their fermentative pathway: obligate
homofermentative, facultative homofermentative, and obligate heterofermentative [11].
Obligate homofermentative lactobacilli use the Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) pathway
to convert glucose into lactic acid but cannot use the pentose-phosphate pathway to ferment
pentoses. Obligate heterofermentative lactobacilli exclusively use the pentose-phosphate
pathway; while facultative homofermentative use EMP but also ferment pentoses [11].

Molecular taxonomy, based on DNA sequencing, allows sequences to be compared to
a database for species identification, and the phylogenetic tree represents the relatedness
of lactobacilli strains according to divergence from common ancestors [12]. The MALDI-
TOF-MS identification method is currently applied to the routine identification of many
microorganisms such as the reliable and rapid identification of LAB [13]. In this study, nine
LAB isolates from Algerian raw cow’s milk were assessed. Isolates were first phenotypically
selected and identified by 16S rDNA and MALDI-TOF MS before evaluating their probiotic
properties in vitro, including antioxidant and antimicrobial activities as well as their ability
to survive simulated gastrointestinal conditions (gastric fluid, bile salts, trypsin, and
pancreatic amylase). Algerian cow’s milk is lacking information as a potential medium
LAB that may be a source of probiotic strain isolation, so this study is the first attempt to
screen such new LAB strains with probiotic status.

2. Materials and Methods
2.1. Sample Collection

Ten milk samples were collected from ten cows in aseptic conditions with manual
milking using sterile gloves after cleaning the udders and surrounding skin with sterile
water, throwing the first drops, and then transporting them in an ice box to the laboratory
for immediate isolation procedure. Cows were living in a Menasria traditional livestock
farm, district of Mascara located in Western Algeria (36.17547° N, 1.44178° W), and fed
with fodder, bran, and natural grasses from pasture.

2.2. Strains, Growth Conditions, and Identification

Milk samples were enriched in skimmed milk (10%) and then diluted and plated
on MRS Agar (Conda laboratorios, Madrid, Spain) [14]. Next, 10 mL of enriched milk
was added aseptically to 90 mL of sterile saline solution (0.9%). Serial dilutions were
made using sterile saline solution in sterile tubes up to 10~%. Sterile MRS plate agar
was inoculated (1 mL) and incubated anaerobically in a CO, incubator at 37 °C for 24 h.
Bacterial purification was routinely assessed using morphological tests such as gram
staining, catalase, CO, production, and capacity of growth in different NaCl concentrations
for a preliminary selection of different isolates of lactobacilli. Gram-positive, catalase-
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negative bacilli isolates selected were presumed to be lactobacilli and were stored in
MRS-Glycerol (25/75 v/v) at —80 °C.

Genomic DNA of bacterial strains was extracted using the commercial extraction kit
Promega Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega; Madison, WI, USA) according
to the manufacturer’s recommendation. The cells were harvested from fresh bacterial pellets
after culture centrifugation and supernatant removal. The quantity and the quality of DNA
extracts were monitored using a NanoDrop spectrophotometer (Thermos Scientific, Wilm-
ington, DE, USA). A Bio-Rad T100 PCR programmable Thermal Cycler was used to amplify
the 165r RNA gene with prokaryotic 165 rRNA universal primer’s region V6-V8:P3:Bact968-
GC-f (5'CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGAACGCGAAG-
AACCTTACS3') and P4: Bact1401-r (3’ GCGTGTGTACAAGACCCY’) as described by Nii-
belet al. [15]. The enzyme used was a Taq polymerase from Qbiogen (Qbiogen, Irvine, CA,
USA) according to the manufacturer’s recommendations. The PCR mixes contained 10 to
50 ng/uL DNA matrix, 1 uL of each primer, 3 pL of MgCl, solution, 25 pL of TagMix (Taq
polymerase + dNTPs), and H,O 50 uL. PCR amplification protocol was carried out with an
initial denaturation at 95 °C for 15 min, followed by 30 denaturing cycles at 97 °C for 1 min,
annealing at 58 °C for 1 min and extension at 72 °C for 1 min and 30 s. The procedure was
completed with a final elongation step at 72 °C for 15 min.

16S rRNA amplified samples were purified by using a Wizard® SV Gel and PCRClean-
Up System Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions and
then hot start sequenced by a German sequencing company (Eurofins Genomic sequencing,
Cologne, Germany). All obtained Fasta sequences were blasted to the BLAST database
program of NCBI (http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, accessed on 3 March 2022), and
compared with the sequences deposited in GenBank for strain identification. A phyloge-
netic tree based on the analysis of 165 rRNA gene sequences was constructed using MEGA-
X: Molecular Evolution Genetic Analysis [16] available at http://www.megasoftware.
net. The distances were calculated using the Neighbor-joining method with jukes-cantor
correction [17].

2.3. MALDI-TOF MS Identification

A single colony grown on MRS agar was transferred onto a MALDI-TOF steel target
plate (MS Big Ankor 24BC, Bruker daltonics inc., Bremen, Germany). Next, 10 uL of a
saturated solution of trans-3,5-dimethyloxy-4-hydroxycinnamic acid (HCCA portioned,
Bruker) were added to 0.1puL of formic acid to allow crystallization of the matrix with the
sample [13]. The plate was left to dry at ambient temperature and introduced into the mass
spectrophotometer (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization-Time-Of Flight Mass
Spectrometry: MALDI-TOF/MS; Microflex, Bruker). The automated system generates
spectra interpreted by software (MALDI Biotyper TM4.0 Data base Brucker Daltonics,
Bremen, Germany). The results are shown as the top 10 identification matches along with
confidence scores ranging from 0.00 to 3.00. Data are representative of two experiments.

2.4. Strain Survival to the In Vitro Simulated Gastrointestinal Conditions

Survival capacity at the stomach transit was determined by Vizoso Pinto et al. [18]
method. The bacteria were subjected to in vitro simulated gastric fluid and whose com-
position (%: P/V)) is: 6.2 NaCl, 0.22 CaCl,, 1.2 NaHCO3, 2.2 KCl, 0.3 pepsin, snd pH 2.5.
The simulated gastric fluid was sterilized by filtering through a 0.22 um membrane. Viable
cells were counted with the agar plate method on MRS at the end of the time required for
the process of converting the bolus into chyme in the stomach, which is 4 h of incubation
at 37 °C [19]. The survival rate was calculated by the following formula:

Survival rate (%) = (log UFC at time t; /log UFC at time t;) x 100 €))

Survival strains of bile salts were assessed according to the method of Hyro-
nimus et al. [20]. Briefly, 1 mL of each overnight culture (18 h) was centrifuged at
8000 rpm/10 min and the supernatant was discarded. Next, 50 puL of each bacterial
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pellet was inoculated in 450 pL of MRS (pHS + bile salts (0.5%). The survival of lactobacilli
strains was assessed by counting plate agar media at 4 h at 37 °C. This incubation was
chosen based on the time required for digestion in the small intestine with bile salts [19].
The survival rate was calculated using the previous Formula (1).

Strain survival rate for digestive enzymes was assessed as described by Ouwe-
hand et al. [21]. To do so, 50 puL of each strain suspension were inoculated into 450 pL
of pancreatic amylase (Sigma, Aldrich, Neustadt, Germany) solution freshly prepared
(0.1 mg/mL in PBS, pH 6.9) on one hand, and into 450 pL of trypsin (Alfa Aesar, by Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) solution freshly prepared (0.1 mg/mL in PBS,
pH 7.6). Viable cells were determined with the MRS agar plate count method after 5 h expo-
sure to enzymes at 37 °C. The survival rate was calculated using the previous Formula (1).

2.5. Determination of Biological Activities of the Strains
2.5.1. Antimicrobial Activity

Antimicrobial activity of LABs strains against some relevant human pathogens includ-
ing Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 33862, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231, and Aspergillus niger
ATCC 106404 was determined as described by Chaalel et al. [22]. Overnight cultures strains
in MRS broth medium at 37 °C were centrifuged for 10 min at 14,000x g. Next, 50 pL of
filtered (0.2 um filter) and neutralized supernatant were put in 5 mm diameter wells on
MRS agar plate pre-inoculated with the indicators of pathogen bacteria. The agar plates
were incubated at 37 °C overnight for all pathogenic bacteria tested, and for 48 to 72 h
for the fungi Candida albicans ATCC 10231 and Aspergillus niger ATCC 106404. The clear
zone formation indicates the positive antimicrobial activity of the supernatant metabolites
against the pathogens [22].

2.5.2. Antioxidant Activity

DPPH radical scavenging activity of LAB strains was determined according to the
original method of Blois et al. [23]. Utilizing this method, 1 mL of each 18 h bacterial
young culture was mixed with 1 mL of 0.004% (P/V) DPPH methanolic solution and left
for 30 min in the dark at room temperature. Thereafter, each mixture was centrifuged
at 3000 rpm for 10 min and the absorbance of the supernatant was measured at 517 nm
against distilled water (negative control) in comparison to ascorbic acid (Sigma, Aldrich) as
standard (positive control). The percentage inhibition (I%) of DPPH radical scavenging
activity was calculated according to the following formula:

I (0/0) = [(Acontrol - Aassay)/Acontrol)] x 100 (2)

2.6. Statistical Analysis

The data obtained were analyzed using IBM SPSS statistics, version 26.0. Data were
reported as mean + SD. The level of statistical significance was set at p < 0.05 for the two-
sided tests. The unidirectional ANOVA followed by the Tukey test was used to compare the
results of survival of the different strains to the in vitro simulated gastrointestinal conditions
and the antioxidant activity. The multidirectional MANOVA, followed by the Tukey test,
was used to compare the results of the antimicrobial activity of the different strains obtained
in the strain growth zone inhibition test with those of the reference antimicrobials.

3. Results

3.1. Analysis of a Total of Nine Selected LAB Isolates Reveals Eight Putative Strains
Lactiplantibacillus plantarum and One Putative Strain Lacticaseibacillus rhamnosus,
as Confirmed by Molecular (PCR-16) and Proteomic (MALDI-TOF) Identification

Phenotypic characterization of a total of nine obtained isolates revealed that all the
cow’s milk isolated strains were gram-positive and catalase negative. However, to as-
sign reliable profiles to the selected isolates, molecular identification remains essential
and obligatory.
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The 165 rRNA gene sequences of strains LbN1, LbN5, LbN9, LbN10, LbN11, LbN12,
LbN13, LbN14, and LbN15 were submitted to NCBI Genbank database under the following
number: OM976615, OM976616, OM976617, ON008307, ON008308, ON008309, ON008310,
OM976618, and ON008311, respectively. All strains selected by PCR16s revealed the
presence of bands from the DNA amplification as shown by the electrophoresis gel profile
in Figure 1. The expected Amplicon length is about 434 bp fragment of the hypervariable
V6-V8 region [24]. The crude sequences obtained from Eurofins Genomic sequencing were
blasted using the BLAST database program of NCBI (http://blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.
cgi, accessed on 3 March 2022). The FASTA sequences were compared with the sequences
deposited in GenBank for the identification of strains. Similarity scores (%) are presented
in Table 1. The BLAST of Crude Sequences of the rRNA16S gene obtained by the universal
P3:Bact968-GC-f sense primers and antisense primer P4: Bact1401-r, allowed the selection
of 9 isolates belonging to the 2 genera Lactiplantibacillus sp. and Lacticaseibacillus sp. with
100 and 99.75% similarity, respectively, according to the Genbank data.

Leader LbN1LbN5 LbN9 LbN10 LbN11 LbN12 LbN13 LbN14 LbN15 NC

| S Y Y Y S S |

500bp__,
400bp—
300 bp—s

o 434 bp

Figure 1. A 1% Agarose gel electrophoresis made with TBE 1X solution (TBE 1X = 10 mL of distilled
water make up to 1L de TBE 10X) of PCR rRNA 16S using the universal primers P3:Bact968-GC-f
and P4: Bact1401-r, related to hypervariable regions V6-V8 region with fragment length 434 bp.
Leader; NC: Negative control; LbN1, LbN5, LbN9, LbN10, LbN11, LbN12, LbN13, LbN14, and
LbN15: Isolates.

Table 1. Similarity scores (%) of identification results by 16S rRNA of lactic acid bacteria isolates.

Isolates Code Species Identification Similarity Scores (%)
LbN1 Lacticaseibacillus rhamnosus 99.75
LbN5 Lacticaseibacillus plantarum 100
LbN9 Lacticaseibacillus plantarum 100
LbN10 Lacticaseibacillus plantarum 100
LbN11 Lacticaseibacillus plantarum 100
LbN12 Lacticaseibacillus plantarum 99.75
LbN13 Lacticaseibacillus plantarum 100
LbN14 Lacticaseibacillus plantarum 100
LbN15 Lacticaseibacillus plantarum 100

The Dendrogram reported in Figure 2 results from the alignment of the 16s rRNA se-
quences of the nine lactobacilli isolates and the sequences of the type strains retrieved from
the NCBI database (L. plantarum, L. argentoratensis, L. paraplantarum, L. casei, L. rhamnosus,
L. pentosus, L. paracaseisubsptolerans, L. herbarum). Analysis of phylogenetic distances
grouped together eight isolates (LbN5, LbN9, LbN10, LbN11, LbN12, LbN13, LbN14,
LbN15) in Lactiplantibacillus plantarum and one isolate (LbN1) in Lacticaseibacillus rhamnosus.
The LbNT1 strain has been grouped around the following standard strains: Lacticaseibacillus
rhamnosus NBRC 3425, Lacticaseibacilluscasei ATCC 393, Lacticaseibacillusparacasei subsp.
paracasei JCM 8130, and Lacticaseibacillusparacaseisubsptolerans NBRC 15906. The LbN12
strain has been identified in the group of the following standard strains: Lactiplantibacil-
lusherbarum TCFE 032-E4, Lactiplantibacillusparapalantarum DSM 10667, Lactiplantibacillus
plantarum Subsp. argentoratensis DK022, and Lactiplantibacilluspentosus ATCC 8041.
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33 ' Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906
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0020

Figure 2. Dendrogram based on the 165 rRNA gene sequences, showing the relationships within
the lactobacillus isolates and their positions with representatives of some other related taxa
from the NCBI database (Lacticaseibacillus rhamnosus NBRC 3425, Lacticaseibacillus casei ATCC 393,
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei CM 8130, Lacticaseibacillus paracasei subsp tolerans
NBRC 15906, Lactiplantibacillus herbarum TCFE 032-E4, Lactiplantibacillus parapalantarum DSM 10667,
Lactiplantibacillus plantarum subsp. Argentoratensis DK 022, and Lactiplantibacillus pentosus strain ATCC
8041). The sequences were aligned using the neighbor-joining method with Jukes-Cantor correction.
Bootstrap values are shown on the nodes.

MALDI-TOF MS analysis concerned eight isolates (LbN5, LbN9, LbN10, LbN11,
LbN12, LbN13, LbN14, and LbN15). The use of the MALDI-TOF/MS mass spectrometry
method was necessary to support the molecular identity of isolates for which 165 rRNA
identification was inconclusive. The identification list proposed by MALDI BioTyper 3.0
software (Bruker Daltonics) identified the strains as L. plantarum with the following scores
values of identification: 2.302, 2.191, 2.050, 2.067, 2.205, 2.307 for strains LbN9, LbN10,
LbN11, LbN12, LbN13, and LbN14, respectively; while scores values for the LbN5 and
LbN15 strains were 1.924 and 1.868, respectively. This result indicates good reliability and
a high probability of identification according to the criteria proposed by the constructor:
a log (score) below 1.69 did not allow reliable identification; a log (score) between 1.70
and 1.99, allowed a probable identification of the genus with a low level of confidence; a
log(score) between 2.00 and 2.29 indicates secure gender identification; and a log (score)
between 2.30 and 3 indicates high probable species identification with high confidence.

3.2. The Isolated Strains Have Shown an Interesting Probiotic Profile
3.2.1. Gastric Fluid and Bile Salts Tolerance

Strain survival rate to simulated digestive conditions, estimated by the mean cell
viability, represents the tolerance of the different strains to gastric fluid (pepsin 1.33%; pH 2)
and to bile salts (0.5%), respectively. The result is shown in Figure 3. The 2-factor ANOVA
test showed a very high significant difference (p < 0.001) between the nine strains with
respect to tolerance to the digestive conditions studied. The viability of the strains was
higher in the bile salts with survival rates varying between 94.84% and 107.17% throughout
the 240 min of the incubation. In contrast, the strain’s viability rate with respect to gastric
fluid was slightly lower and ranged from 80.37% to 101.27% after the same incubation time.
According to the results of Tukey’s tests, the strains’ viability-rate averages recorded after
240 min of exposure to gastric fluid and bile salts conditions are classified into homogeneous
groups according to Tukey’s significant difference (p < 0.05). The two strains LbN1 and
LbN14 were significantly the most tolerant to bile salts with viability rates of 107.17%
and 105.17%, respectively. LbN14 was also the most tolerant strain to gastric fluid with a
viability rate of 101.27%; on the other hand, LbN1 was less tolerant with a viability rate
of 81.35%. There is no significant difference between the two strains LbN11 and LbN9
in the two tolerance tests. The strains LbN10, LbN11, LbN12, and LbN9 form a group of
medium bile salt tolerance compared to the other strains. In contrast, regarding gastric
fluid tolerance, the medium tolerance group is represented by LbN9, LbN11, LbN13, and
LbNT15 strains.
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Figure 3. Strain viability rate to gastric fluid and bile salts at 240 min: (a) gastric fluid (pepsin 1.33%);
(b) bile salts 0.5%. (ANOVA, p < 0.001). a,b,c,d,e: homogeneous groups.

Strain tolerance to digestive enzymes, such as trypsin and pancreatic amylase, was
used to evaluate their survival. The results obtained are presented in Figure 4. Tukey’s
test (p < 0.05) classified the strains into four homogeneous groups with respect to enzyme
tolerance. All the strains studied showed good viability greater than 90% after 5 h of
exposure. There was no significant difference between the LbN1, LbN14, and LbN15
strains, which formed the best trypsin-tolerant group with viability rates of 96, 97.94, and
96.14%, respectively. These same strains also formed the best pancreatic amylase tolerant
group with viability rates of 105.07, 99.74, and 99.47% for LbN1, LbN14, and LbN15,
respectively. Therefore, these results suggest that the strains can survive in the human
gut environment.

Survival rate (%)

LoNT  LbNM2  LONI3 W14 LON1S  LbW LONS (N9 LBNIO L1 LbN12  LBNI3  LBNI4  LBN1S  LbWS
Strains Strains

(a) (b)

Figure 4. Viability rate of strains to intestinal fluid: (a) pancreatic amylase; (b) Trypsin. (ANOVA,
p <0.001). a,b,c,d: homogeneous groups.

3.2.2. Antioxidant Activity

The antioxidant activity of L. plantarum strains was determined by the DPPH radical
scavenging test. The ANOVA results show a very highly significant difference (p < 0.001)
between the nine strains with respect to the inhibition of DPPH radical (Figure 5). The
Tukey post hoc test was used to classify the strains into homogeneous groups according
to their antiradical activity. There was no significant difference between the recorded free
radical inhibition percentages of the seven strains LbN15, LbN5, LbN11, LbNO01, LbN9,
LbN14, and LbN10; ranging from 62.8% to 92.15%. The weakest antiradical activities were
recorded by LbN13 (54.96%) and LbN12 (54.35%), which were not significantly different.
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Figure 5. Antioxidant activity of strains of L. plantarum estimated by DPPH radical scavenging
activity (ANOVA, p < 0.001). a,b: homogeneous groups.

3.2.3. Antimicrobial Activity

The results of the disk diffusion test to determine the diameters of the zones of
inhibition of the antimicrobial activity of the strains of L. plantarum are reported in Table 2.
The results of the MANOVA test reveal a significant difference between the different strains
with regard to the inhibition of the growth of the different pathogens tested.

Table 2. Antimicrobial activities of isolated LAB strains against six food-borne pathogenic
microorganisms.
Pathogens/Inhibition Zone (mm)
Isolated LAB - -
Strains B. subtilis P. aeruginosa E. coli S.aureus C. albicans A. niger
ATCC 6633 ATCC 27853 ATCC 25922 ATCC 33862 ATCC 10231 ATCC 106404
LbN1 13.10 = 0.36 2P 14.20 £ 0.72° 12.50 £ 0.52P 12.03 + 0.15 b< 14.67 + 0.58 ¢4 6.83 + 0.76 bede
LbN5 12.07+ 0.11 be 14.17+0.28® 11.97 + 0.95 2P 13.50 £ 0.50 2P 17.00 + 1.00 2P 8.73 + 0.46 2P
LbN9 13.83 4 0.28 2P 14.40 £1.21° 13.80 4 0.38 @ 13.40 4 0.52 2P 14.17 £ 0.28 4 9.00 +0.50 2
LbN10 14.57 +£0.402 15.03 +0.55 2P 13.10 + 0.56 2P 12.23 +£1.15° 15.77 4 0.49 be 8.07 4 1.10 bed
LbN11 14.67 £ 0.57 2 14.80 4+ 0.26 © 12.10 4 0.26 &P 12.97 + 0.45 2P 15.60 + 0.60 bed 490 +0.36°¢
LbN12 14.50 +0.50 @ 14.33 £ 1.15° 11.37 £0.78° 12.63 +0.32 2P 14.60 + 0.52 ¢4 8.33 + 0.58 2b<
LbN13 11.58 £0.95¢ 16.17 £ 0.76 &P 12.40 4 0.52 2P 10.27 £ 0.64 ¢ 16.83 4 0.28 2P 7.13 4 0.32 2bed
LbN14 14.49 £1.32° 15.77 £ 0.93 &b 12.80 4 0.72 2P 14.27 £1.102 17.47 £ 0.45 2 6.23 £1.129¢
LbN15 14.47 £ 0.55 2 17.33 +£1.15° 12.83 4 1.60 2P 13.80 4 0.20 2P 14.87 4 0.41 °d 6.43 4 0.51 ©de
™ :1\%1\‘}2 ’;est) 0.000 0.003 0.04 0.000 0.000 0.000

* Each value represents the mean & S.D. Statistical analysis was performed using the MANOVA test followed by
Tukey’s test.

The Tukey test was undertaken to better appreciate the comparison between the
effectiveness of the strains studied. The minimal and maximal inhibition zone diame-
ters recorded in this work are 4.9 and 17.47 mm, respectively. The nine strains showed
a large inhibition zone diameter against the pathogenic bacteria tested, except against
Aspergillus niger ATCC 106404 whose best zone of inhibition is 9 mm (LbN9). Most strains
exhibited the same effect on Bacillus subtilis ATCC 6633, with inhibition zone diameters
ranging from 13.10 to 14.67 mm, except those of LbN5 and LbN13, whose inhibition
zones diameters were 12.07 mm and 11.58 mm, respectively. The L. plantarum strains
were classified into three homogeneous groups with respect to the growth inhibition of
Staphylococcus aureus ATCC 33862. The largest inhibition zone diameter (14.27 mm) was
obtained with LbN14. The strains had an antibacterial effect on both gram-negative and
-positive bacteria, but the effect of these strains on Escherichia coli ATCC 25922 was less
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than that exerted by the different strains on Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 with a
maximum inhibition zone diameter of 17.33 mm obtained with LBN15. The largest inhibi-
tion zone diameter (17.47 mm) was recorded against Candida albicans ATCC10231 with the
LbN14 strain.

4. Discussion

Raw milk (from cows, goats, buffalos, sheep, camels, and donkeys), as well as human
breast milk, are sources of heterogeneous lactic flora, commonly used to isolate new LAB
strains with important probiotic potential, which aroused the interest of several research
teams around the world [1,25-27]. LABs have a GRAS (Generally Recognized As Safe)
status and many probiotic properties, giving them a multitude of opportunities to be used
in the food industry [28]. Therefore, the present study seeks to isolate new LAB strains
from Algerian cow’s milk in order to select those with probiotic properties of interest.

There were nine selected isolates of gram-positive, catalase-negative, and heterofer-
mentative. The 16s rDNA and MALDI-TOF MS showed that these isolates belong to
lactobacilli genera, namely Lacticaseibacillus rhamnosus "LbN1”, Lactiplantibacillus plantarum
“LbN5, LbN9, LbN10, LBN11, LbN14, and LbN15” and Lactiplantibacillus plantarum subsp.
Argentoratensis "LbN12”. Moreover, there was a species diversity for some isolates that
were related to several different species of the same genus and the same percentage. The
isolates LbN5, LbN9, LbN10, LbN11, LbN13, LbN14, and LbN15 were 100% identified as
Lactiplantibacillus plantarum with the same homology rate as that of the following species:
L. pentosus, L. herbarum, L. paraplantrum, L. fabifermentans, and L. argentoratensis. The iso-
late LbN12 has shown 99.75% similarity to Lacticaseibacillus plantarum, and L. pentosus,
L. herbarum, L. paraplantrum, L. fabifermentans, and L. argentoratensis, respectively; while the
LnB1 isolate similarity to Lacticaseibacillus rhamnosus, L. casei, L. paracasei, and L. paracasei
subsp tolerans was about 99.75%. The LbN1 strain belongs to Lacticaseibacillus rhamnosus
according to the recent Lactobacillus taxonomy changes [29]. This classification creates a
new opportunity for scientific discovery and reveals that the genus Lactobacillus includes
261 species (as of March 2020) that are extremely diverse at the phenotypic, ecological,
and genotypic levels. It also proposed the reclassifying of the Lactobacillus genus into
25 genera in the Lactobacillus genus, signed under group name Lactobacillus delbrueckii,
Paralactobacillus and 23 new genera represented with the names Holzapfelia, Amylolactobacil-
lus, Bombilactobacillus, Companiolactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobavillus, Schleiferilac-
tobacillus, Loigolactobacillus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus,
Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Limosilactobacillus,
Fructilactobacillus, Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus and
Lentilactobacillus [29].

The proteomic results obtained by the MALDI-TOF spectrometry technique were
coherent with rRNA 16S identification. Both methods lead to the same result with respect
to Lactobacillus plantarum versus Lactiplantibacillus plantarum. This consistency between the
two methods cited was also observed by many other authors who have underlined the
MALDI-TOF performance confirming the results of identification of Lactobacillus strains
by genotyping methods [1,13].

To evaluate the probiotic potential of lactobacilli strains, some criteria were investi-
gated in this work. All strains exhibited good tolerance to the in vitro tests of simulated
host gastrointestinal conditions and good resistance against digestive enzymes. Several
studies have recorded good viability of LABs, especially L. plantarum under different
conditions of the gastrointestinal tract. Indeed, Iorizzo et al. [8] showed a high survival
rate for 10 strains of L. plantarum in the presence of 0.3% of bile salts in an acidic medium
(pH 2.5). Fidanza et al. [30] reported that the tolerance of L. plantarum species to extreme
conditions of the gastrointestinal tract is explained by the use of several mechanisms, such
as the rapid recycling of damaged proteins and the expression of phosphofructokinase
(pfk) and pyruvate kinase (pyk) for carbohydrate metabolism. These mechanisms play an
important role in maintaining intracellular pH for the cellular capacity for homeostasis and
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promote resistance to stress from environmental factors. Moreover, strains with probiotic
potential must exhibit bile salt tolerance, such as the expression of bile salt hydrolase (BSH),
which catalyzes the deconjugation of glycine and taurine residues from cholesterol [31] and
has been definitively linked to the tolerance of a number of Lactobacilli species exposed
to bile salts [30]. Additionally, the amount of probiotics surviving in transit through the
human gut depends on the strain, ingested dose, host-related stressors (acidity, bile salts,
etc.), and food carrier [32]. Additionally, Chen et al. [33] revealed for the first time that
five new bile salt tolerance-related genes involved in the phosphotransferase system, the
two-component system, the carbohydrate metabolic pathway, and malate dehydrogenase
can be used as a biomarker to screen for bile-salt-resistant lactobacilli [33].

All the strains showed an important antioxidant activity with the highest DPPH
scavenging activity (92.15%) being obtained with the LbN(Q9 strain. These results are in
agreement with those of Diiz et al. [34] who reported that the highest antioxidant activity ex-
hibited by L. plantarum IH14L was 90.34%, while the lowest percentage (58.38) was recorded
with the GHSL strain. In the work of Won et al. [35], the highest DPPH radical scavenging
activity was recorded for Lactiplantibacillus plantarum (60%) and Lacticaseibacillus paracasei
(75.80%). The antioxidant activity can be explained by the production of cell surface com-
pounds such as strain-produced extracellular polysaccharides and lipoteichoic acid and
the existence of enzymes, such as NADH-oxidase, SOD, NADH peroxide and non-heme
manganese catalases in LAB bacteria [34,36].

The antimicrobial or antagonistic activity is an important criterion for the selection of
probiotics. The production of antimicrobial compounds like bacteriocins, competitive exclu-
sion of pathogens, strengthening the intestinal barrier against pathogens, and boosting the
host’s immune system to fight off pathogens are all crucial properties of significance [37].
All bacteria exhibit an antibacterial activity strain with inhibition zone diameters ranging
from 4.9 mm against Aspergillus niger ATCC 106404 to 17.47 mm against Candida albi-
cans ATCC 1023. These results are similar to those of Jiang et al. [4] who showed that
L. plantarum WLPL04 had broad-spectrum activity against gram-positive strains including
Staphylococcus aureus CMCC26003 and gram-negative strains such as Pseudomonas aerug-
inosa MCC10104. Neutralization of the supernatant permits the elimination of the or-
ganic acids effect and indicates the possible existence of other inhibitory agents produced
by the lactobacilli tested, which may be hydrogen peroxide, diacetyl, or bacteriocins.
Chaalel et al. [22] reported that a Lactobacillus plantarum LbM2a strain, isolated from the
feces of one-week-old newborns, produced a plantaricin substance that allowed the inhibi-
tion of 18 of the 22 indicator strains, including Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and
Bacillus cereus.

5. Conclusions

A total of nine strains of lactobacilli were isolated from raw cow’s milk collected in
North-West of Algeria. The combination of genotypic and biomolecular analyses revealed
the presence of three different species of lactobacilli bacteria, namely Lacticaseibacillus rham-
nosus (LbN1), Lactiplantibacillus plantarum (LbN5, LbN9, LbN10, LBN11, LbN14, LbN15)
and Lactiplantibacillus plantarum subsp. Argentoratensis (LbN12). The convergence of these
two results confirms the reliability of the MALDI-TOF MS as a method of identification.
Isolated strains exhibit an appreciable resistance to the host simulated gastric acidity and
intestinal conditions (i.e., bile salts and digestive enzymes), and they have relevant antioxi-
dant and antimicrobial activities. The results of this experiment are conclusive regarding
the identity of the strains and the in vitro tests of candidacy for probiotic status undergone
by the isolated strains. Such properties are in favor of further investigations to strengthen
the probiotic status of these strains in order to be used in the food industry.
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	Par ailleurs, la plupart des souches ont présenté le même effet vis-à-vis de Bacillus subtilis ATCC 6633, pour lequel les diamètres des zones d'inhibition les plus élevés varient de 13.10mm et 14.67mm pour les souches LbN9, LbN10, LbN11, LbN12, LbN14...
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	L'activité inhibitrice peut inclure un certain nombre de substances pouvant provoquer une rupture de la membrane, une interférence du gradient H+ ou une inhibition enzymatique. De plus, l'action antimicrobienne des LAB est souvent due à une interacti...
	La neutralisation du surnageant écarte l'effet des acides organiques et met en évidence l’effet inhibiteur de la croissance exercé par d’autres substances synthétisées par les lactobacilles (peroxyde d'hydrogène, du diacétyle ou bactériocines). En ef...
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	Figure 31 :  Activité antioxydante des souches de L. plantarum estimée par l'activité de piégeage du radical libre DPPH (ANOVA, p < 0.001). a, b, c, d, e : groupes homogènes
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	Milieux de cultures :
	Bouillon MRS (De Man et al., 1960):
	Extrait de viande       8,00g
	Extrait de levure   4,00g
	Peptone    10,00g
	Glucose     20, 0 g
	Acétate de sodium tri hydraté    5, 0 g
	Citrate d'ammonium    2, 0 g
	Tween 80    1, 0 ml
	Hydrogénophosphate de potassium    2, 0 g
	Sulfate de magnésium heptahydraté    0, 2 g
	Sulfate de manganèse tétra hydraté   0, 05 g
	Eau distillée (qsp)    1000ml
	pH = 6, 5±0,3
	Remarque : Pour la gélose ajouter Agar-agar 10, 0 g
	La stérilisation à l'autoclave : 120 C pendant 20min
	Le milieu de conservation : MRS additionné de 1,5% (v/v) de Glycérol
	Tampon PBS:
	Sodium chloride        8.0g
	Potassium chloride       0.2g
	Di-sodium hydrogène phosphate     1.15g
	Potassium dihydrogène phosphate     0.2g
	pH 7.3 ± 0.2 à 25 C.
	Milieu protéolytique
	Agar-agar        1,5g
	Eau distillée (qsp)       100ml
	Lait écrémé U.H.T. candia silhouette    3,00ml
	La stérilisation à l'autoclave : 100 C pendant 12min
	Milieu Lait écrémé reconstitué 20% (P/V)
	Poudre de lait écrémé       200g
	Eau distillé (qsp)       1000ml
	La stérilisation à l'autoclave : 100 C pendant 12min (1)
	Bouillon hypersalé (4,0; 6,5 et 9,5% de NaCl) (Larpent et Larpen, 1997)
	Glucose         5,0g
	Extrait de Viande       5,0g
	Peptone         15,0g
	NaCl         40,0g; 65g; 95g
	Eau distillée (qsp)       1000,0 ml
	pH 7,5.
	La stérilisation à l'autoclave : 120 C pendant 15min
	Milieu Moeller (ADH):
	Extrait de levure       3,0 g
	L-arginine (monochlorhydrate)     5,0 g
	Glucose         1,0 g
	Bromocrésol pourpre.       0, 16 mg
	Éthanol        1,0 mL
	Chlorure de sodium.      5,0 g
	pH = 6, 8
	Ce milieu est présenté en petits tubes fins ce qui facilite l'anaérobiose.
	Gélose au sang: Milieu prêt à l'emploi déshydraté
	Peptone     15,0g
	Digestat de Foie    2,5g
	Extrait de levure    5g
	Chlorure de sodium    5,0g
	Agar-agar    12,0g
	pH 7,2±  0,2
	La stérilisation à l'autoclave : 120 C pendant 15min (1)
	Remarque : pour la gélose au sang frais, à 100,0ml de base stérile refroidi à 45 C, s’ajoute 5,0-10,0% de sang de cheval ou de mouton
	Milieu Clark et Lubs :
	Tryptone     2,0 g
	Peptone     5,0g
	K2HPO4     5,0g
	Glucose    5,0g
	Eau distillée (qsp)       1000,0 ml (1)
	pH 7.
	La stérilisation à l'autoclave : 120 C pendant 15min (2)
	Milieu hypersacharosé (MSE):
	Pour 1 litre de milieu :
	Tryptone    10,0 g
	Gélatine    2,5 g
	Extrait autolytique de levure.    5,0 g
	Saccharose.   100,0 g
	Glucose     5,0 g
	Citrate de sodium    1,0 g
	Azide de sodium   75,0 mg
	Agar agar bactériologique   15,0 g
	pH du milieu prêt-à-l ‘emploi à 25 C : 6,9 ± 0,2.
	Gélose Columbia : Milieu prêt à l'emploi déshydraté:
	Mélange spécial de peptone      23,0g
	Amidon         1,0g
	Chlorure de sodium (NaCl)      5,0g
	Eau distillée (qsp)       1000,0 ml (2)
	pH 7,3
	La stérilisation à l'autoclave : 120 C pendant 15min (3)
	Gélose McKonkey prête à l’emploie :
	Peptone (Digestion pancréatique de gélatine)   17,0g
	Rouge neutre       0,03 g
	Protéose peptone (viande et caséine)    3,0g
	Violet de cristal       1,0 mg
	Lactose monohydraté      10,0g
	Gélose        13.5 g
	Sels biliaires       1.5g
	Eau distillée       1000ml
	Chlorure de sodium      5,0 g
	pH Final 7.1 ± 0.2
	La stérilisation à l'autoclave : 120 C pendant 15min (4)
	Gélose Bile esculine (BEA):
	Extrait de bœuf   11,0g
	Digestion enzymatique de gélatine   34,5 g/L
	Esculine    1,0g
	Sulfate de manganèse   0.05g
	Bile de bœuf   2,0g
	Citrate d'ammonium ferrique   0,5 g/L
	Agar-agar    15,0 g/L
	Gélose Viande -Foie :
	Peptone viande-foie       30,0g
	Sulfite de sodium       2,5g
	Glucose         2,0g
	Citrate ferrique ammoniacal      0,5g
	Amidon soluble        2,0g
	Agar         11,0g
	pH final à 25 C : 7,6 (0,2
	Milieu Mueller Hinton
	Extrait de Viande       2,0g
	Hydrolysat acide de caséine     17,5g
	Amidon         1,5g
	Agar- agar        17,0g
	pH 7,3.
	La stérilisation à l'autoclave : 120 C pendant 15min (5)
	Annexe 2:
	Liste des séquences des gènes ADNr16S des isolats
	>Nacima_LbN1
	GCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGT...
	>Nacima_LbN5
	TGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGG...
	>Nacima_LbN9
	GATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAG...
	>Nacima_LbN10
	AATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAG...
	>Nacima_LbN11
	GAATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAA...
	>Nacima_LbN12
	ATGCTGATCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGG...
	>Nacima_LbN13
	ATGGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAG...
	>Nacima_LbN14
	ACTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAG...
	>Nacima_LbN15
	AATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAG... (1)
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