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Reésumé

Les probiotiques sont des microorganismes d’origine variée, capables d’ impacter positivement
la flore intestinale. Le potentiel probiotique des souches microbiennes isolées de matrices
biologiques en provenance du Maroc a été étudié sur base de quelques critéres. Ceux-ci
incluent, la résistance aux antibiotiques, la capacité a adhérer aux solvants, la capacité a
produire des substances antimicrobiennes et la capacité a coloniser le tractus gastro-intestinal.
L’emploi de techniques moléculaires (ADN 16S) et analytiques (MALDI-ToF-MS), ont permis
d’identifier plusieurs microorganismes.

Les propriétés probiotiques de cinq d’entre eux (Lactobacillus plantarum issu du levain,
Leuconostoc pseudomesenteroides et Leuconostoc mesenteroides isolés du fromage frais de
chévre, Enterococcus durans et Lactobacillus casei isolés du lait fermenté) ont été caractérisés
notamment, leur croissance dans un bouillon MRS, leur viabilité aux pH de 2,5 et 6,5 en
presence de sels biliaires (1%), leur hydrophobicité de surface, leur capacité d’autoagrégation,
leur profil de décomposition thermogravimétrique et leur capacité a exprimer une activité
antagoniste a I’égard de certains pathogenes. Les résultats des tests d’antagonisme ont montré
que les souches de Lactobacillus plantarum et Leuconostoc mesenteroides isolées inhibent la
croissance des pathogénes Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis et Escherichia coli
alors que les souches de Enterococcus durans et Lactobacillus casei sont efficaces contre B.
cereus et E. coli. Les résultats de I’antibiogramme se sont montrés satisfaisants en termes de
sensibilité pour la majorité des souches sauf Enterococcus durans qui a présenté une résistance
vis-a-vis de chacun des antibiotiques testés. Cette souche est cependant, la seul a croitre a pH
2,5 en présence de 1% de sels biliaires, ce qui lui confere I’aptitude a survivre dans les
conditions gastro-intestinales. La capacité des souches a produire des substances émulsifiantes,
a été étudiée a travers la détermination de I’indice d’émulsion (exprimé en pourcentage) des
surnageants de culture mélangés avec du toluéne. Les résultats ont montré que le surnageant
de culture de Leuconostoc pseudomesenteroides présente la meilleure capacité a former une
émulsion (81,72%). Cependant, I’émulsion la plus stable a été obtenue avec le surnageant de
Leuconostoc mesenteroides qui passe seulement de 8,7% a Oh a 8,6% apres 24h. Globalement
I’ensemble des bactéries utilisées ont une bonne capacité d’autoagrégation (plus de 90%). Les
propriétés d’hydrophobicité de surface exprimées en pourcentage représentent 1’aptitude des
cellules bactériennes étudiées a se développer sur un substrat non miscible. Ces pourcentages
varient d’une espéce a 1’autre et est de 36,82%, 28,18%, 39,23% et 26,72% respectivement
pour Lactobacillus plantarum, Leuconostoc pseudomesenteroides, Enterococcus durans et
Lactobacillus casei. Ces deux derniers parametres, sont les principales propriétés de surface
évaluées dans cette étude. Toutes ces observations montrent clairement que les matrices
analysees renferment bien évidemment de potentiels candidats probiotiques.

Mots clés : probiotique, bactéries lactiques, adhésion, antagonisme, MALDI-ToF MS, ADN
16S



Abstract

Probiotics are microorganisms of varied origin, capable of positively impacting intestinal flora.
The probiotic potential of microbial strains isolated from biological matrices from Morocco
was studied based on several criteria. This included antibiotic resistance, ability to adhere to
solvents, ability to produce antimicrobial substances and ability to colonize the gastrointestinal
tract. Molecular (16S DNA) and analytical (MALDI-ToF-MS) techniques have been used to
identify several microorganisms. The probiotic properties of five of them (Lactobacillus
plantarum from sourdough, Leuconostoc pseudomesenteroides and Leuconostoc
mesenteroides isolated from fresh goat's cheese, Enterococcus durans and Lactobacillus casei
isolated from fermented milk) were characterized including their growth in MRS broth, their
viability at pH 2.5 and 6.5 in the presence of bile salts (1%), their surface hydrophobicity, their
ability to autoaggregate, their thermogravimetric decomposition pattern and their ability to
express antagonistic activity towards certain pathogens. The results of antagonism tests showed
that isolated Lactobacillus plantarum and Leuconostoc mesenteroides strains inhibited the
growth of Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis and Escherichia coli pathogens, while
Enterococcus durans and Lactobacillus casei strains were effective against B. cereus and E.
coli. Antibiotic susceptibility results were satisfactory for most strains, except for Enterococcus
durans, which showed resistance to each of the antibiotics tested. This strain was, however, the
only one to grow at pH 2.5 in the presence of 1% bile salts, giving it the ability to survive in
gastrointestinal conditions. The ability of strains to produce emulsifying substances was
studied by determining the emulsion index (expressed as a percentage) of culture supernatants
mixed within toluene. The results showed that Leuconostoc pseudomesenteroides culture
supernatants had the highest emulsion-forming capacity (81.72%). However, the supernatant
of Leuconostoc mesenteroides showed the best emulsifying stability which only went from
8.7% at Oh to 8.6% after 24h. Overall, all the bacteria used have a good autoaggregation
capacity (over 90%). The surface hydrophobicity properties expressed as a percentage
represent the ability of the bacterial cells studied to grow on an immiscible substrate. These
percentages vary from species to species and are 36.82%, 28.18%, 39.23% and 26.72%
respectively for Lactobacillus plantarum, Leuconostoc pseudomesenteroides, Enterococcus
durans and Lactobacillus casei. These last two parameters were the main surface properties
evaluated in this study. All these observations clearly show that the matrices analyzed
obviously contain potential probiotic candidates.

Keywords: probiotic, lactic acid bacteria, adhesion, antagonism, MALDI-ToF MS, 16S DNA
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Introduction

Le monde moderne est confronté & de nombreux défis liés a la sécurité des aliments et a la
santél2, D’une part, satisfaire les besoins en alimentation saine et de qualité est devenu une
préoccupation mondiale® qui a conduit a une prise de conscience générale dans notre société,
en raison, par exemple, de la présence de résidus de produits chimiques nocifs (pesticides)
utilisés lors du traitement de certaines affections en agronomie. D’autres part, 1’utilisation
abusive et inappropriée d’antibiotiques en tant que facteur de croissance ou de prévention de
maladies chez les animaux d’élevage* est a I’origine de I’antibiorésistance chez certains
microorganismes pathogénes (E. coli, S. enteritidis, and S. aureus), ce qui rend les
antibiotiques moins efficaces et constitue une réelle menace pour notre santé et celle des
animaux>®®.

A T’heure actuelle, plusieurs recherches sont effectuées pour trouver des alternatives plus
naturelles et durables aux problémes liés aux résidus chimiques et a 1’antibiorésistance pour
notre alimentation et notre santé>’. Parmi les alternatives potentielles figurent ’utilisation de
probiotiques, des microorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés en quantité adéquate, ont
des effets bénéfiques et régulateurs du microbiote agissant sur la santé de I'note8. Les
probiotiques s’avérent bénéfiques, non seulement pour la santé humaine, mais aussi pour les
animaux, des plantes et de ’environnement®. En effet, les probiotiques peuvent pallier les
nombreuses perturbations gastro-intestinales dues au déséquilibre du microbiote intestinal,
notamment les diarrhées associées aux prises d’antibiotiques, les ulceres, les maladies
inflammatoires de I’intestin, le syndrome du colon irritable et d’autres causes plus graves
comme le cancer du cdlon®. L’origine de ces microorganismes bénéfiques était autrefois,
I’homme sain, le lait et les produits laitiers®?. Cette idée a beaucoup évolué avec la découverte
de nouvelles souches de probiotiques dans divers produits fermentés alimentaires ou non
alimentaires issus de plusieurs régions du monde!*!? dont le criblage et la sélection sont soumis
a des criteres de bases définis par l'organisation des nations unies pour l'alimentation et
I'agriculture (FAO) et lI'organisation mondiale de la santé (OMS). Il s’agit entre autres de la
tolérance au transit orogastro-intestinal, la production de substances antimicrobiennes, la
sensibilité aux antibiotiques, lI'adhérence a la muqueuse intestinale humaine et l'activité
immunomodulatrice souhaitée!®. Par ailleurs, la capacité des probiotiques a réduire les effets
négatifs di au stress thermique chez certains animaux et les effets des métaux lourds, en
particulier la contamination environnementale par le plomb dans les systémes d’¢levages, sont
de nouvelles approches dans ce domaine!413,

Comparativement aux aliments fermentés, une des sources de probiotiques, des pays
développés en Europe, en Asie et aux Etats-Unis, relativement trés peu d’études ont été menées
sur ceux des pays en voie de développement, et encore moins sur leurs propriétés et leurs effets
bénéfiques sur la santé et la nutrition. C’est dans cet ordre d’idée que s’inscrit ce travail de fin
d’étude de master Bioingénieur qui consiste a isoler et a identifier des souches de probiotiques
de matrices biologiques originaires d’Afrique pour des application animale. Cela passe par
I’atteinte de trois objectifs spécifiques, a savoir : (1) la sélection de produits sources,
I’isolement de souches sur des milieux spécifiques aux probiotiques et le stockage des isolats
a -80°C pour des utilisations ultérieures ;



(2) L’identification des souches a partir des isolats. A ce jour, des outils d’identification précis
de microorganismes existent!®. A coté des méthodes d’identification basées sur le séquencage
d’ADN employées depuis des décennies'”*8 figurent de nouvelles techniques par approche
protéomique automatisées impliquant la spectrométrie de masse!®?°, Ces deux méthodes
d’identification microbienne seront employées pour s’assurer de la fiabilité des résultats.

(3) la caractérisation des souches potentielles. Cette étape consiste a réaliser un éventail de tests
qui mettent en évidence les performances probiotiques des souches identifiées.



1  Synthése bibliographique

1.1 Historique et définition des probiotiques

Le concept des probiotiques est introduit pour la premiére fois par le Prix Nobel Russe, Elie
Metchnikoff qui avait estimé que la longévité de vie des personnes vivant dans la partie nord
de I’Europe flit liée a leur consommation de laits fermentés?3. Alors que les bienfaits des
bactéries étaient encore méconnus a son époque, Metchnikoff proposa le remplacement des
germes pathogeénes du tractus gastro-intestinal par des bactéries issues des produits laitiers
fermentés, dont le yaourt contenant les bacilles bulgares qui ont un effet positif sur la santé de
I’hote. 1l postula que les bactéries du yaourt ainsi que leurs métabolistes présentaient des biens
meilleurs propriétés que celles du kéfir ou le koumys?, d’ou la nécessité de sélectionner les
souches performantes des probiotiques, qui se faisait jadis principalement au travers de la
sélection de leurs matiéres d’origine®. C’est finalement en 2002 que la FAO (Food and
Agriculture Organization) et ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) ont défini
officiellement le terme « probiotiques » : « microorganismes vivant apportant des effets
bénéfiques sur la santé de I’hote lorsqu’ils sont administrés en quantité raisonnable®’ ».
Certains probiotiques sont ainsi utilisés pour leur role prophylactique et thérapeutique aussi
bien chez les étres humains que chez les animaux®. Ces effets sont également validés par de
nombreuses études cliniques lorsque les probiotiques sont ingérés en proportion raisonnable®.
Néanmoins il fut démontré que les probiotiques ne peuvent a eux seuls remplacer totalement
les antibiotiques dans le cas d’une infection!®. Les définitions concernant I’impact sur le
microbiote intestinal ou 1’amélioration des fonctions immunitaires a été supprimé afin de
prendre en compte les effets sur la santé et de permettre I'application du terme "probiotique”
avant que le mécanisme ne soit confirmé*?,

1.2 Classification des probiotiques

A quelques exceptions prés (levures), la majorité des microorganismes considérés comme
GRAS sont des bactéries et les espéces les plus abordées dans la littérature en tant que
probiotiques appartiennent aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium suivie des genres
Enterococcus et streptococcus. Aux bactéries de ces genres s’ajoutent certaines bactéries du
genre Bacillus ainsi que certaines levures (Tableau 1)'213. Cependant, seulement une partir de
ces microorganismes peuvent étre considéres comme probiotiques (Tableau 2).

Tableau 1: Liste des unités taxonomiques proposées par I’EFSA pour le statut de présomption
de sécurité mais également comme GRAS'

Especes

Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium longum
Bifidobacterium animalis Bifidobacterium breve

Corynebacterium glutamicum

Lactobacillus acidophilus Lactobacillus farciminis Lactobacillus paracasei




Lactobacillus amylolyticus
Lactobacillus amylovorus
Lactobacillus alimentarius
Lactobacillus aviaries
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus casei
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus delbrueckii

Lactococcus lactis
Leuconostoc citreum
Pediococcus acidilactici

Propionibacterium
freudenreichii
Streptococcus thermophilus

Bacillus

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus atrophaeus
Bacillus clausii

Bacillus coagulans
Bacillus fusiformis

Levures

Debaryomyces hansenii
Hansenispa uvarum
Kluyveromyces lactis

Pichia angusta,
Saccharomyces bayanus
Schizosaccharomyces pombe
Xanthophyllomyces
dendrorhous

Lactobacillus fermentum
Lactobacillus gallinarum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus hilgardi
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus kefiri
Lactobacillus mucosae
Lactobacillus panis

Leuconostoc lactis
Pediococcus dextrinicus

Bacillus lentus
Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium
Bacillus mojavensis

Kluyveromyces marxianus
Pichia anomala
Saccharomyces cerevisiae

Lactobacillus paraplantarum
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pontis
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus sakei
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus
sanfranciscensis
Lactobacillus zeae

Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus pentosaceus

Bacillus pumilus
Bacillus subtilis
Bacillus vallismortis
Geobacillus
stearothermophillus

Saccharomyces
(synonym of

Saccharomyces
carlsbergensis)

pastorianus

Tableau 2: Liste des microorganismes considérés comme des probiotiques *°

Lactobacillus
m
L. acidophilus

L. amylovorus B. animalis

Bifidobacteriu

B. adolescentis

Autresbactéries
lactiques
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Non productrices d’acide
lactique

Bacillus cereus var. toyoi
Escherichia coli nissle



L. casei B. bifidum Lactococcus lactis Propionibacterium
freudenreichii

L. crispatus B. breve Leuconstoc Saccharomyces cerevisiae
mesenteroides

L. delbrueckii B. infantis Pediococcus Saccharomyces boulardii
acidilactici

subsp. bulgaricu B. lactis Sporolactobacillus

S inulinus

L. gallinarum B. longum Streptococcusc
thermophilus

L. gasseri

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

1.2.1 Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont ubiquistes et sont omniprésentes dans différentes niches
écologiques incluant le lait, les produits laitiers, les végétaux, la viande, les muqueuses
humaines et animales et méme dans le sol, les engrais, et les eaux d’égout 1. Leur role dans la
préparation, la conservation et la transformation de nombreux aliments fermentés, permet de
les identifier sous le terme de QPS « Présomption de Sécurité Qualifiée» 1612, Ces bactéries
produisent de nombreuses substances antimicrobiennes comme les acides organiques, le
peroxyde d’hydrogéne et des bactériocines qui exercent une activité antagoniste vis-a-vis des
microorganismes pathogénes et d’altérations 1718, Les bactériocines ont suscité beaucoup
d’intérét dans la durée de conservation des aliments *° ainsi que dans le contrdle des maladies
infectieuses 1220, La taxonomie des bactéries lactiques a beaucoup évolué depuis la description
de I’espece Bacterium lactis (actuellement Lactococcus lactis). De nombreux réajustements
ont été faits ces derniéres décennies pour permettre de mieux identifier les souches présentant
des propriétés probiotiques et mettre en évidence celles qui se distinguent par des
caractéristiques intéressantes 2. La taxonomie décrite ici est basée sur un modele prenant en
compte les caractéristiques écologiques, phénotypiques, biochimiques et génétiques 2223,

Sur la base de leur morphologie, les bactéries lactiques sont regroupées en deux categories :
Les bacilles (Lactobacillus, Carnobacterium) et les coques (Lactococcus, Streptococcus).

Les caractéristiques biochimiques et physiologiques permettant de classifier les bactéries
lactiques consistent a la production de gaz a partir du glucose, la croissance a différentes
températures, la tolérance au NaCl, aux acides, a la bile, I’hydrolyse de I’arginine, a la
détermination du profil d’hydrolyse des sucres et a la configuration de ’acide lactique 4.

Ces méthodes se sont ensuite étendues jusqu’a I’étude de la composition de la paroi cellulaire
bactérienne incluant la nature des acides gras (volatiles ou non), tels que 1’acide lactobacillique
et les acides gras insaturés qui la composent 1925, Le développement des techniques de biologie
moléculaire ont permis d’intégrer de nouvelles méthodes d’identification d’espéces



bactériennes basées sur le séquengage de I’ARN 16s de génes codant des protéines, de protéines
ribosomales ou du génome entier 25, Généralement les bactéries lactiques sont des micro-
organismes a Gram positif, non sporulés, catalase négative a quelques exceptions pres, qui se
présentent sous forme de batonnets ou de coccobacilles. Ils sont fermentaires, micro aérophiles
et chimio-organotrophes ?’. lls appartiennent au phylum des Firmicutes, a la classe des Bacilli
et a I’ordre des Lactobacillales. L’ordre de Lactobacille regroupe six familles (Aerococcaceae,
Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leucoccaceae et Streptococcaceae)
formées de plusieurs genres dont 15 forment le groupe lactique : Lactococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Weissella, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, Vagococcus, Alloicoccus, Dolosigranulum,
Globicatella et Tetragenococcus (Figure 1). Parmi ces bactéries lactiques, les neuf premiers
genres sont utilisés dans 1’industrie agroalimentaire?®. Les relations phylogénétiques de ces
principales bactéries lactiques, basées sur la comparaison des séquences d’ARNr 16S, montrent
que Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus, Aerococcus, Tetragenococcus et
Lactosphaera sont parentés. Lactococcus et Streptococcus apparaissent comme relativement
apparentés, alors que Lactobacillus est phylogénétiqguement distinct (Figure 1). De nouveaux
genres, par  exemple Isobaclum, Ermococcus, Facklamia, Globicatella,
Helococcus,Ignavigranum, Apoqobacter,Abiotrophia,Alkalibacterium, Allofustis,
TrichococcusMarin ilactobacillus, Paralactobacillus, Oscillospira, ont également été décrits,
et montrent des liens physiologiques et phylogénétiques avec le groupe des bactéries lactiques
2930 Récemment, deux nouvelles espéces de Lactobacillus nasuensissp.nov et Lactococcus
fujiensissp.nov ont été isolées respectivement d’ensilage de sorgho et de feuilles de choux
chinois 3432,

Oenococcus

Streptococcus
Lactococcus
Leuconostoc
Enterococcus,
Melissococcus,

Weissel
s eissella

occus

Vagococcus
Carnobacterium

Lactosphaera Lactobacillus

Aerococcus

Alloiococcus

Dolosigranulum

Propionibacterium

Bifidobacterium
Figure 1 : Arbre phylogénétique consensus, basé sur la comparaison de séquence d’ARNr 168,
montrant les principaux groupes de bactéries lactiques, ayant un faible contenu mol% de G+C de
I’ADN ainsi que les bactéries Gram positives non reliées des genres Bifidobacterium et
Propionibacterium *°

1.2.2 Les bifidobactéries
Les bifidobactéries ont été isolées et visualisées pour la premiere fois a partir de féces de
nouveau-nés. Ces organismes en forme de batonnets, non producteurs de gaz et anaérobies ont



été nommés B. bifidus en raison de leur morphologie bifurquée. Ils sont généralement
anaérobies Gram positifs, non sporulés, immobiles et catalase négatifs, avec une voie
métabolique spéciale qui leur permet de produire de I'acide acétique en plus de I'acide lactique
dans un rapport molaire de 3:2. En raison de leur nature fastidieuse, ces bactéries sont souvent
difficiles a isoler et a cultiver en laboratoire. La taxonomie des bifidobactéries n'a cesse de
changer depuis leur premier isolement. Elles avaient été initialement assignées aux genres
Bacillus, Bacteroides, Nocardia, Lactobacillus et Corynebacterium, avant d'étre reconnues
comme des genres appartenant a la division des actinomycétes a I’aide de leur avec une teneur
en G+C supérieure a 50% molaire 3. Les bifidobactéries sont des souches importantes dans le
maintien de 1’équilibre intestinal de I’hdte. Un nombre élevé de bifidobactéries dans le tube
digestif réduirait le risque d'infection par des germes pathogénes. Elles sont fréquemment
utilisées dans les préparations alimentaires et pharmaceutiques et leur application dans
I'alimentation animale est en augmentation343,

1.2.3 Legenre Bacillus

La génétique et la physiologie du genre Bacillus sont telles que ce genre bactérien offre
d’énormes possibilités en tant que probiotiques utilisables aussi bien chez les humains que chez
les animaux36-3. Plusieurs études ont révélé la présence de spores de Bacillus dans le tractus
intestinal des animaux, ce qui signifie qu'elles sont capables de survivre dans un tel
environnement®40, Les caractéristiques essentielles des Bacillus spp. comprennent leur
capaciteé a survivre et a croitre dans I'intestin, a former des biofilms et a sécréter des substances
antimicrobiennes 4142, Ces bactéries peuvent étre incorporées dans les aliments au cours du
processus de granulation “3. Chez des porcs nourris avec des Bacillus spp. les spores
représentaient 72 % du total des comptes apres 4 a 6 heures dans I'estomac et la section
proximale de l'intestin gréle®. Au-dela de cette période, ce pourcentage décroit drastiquement
par rapport a la valeur initiale 4. Dans I'Union Européenne, l'utilisation de Bacillus spp. dans
I'alimentation animale est réglementée par I'Autorité européenne de sécurité des aliments®. Les
espéces Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens et Bacillus licheniformis ont recu un statut
« présumé sr », mais leur innocuité reste toujours a prouver*®4’. Plusieurs études concernant
les souches de Bacillus se sont intéressées a la biosynthése d’enzyme comme les xylanases, les
cellulases les amylases ou encore les protéases, largement utilisées dans 1’industrie et la vie
quotidienne. Grace a leur capacité de survie dans des conditions hostiles (pH extréme de
I’estomac par exemple) en se présentant sous forme sporulée contrairement aux Lactobaciles
et a leur capacité de produire des composés antimicrobiens, ces bactéries gram positif sont de
potentiels candidats probiotiques “. Ils ont un effet immunomodulateur sur les tissus
lymphoides via ’absorption des cellules M des plaques de Preyer?,

L’origine du genre Bacillus est bien connue en raison de son accumulation dans
I’environnement des produits comme les 1égumes avec lesquels ils vivent symbiose. Il n’est
présent dans I’intestin humain ou animal qu’a travers 1’alimentation. En revanche, des études
ont montré que les spores de Bacillus probiotique pouvaient se développer dans I’intestin afin
d’y exercer des effets bénéfiques 480, Cela s’observe chez les animaux dont le tractus gastro-
intestinal est tres souvent colonisé par des souches de Bacillus (Figure 2).



Arrivées dans 1’estomac, les cellules végétatives périssent tandis que les spores survivent
malgré les conditions extrémes de pH. Dans I’intestin, riche en nutriments, les spores vont
pouvoir se mettre sous forme végétative rapidement, compte tenu de la disponibilité de
nutriments. Elles vont ensuite se disséminer dans les tissus associés au tractus ou elles seront
reconnues comme soi par le systeme immunitaire. Les spores qui sont restées dans le lumen
intestinal vont suivre le transit jusque dans le colon. Les conditions physico-chimiques de
I’environnement devenant difficiles pour leur croissance, ces souches de Bacillus vont sporuler
a nouveau avant d’étre excrétées®?,

Intestin gréle

Riche en nutriments

Germination des spores &
dissémination dans les tissus associés
au tractus intestinal

Cdlon

Estomac Re-sporulation

Survie des spores % > (5)
Mort des cellules végétatives o .. ....
Consommation de
végétaux et de spores | Excrétion des spores
o 090 dans e sol
e L)

»

[ -
Interaction symbiotique avec
Spores les plantes
- 0% _*F

C)

v

Cellules végétatives

Figure 2 : Cycle de vie de Bacillus subtilis dans I'environnement®

Une étude réalisée sur des porcs dont I’alimentation a ét€¢ supplémentée avec des spores de
Bacillus subtilis et Bacillus licheniformis probiotiques, a mis en évidence que 70 a 90% des
spores allaient repasser sous forme végeétative dans la partie supérieure du tractus gastro
intestinal des animaux, et ceci bien que les souches ne colonisent pas entierement le tractus 2.
Un autre avantage des bactéries du genre Bacillus par rapport aux bactéries lactiques est lié a
leur capacité a sécréter des sidérophores capables de chélater I’ion Fe3* et a rendre ce dernier
assimilable par les systémes de transport actif de ’hote (a pH = 7, I’ion Fe®* est insoluble) %,
Cependant, en raison de la production d’entérotoxines par certaines sous espéces de Bacillus,
notamment Bacillus cereus, les doutes sur 1’utilisation de ce genre bactérien en tant que
probiotique sont encore d’actualité *°. Le Tableau 3 regroupe les principaux produits
commerciaux contenant une ou plusieurs souches de Bacillus reconnues.



Tableau 3 : Liste non exhaustive des principaux produits commerciaux contenant un ou plusieurs
souches de Bacillus probiotique >

Produit

Fabriquant

Souches

Bactisubtil®

Produit par Marion Merrell, Levallois-Perret,
France, mais aussi par Hoechst puis Aventis
Pharma. Egalement produit par Casella-Med,
Cologne, Allemagne

Bacillus cereus IP5832b (déposé a
’origine comme Bacillus subtilis)

Bio-Kult® Protexin Health Care, Somerset, Royaume Uni  B. subtilis
Biosporin® Biofarm, Ukraine Bacillus subtilis 2335
Bacillus licheniformis 2336
Biovicerin® Geyer Medicamentos S.A. Porto Alegre, Bacillus cereus GM
Brésil
Bispanw Binex Co. Ltd., Busan, Corée du sud Bacillus polyfermenticus SCD
Domuvar BioProgress SpA, Anagni, Italie Bacillus clausii (déposé a I’origine
comme Bacillus subtilis)
Enterogermina” Sanofi Synthelabo SpA, Milan, Italie Bacillus clausii O/C
Bacillus clausii N/R
Bacillus clausii T
Bacillus clausii SIN
Sustenex” Ganeden Biotech Inc., Ohio, USA Bacillus coagulans GanedenBC™

1.2.4 Les levures

Saccharomyces est un genre de levure bourgeonnante. Les levures font également partie du
systéme microbien résiduel du microbiote intestinal. L’espéce Saccharomyces cerevisiae est
trés répandue dans la nature et peut étre trouvée dans les plantes, les fruits et le sol 34. C’est une
espéce qui a un role clé dans les processus de fermentation des aliments. Une souche de S.
boulardii considérée comme un biotype de Saccharomyces cerevisiae, est couramment utilisée
comme probiotique dans I’alimentation humaine et animale 6.

1.3 Reglementations

Une grande variété d'espéces microbiennes est utilisée dans la production de denrées
alimentaires et d'aliments pour animaux. Certains sont utilisées depuis plusieurs décennies dans
des domaines divers et variés, touchant la santé des animaux et des hommes, mais aussi pour
la préservation des aliments, tandis que d'autres sont moins bien compris et leur utilisation
suscite des préoccupations quant a leur innocuité. Des outils sont progressivement developpés
par ’EFSA (Autorité européenne de sécurité des aliments) pour tenter de fixer les priorités
pour évaluer les risques mais aussi la sécurité des micro-organismes utilisés dans la production
d’aliments destinés a I’homme ou aux animaux.

Le systeme QPS pour « présomption d'innocuité qualifiée » mis en place par ’EFSA pour
garantir la sécurité de ces microorganismes ou leur produits métabolique avant la mise sur le
marché. Ce systeme permet d’évaluer 1’innocuité de chaque groupe taxonomique (genre ou



groupe d'espéces apparentées) essentiellement sur la base de criteres permettant d’établir une
Le statut de QPS est donc attribué a tous les microorganismes dont la sécurité ne souléve aucun
doute pour la définition de ces critére. De ce fait, le statut QPS peut étre attribué aussi bien aux
microorganismes ne présentant pas de danger, qu’a ceux dont la sécurité n’est pas garanti mais
qui peuvent étre definir ou exclure. Toute souche de micro-organisme dont I'identité est établie
sans ambiguité et assignée a un groupe QPS, serait exemptée de la nécessité d'une évaluation
plus approfondie de l'innocuité autre que la satisfaction des qualifications spécifiées. Les
micro-organismes qui ne conviennent pas au QPS continueraient de faire I'objet d'une
évaluation compléte de I'innocuité!*>’,

Alors que le concept probiotique avait déja été introduit au début du 20e siecle par Elie
Metschnikoff %8, les scientifiques ont montré au cours des deux derniéres décennies un regain
d’intérét pour les propriétés bénéfiques de certains micro-organismes. Cela a entrainé le
développement d’une large gamme de produits contenant des probiotiques dont I’innocuité
n’est pas clairement prouvée. Aux Etats Unis, le FDA (Food and Drug Administration) a mis
en place un outil permettant de classer un microorganisme comme un additif sur la base des
données relatives a la sécurité et a I’efficacité. La substance ou le microorganisme concerné
obtient alors le statut de GRAS (Generally Recongnized As Safe) lorsque son historique
d'utilisation est sOr dans I'alimentation datant d'avant le 1ler janvier 1958, soit il a été reconnu
par des spécialiste comme étant « qualifiés de sdr » dans les conditions d'utilisation prévues.
En pratique, ce statut permet de faire abstraction des étapes d'approbation existantes. Cela
signifie des lors, que le producteur est le seul responsable de la sécurité du produit. L'approche
GRAS est certes flexible mais seul le FDA est I’organisme habilité a accepter ou a rejeter I’avis
d’un expert quant a I’innocuité du produit contenant ces microorganisme.

En outre, le statut GRAS autorise uniquement 1’ utilisation du microorganisme dans un contexte
ou dans un seul produit. Ainsi, Bifidobacterium lactis Bb12 et Streptococcus thermophilus Th4
sont considérés comme GRAS pour leur utilisation spécifique dans les préparations destinées
aux nourrissons °°.

Les produits entrant dans la formulation d’aliments pour animaux incluant les microorganismes
sont réglementés par le reglement (UE) n° 1831/2003 °’. Selon le réglement de la directive
n°2001/79/CE, la sécurité des micro-organismes utilisés comme additifs alimentaires doit étre
pertinente pour I'animal, I'opérateur et/ou l'utilisateur et le consommateur. La sécurité doit étre
démontrée a l'aide de tests et d'études spécifiques. Les souches produisant des toxines ou avec
des facteurs de virulence connus ne sont pas autorisées. Les souches ne doivent pas produire
de substances antibiotiques destinées a étre utilisées en médecine humaine ou animale et ne
doivent pas étre porteuses de genes de résistance transmissible 5°.

1.4 Applications des probiotiques

Les probiotiques font I'objet de nombreuses recherches démontrant la diversité de leurs effets
bénéfiques associés a leur utilisation 0. Ces effets peuvent étre classés en deux groupes : des
effets pour assurer I'équilibre de la microflore intestinale et des effets thérapeutiques. La Figure
3 illustre la diversité des effets bénéfiques sur la santé.
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Figure 3 : Les principaux effets bénéfiques des probiotiques en santé humaine et animale ®*

1.4.1 Les probiotiques en santé humaine

Les interactions entre les probiotiques et les cellules du systéme immunitaire sont essentielles
pour le maintien de I'homéostasie des tissus muqueux et de I'immunité innée 2. Certaines
femmes prennent des probiotiques pour rétablir I'équilibre de leurs flores génitales 3. Il a
également été suggeré que les probiotiques sont capables de réduire I’incidence et la sévérité
d’entérocolites nécrosantes chez le nourrisson le risque de cancer colorectal, les symptomes
associés au syndrome du c6lon irritable. ®. Pour améliorer I’intolérance au lactose et lutter
contre les troubles digestifs, les probiotiques sont quelques fois sollicités pour leur apport en
b-galactosidase 5, Les industries alimentaire et pharmaceutique exploitent réguliérement le
potentiel des principaux microorganismes probiotiques (Saccharomyces boulardii, les genres
Lactobacillus et Bifidobacterium) 7. Dans le cas de la prévention de divers types de diarrhées
ou des infections a Clostridium difficile, le Saccharomyces boulardii est principalement utilisé
68 D’autres études ont révélé les propriétés d'immunostimulation et de résistance au transit
digestif (résistance a l'acidité, a la bile) de la souche de levure Kluyveromyces lactis qui sont
encourageants %°. Actuellement, les maladies inflammatoires du tube digestif (Ila maladie de
Crohn ou encore des entérites) provoquant des douleurs abdominales, des symptomes extrémes
et désagréables sont atténués grace au traitement impliquant une souche d’E. coli Nissle 1917.
Une souche de Bifidobacterium lactis NCC2818 issu de la collection de probiotiques chez
Nestlé a montré un effet positif sur le traitement des allergies saisonniéres de rhinite 4°. Dans
le traitement de la carie, certaines souches probiotiques se sont avérées efficaces. Par exemple
la nisine produite par Lactococcus lactis a une activité in vitro inhibitrice sur I’adhésion de
Staphylococus mutans ainsi que certains paradontopathogenes 7.
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1.4.2 Probiotiques en agronomie

L’utilisation des probiotiques a été étendue aux animaux et aux plantes pour la sécurité et la
qualité des aliments. lls sont utilisés pour lutter contre les agents pathogenes qui causent des
maladies chez les plantes et les animaux d’élevage en particulier’?.

1.4.2.1 Probiotique en élevage

L’équilibre du microbiote intestinal constitue une barriere incontournable dans la colonisation
des germes pathogenes en produisant des substrats métaboliques (par exemple, des vitamines
et des acides gras a chaine courte) et stimule les réponses immunitaires non inflammatoires’2.
L'utilisation d'antibiotiques comme facteurs de croissance, de lutte contre les entérites
nécrotiques dans la production animale a été interdite dans de nombreux pays a cause du
phénomeéne de transfert de I’antibiorésistance que ces substances peuvent provoquer . Cela a
permis aujourd’hui d’explorer de nouvelles pistes comme 1’utilisation de probiotiques pour
tenter de contrer la recrudescence des infections causées notamment par les pathogénes du
genre Campylobacter ou Salmonella!®®®. Ces probiotiques sont capables d’impacter
positivement les performances et le bien-étre animal par la modulation du tractus gastro-
intestinal . Plusieurs genres bactériens sont testes, par rapport a leur présence naturelle dans
I'environnement des animaux (Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas, Bacillus, Carnobacterium,
Lactobacillus) ou par rapport a leurs propriétés antibactériennes décrites chez d'autres animaux
(Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Bacillus) 776, Dans le domaine de 1’aquaculture,
des essais ont permis de valider la capacité inhibitrice de quelques-unes des souches
probiotiques (Lactobacillus, Carnobactrium, Vibiob alginolyticus, certains Bacillus,
Flavobactérium)’’. Les probiotiques sont utilisés dans I’alimentation pour animaux afin
d'améliorer et de maintenir leur croissance, leur rendement et leur protection contre les
pathogenes entériques 8.

1.4.2.2 Probiotiques pour les plantes

Le secteur agricole est confrontés a de nombreux défis liés au phénoméne de changement
climatique et de I’inflation démographique. Le recourt a des technologies innovantes et
durables est donc nécessaire. L’une des solutions les plus prometteuses actuellement est
I’utilisation de microbes associés aux plantes de type probiotique qui aident a limiter les pertes
de rendement et la préservation de la qualité des cultures’™. L'une des particularités des
probiotiques végétaux est la lutte directe contre les ravageurs potentiels grace aux biopesticides
qu’ils produisent!. De nombreuses especes microbiennes appartenant aux genres Klebsiella,
Streptomyces, Pseudomonas, Rhizobium, Caulobacter, Azospirillum, Serratia, Azotobacter et
les genres fongiques tels que Ampelomyces, Coniothyrium et Trichoderma sont maintenant
bien connues pour promouvoir la croissance des plantes®. L’espéce Bacillus thuringiensis et
Bacillus subtilis par exemple ont montré, en plus de leur role dans la formulation de
biopesticides, leur impact indirect (réduction des infections par les insectes, solubilisation ou
complexation des minéraux (fer, phosphate) ou direct (augmentation de la nodulation) sur la
croissance des plantes®’. Cependant, leur spectre d’action et leur efficacité a courts termes
restent encore controversée malgré leur avantage écologique®.

L’industrie des probiotiques vegétaux destinés au secteur agricole connait une croissance
spectaculaire d’environ 10% par an. lls sont utilisés comme biofertilisants, renforcateurs de
plantes, phytostimulateurs et biopesticides leur mode d’action®. Contrairement aux pesticides
et engrais chimiques, les probiotiques végétaux sont plus sir avec des dommages
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environnementaux réduits, moins de risques pour la santé humaine, une activité plus ciblée,
efficaces en petite quantité, ils se multiplient est fonction des populations microbiennes
indigénes. 1l se decomposent plus vite que les pesticides chimiques conventionnels avec des
phénomenes de résistances rarement observés en raison de leur mode d’action multiple.

15 Mécanisme d’action des probiotiques

L'un des plus grands avantages des probiotiques est leur polyvalence, qui se manifeste de trois
maniéres. lls enrichissent la microflore intestinale, soutiennent le systeme immunitaire et
agissent directement sur I'agent pathogéne 8. Les probiotiques peuvent étre considérés comme
un moyen de transporter les substances actives produites (enzymes, composants de paroi,
substances antimicrobiennes) pour atteindre leurs cibles dans le tractus digestif. Leurs
mécanismes d'actions sur I'h6te sont complexes, souvent multiples et dépendent de la souche
bactérienne considérée. lls agissent en particulier, en: (i) inhibant les bactéries indésirables, (ii)
neutralisant les produits toxiques, (iii) améliorant la digestibilité alimentaire et en (iv) stimulant
I'immunité innée ou adaptative %. Les probiotiques doivent ainsi étre en contact direct avec les
différents constituants de la barriere intestinale, tels que la microflore endogéne, le mucus
intestinal, les cellules épithéliales, les cellules dendritiques, les monocytes, les macrophages,
les lymphocytes B et T (incluant les cellules T régulatrices), et les cellules NK 8. Une
illustration de ces mécanismes d’actions est schématisée a la Figure 4.

Lumiére de l'intestin

Fotlicule lymphoide

(1) Activité directe (s de b

(2) ition des par pour les nutriments et les sites d’adhésion a la muqueuse

(3) Augmentation des fonctions de barriére en stimulant la sécrétion de mucus, de peptides antimicrobiens et le
maintien des jonctions serrées

(4) Activité antimic par du pH luminal

(5) Immunomodulation de I'activité des cellules épithéliales et des cellules immunitaires

Figure 4 : Représentation schématique des mécanismes d'action des probioticques *2

15.1 Effet barriere

Plusieurs hypothéses font I’objet de débat sur la contribution des probiotiques dans les
mécanismes de maintien de I’effet barriére de la muqueuse intestinale®® (Figure 4). La
modification de la sécrétion du mucus ou du signal de la protéine kinase C, du chlorure, ou a
des changements dans I’expression des protéines de jonctions serrées ou des mucingénes
(grande protéine glycosylée exprimée par les cellules épithéliales®”), pourrait étre du ressort
des probiotiques®®.
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15.2 Effet d’>immunomodulation

La plupart des cellules du systéme immunitaire se retrouvent dans le tractus intestinal. Celui-
ci joue un réle déterminant dans la régulation du systéme de défense immunitaire en présence
des probiotiques. Les cellules impliquées sont les cellules épithéliales intestinales, les cellules
dendritiques et les lymphocytes B et T°. Le terme "immunomodulation” a été adopté a dessein
pour indiquer que la suppression de certaines fonctions immunitaire pour limiter des
phénomenes inflammatoires.
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Figure 5 : Représentation schématique des mécanismes d'immunomodulation induits par les
probiotiques au niveau du mugueuse intestinale.

1.5.3 Interaction plante-microorganisme

L'interaction plante-microorganisme est le principal mécanisme d’action des probiotiques chez
les plantes®®. Ce mécanisme d’action peut varier d’un pathosystéme a un autre®®. Cependant,
pour toutes les interactions plantes-microbes réussies, la colonisation des habitats végétaux est
le plus remarquable®. Les étapes de la colonisation comprennent notamment la reconnaissance,
I'adhésion, I'invasion (seulement les endophytes et les agents pathogénes), la colonisation et la
croissance. De plus, l'intensité, la durée et les resultats des interactions plantes-microbes sont
considérablement influencés par la conformation des populations microbiennes adhérentes®?.
Des exemples de colonisation réussie de la rhizosphére par deux souches du genre
Pseudomonas sont présentés a la Figure 5.
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Figure 5 : Microscopie confocale a balayage laser de racines de betteraves sucriéres de 3 semaines
colonisées par des bactéries marquées DsRed2 : A P. fluorescens L13-6-12 et B P. trivialis RE*1-1-14.
C reconstitution tridimentionnelle d’'une coupe transversale d’une zone densément colonisée par P.
trivialis RE*1-1-14 avec Imaris® 6.0 (Bitplane AG, Zlrcih

Les interactions bénéfiques entre les organismes eucaryotes et les probiotiques ont évolué,
grace aux nombreuses voies métaboliques microbiennes observées au profit de 1’hote®®. Leur
survie mutuelle se produit a partir du don d'une partie du métabolite de I'h6te pour favoriser la
croissance microbienne qui en retour produit des composés qui améliorent la performance de
I'n6te Figure 6. La production de ces types de métabolites qui induisent une tolérance au stress
biotique et abiotique chez I'nOte est une caractéristique clé d'un probiotique®.

g Résistance de la plante

Surviede laplante = <—— = 1 Survie bactérien

Formation de biofilm

Figure 6 : Diagramme de l'interaction positive de base entre le métabolisme de la plante et ses
colonisateurs racinaires de type probiotique’.

1.5.4 Activité antimicrobienne

Les bactéries probiotiques développent des activités antibactériennes en inhibant 1’adhésion
des pathogenes aux cellules intestinales en produisant des bactériocines ou en modifiant les
conditions physiologiques (pH, potentiel redox, production de sulfure d’hydrogéne) de leur
environnement®®. Les bactéries associées aux plantes peuvent réduire I'activité des
microorganismes pathogenes non seulement par des antagonismes microbiens, mais aussi en
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activant la plante pour mieux se défendre. L'antagonisme microbien comprend (1) I'inhibition
de la croissance microbienne par des antibiotiques diffusibles et des composés organiques
volatils (COV), des toxines et des biosurfactants (antibiose), (2) la compétition pour les sites
de colonisation et les nutriments, (3) la compétition pour les minéraux, par exemple pour le fer
par la production de sidérophores ou de systéemes efficaces d'absorption des sidérophores, (4)
la dégradation des facteurs de pathogénicité de I'agent pathogene tels que les toxines, et (5) le
parasitisme qui peut impliquer la production extracellulaire d’enzymes dégradant la paroi
comme les chitinases et la B-1,3-glucanase®.

1.5.5 Colonisation et compétition

Il est bien connu que le microbiote dans le tractus gastro-intestinal des animaux peut étre
modifié, par exemple, par I’ingestion de probiotiques. Par conséquent, [’apport en
microorganismes bénéfiques comme les probiotiques permet de réduire ou d’éliminer
I’incidence des agents pathogénes opportunistes’’. Les probiotiques sont capables de coloniser
le tractus gastro-intestinal lorsqu’ils peuvent y persister longtemps®’. Le processus de
colonisation est caractéris¢ par I’attraction des bactéries a la surface de la muqueuse, suivie
d’une association au sein du gel muqueux ou d’une fixation aux cellules épithéliales.
L’adhésion et la colonisation des surfaces de la muqueuse intestinale sont des mécanismes de
protection possibles contre les agents pathogénes par compétition pour les sites de liaison et
les nutriments,® ou la modulation immunitaire®.

1.6 Critéres de sélection des probiotiques

Les propriétés d’un probiotique varient en fonction d’au moins I’espéce mais aussi de la
souche. Il est ainsi nécessaire d’identifier les probiotiques jusqu’au niveau de la souche a I’aide
de techniques pointues et robustes sur base, par exemple, de leur phénotype et de leur
génotype. Des criteres définis par la FAO pour la sélection des probiotiques sont consignés
dans le Tableau 4. Une fois identifiées, les probiotiques doivent étre référencées sur la base
des régles du Code International de Nomenclature des Bactéries pour uniformiser la
compréhension (Nom du genre, nom de I’espéce, identifiant de la souche)!®1%'L innocuité des
souches est un critére trés important au méme titre que la viabilité ou le taux de survie cellulaire.
Celui-ci demeure essentiel dans la sélection des probiotiques qui doivent avoir une
concentration minimale (~10% CFU a vérifier) lorsqu'ils atteignent I’intestin. Ils doivent donc
résister aux différentes conditions extrémes du tube digestif (exemple : acidité, enzymes, sels
biliaires) de I’h6te®. Ainsi, pour garantir leur survie pendant le passage du tractus digestif, les
probiotiques sont premiérement criblés pour leur tolérance au pH acide et a la bile. L’adhésion
des bactéries probiotiques aux tractus digestifs leur permet de produire durablement des
molécules bénéfiques pour 1’hdte, mais permet également 1’exclusion des pathogeénes et une
immunostimulation®192,

Tableau 4 : Principaux criteres non exhaustifs de sélection des souches probiotiques selon la FAO 1%

Critéres Résultats attendus
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Résistance a 1’acidité

Résistance aux sels biliaires

Production d’acides en présence de glucose
et de lactose

Adhésion au mucus et/ou aux cellules
épithéliales humaines

Sensibilité aux antibiotiques
Activités antimicrobiennes
Résistance a la chaleur

Innocuité totale
Bonnes propriétés technologiques

1.7 ldentification des probiotiques

Survie au stresse acide dans 1’estomac et le
duodénum

Survie pendant le transit dans I’intestin gréle
Résister aux conditions acides dans 1’intestin

Colonisation efficace, réduction des sites
d’adhésion des pathogénes a la surface:
immuno-modulation

Croissance en présence d’un grand nombre
d’antibiotiques

Inhibition de germes pathogenes

Survie pendant les traitements thermiques
Absence de toxines

Viabilité et stabilité, croissance a grande
échelle, survie dans le produit, résistance aux
bactériophages

Les techniques d’identification bactérienne reposaient auparavant sur des tests biochimiques
dans des milieux miniaturisés, nécessitant ensuite une lecture et une interprétation intégrée03,
Actuellement, les micro-organismes sont mieux identifiés grace au séquencage des génes de
I’ARNTr 16S et de I’ARNr 18S. Ces méthodes initiales d’identification des bactéries issues
d’échantillons biologiques ont évolué depuis quelques années. En plus des techniques basées
sur des caractéristiques phénotypiques et biochimiques, ce sont rajoutées des techniques de
biologie moléculaire et protéomiques telles que le MALDI-ToF/MS?%4. Ces dernieres méthodes
donnent des résultats beaucoup plus précis dans le typage de genre et la détection des
résistances aux antibiotiques, méme dans le cas des bactéries non cultivables®?. Le Tableau 5
regroupe une liste de méthodes utilisées pour I’identification des microorganismes.
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Tableau 5 : Méthodes d'identification microbienne utilisées en microbiologie %

Detection method

Conventional; culture on microbiological
media and identification by biochemical
tests

Immunological-based methods

Florescent in situ hybridization (FISH)

Molecular based methods
(i) Real-time PCR
(i) Multiplex-PCR

DNA sequencing

Microarrays

Loop-mediated isothermal amplification

Advantages

« Sensitive
« Inexpensive

« Faster than conventional methods
« Can detect both contaminating organisms and their toxins

« Rapid detection and identification directly from slide smears

« Fast and ease-of use of conventional staining methods
combined with specificity of molecular methods

« Culturing of the sample is not required

« Specific, sensitive, rapid, and accurate

» Closed-tube system reduces the risk of contamination

« Can detect many pathogens simultaneously

» 165 rDNA and 18S rDNA sequencing are the gold
standards

« Can identify fastidious and uncultivable microorganisms

» Large scale screening system for simultaneous diagnosis
and detection of many pathogens

« Can generate large copies of DNA in less than an hour

Disadvantages

e Lengthy and time consuming process
« Might require 24-48 h

« Not as specific, sensitive, and rapid as nucleic-acid based
detection methods

« Require large amounts of antigen

« Developed for only a small number of microorganisms

o Test limited by the availability of specific antigens for detection

« A highly precise thermal cycler is needed
« Trained laboratory personnel required for performing the test

« Trained laboratory personnel and powerful interpretation
softwares are required

» Expensive

» Not suitable for routine clinical use

« Expensive

« Trained laboratory personnel required

 Developed for only a small number of microorganisms as yet

(LAMP) assay « Easy to use

» No sophisticated equipment is required

Metagenomic assay » Useful for random detection of pathogens « Data acquisition and data analysis is time consuming

« Trained laboratory personnel required

MALDI-TOF MS « Fast « High initial cost of the MALDI-TOF equipment

« Accurate

» Less expensive than molecular and immunological-based
detection methods

 Trained laboratory personnel not required

1.7.1 Identification par spectrométrie de masse MALDI-ToF MS

Les premiéres études sur l'identification des microorganismes au moyen des méthodes
analytiques MALDI-ToF (Matrix Assisted Laser Desorption and lonization, Time-of-Flight
Mass Spectrometry) ont commencé dans les années 1990. La création de la base de données a
permis la commercialisation du premier programme de routine en 2008 comme systeme
modele d'identification pour les laboratoires d'analyses médicales °. Alors que les techniques
traditionnelles d'identification des différentes bactéries sont basées sur leurs aspects
phénotypiques, il est désormais possible d'identifier rapidement les micro-organismes en
analysant directement leurs protéines a l'aide de MALDI-ToF MS (Figure 7)8119,

1.7.1.1 Principe de base

La spectrométrie de masse consiste a séparer et a identifier des molécules selon leur rapport
masse sur charge (m/z). Elle est utilisée dans de nombreux domaines scientifiques tels que la
biotechnologie pour I’analyse des peptides ou oligonucléotides, la pharmacologie pour le
dosage de médicaments, 1’environnement pour I’analyse de I’eau, et les études cliniques pour
la recherche de médicaments.

e MALDI

La molécule a identifier ou ’analyte est d’abord co-cristallisé avec un petit composé organique
(matrice) pour le protéger du contact direct avec le faisceau ionisant et I’empécher de se
dégrader. Cette matrice va ensuite absorber les radiations laser UV et transférer 1’énergie aux
protéines qui s’ionisent. Les ions positifs formés vont étre accelérés dans un champ électrique.
Un courant a haut tension appliqué pour accélérer les particules chargées.
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e Lamatrice

La matrice est composée de molécules cristallines dont les plus couramment utilisées sont
l'acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB), Il'acide sinapinique et l'acide «o-cyano-4-
hydroxycinnamigue (CHCA)1%, Ces molécules sont ajoutées a un solvant (acétonitrile, éthanol
ou acide trifluoroacétique). Le DHB convient a l'analyse d'échantillons organiques
hydrophobes ou de polymeres aromatiques, tandis que I'acide sinapinique et lI'acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique conviennent a lI'analyse des protéines.

e ToF/MS

Aprés avoir traversé le champ électrique, les ions pénétrent dans le tube quelques nanosecondes
apres 1’ionisation et sont séparés selon leur rapport m/z. Un analyseur de temps de vol détecte
alors le passage de chaque ion et génere des pics qui correspondent chacun a la masse
spécifique de la particule du spectre obtenu. Ces informations sont ensuite comparées a une

base de données pour I’identification de la molécule.
"‘

Figure 7 : Spectrometre de masse Brucker Autoflex speed et son systéme informatique °

1.7.1.2 Application a I’identification des probiotiques

L'identification des micro-organismes par spectrométrie de masse MALDI-ToF se fait soit en
comparant la masse des peptides d'un organisme inconnu avec ceux contenues dans la base de
données, soit en appariant les masses de biomarqueurs d'organismes inconnus avec la base de
données des proteomes. Le profil caractéristique des protéines ribosomales (environ 60 a 70 %
du poids sec d'une cellule microbienne) avec une gamme de masse typique m/z de 2 a 20
KDal%” est considéré pour I’identification au niveau de I’espéce microbienne en faisant
correspondre son profil PMF (peptide mass fingerprint) avec les FMP des protéines
ribosomales contenues dans une vaste base de données ouverte. C’est une approche simple qui
peut étre facilement mise en ceuvre dans un laboratoire de diagnostic microbien, soutenue par
la disponibilité de nombreuses bibliothéques commerciales de FMP d'organismes®(Figure 8).
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Figure 8 : Processus schématique pour I'analyse au MALDI-ToF/MS
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2 Matériel et Méthodes

La majorité du travail a été réalisée au centre de recherche scientifique et d’enseignement
« Terra» de I’Université de Liege. Toutes les étapes impliquant 1’utilisation de milieu de
culture solide et liquide stérile et I'ensemencement ont été réalisées sous une hotte a flux
laminaire préalablement désinfectée au Bacillol. Toute la verrerie a été autoclavée avant d'étre
utilisée. Les analyses des isolats par spectrométrie de masse MALDI-ToF-MS ont été
effectuées a la plateforme REALCAT de 1’Unité Mixte de Recherche transfrontaliere (UMRY)
BioEcoAgro de I’Universit¢ de Lille. Le séquencage par ’ARN 16s est effectué¢ par un
laboratoire spécialise en Allemagne (nom si possible).

2.1 Matériel

2.1.1 Echantillonnage

Les différents échantillons biologiques (Tableau 6) sources de probiotiques proviennent du
Maroc, et ce, dans le cadre du projet URBANE pour lequel I’Université de Li¢ge est partenaire
(https://urbane-project.eu/wp-urbane/). L’état physique et le nom des échantillons sont repris
dans le Tableau 6. Leur transport de la zone de prélévement jusqu’au laboratoire s’est fait dans
des contenants dédiés. Le matériel technique utilisé pendant toute la période de travail est
fourni par le laboratoire d’accueil (Tableau 7).

Tableau 6 : Liste des échantillons bruts issus du Maroc

Matrice Nature
Vinaigre de cidre Liquide
Levain avec du lactosérum Pateux
Fromage frais de chevre Pateux
Fromage frais de vache Pateux

Lait fermenté Liquide
Ensilage Solide moux
Olive naturel Solide

Tableau 7 : Liste non exhaustive du matériel technique utilisé tout au long de ces travaux

Matériel Caractéristiques
Micropipettes 200uL et 1mL

Gaspack 10 cartons

Milieux de culture MRS, RCM, M17, MH, BSM Tout fait ou reconstitué
Incubateur fixe / incubateur agitateur Température réglée sur 37°C
Centrifugeuse Eppendorf 13000/min

2.1.2 Souches et milieux de cultures
Ce travail a été conduit principalement sur 5 souches parmi les isolats correctement identifies.
Ces 5 souches sont issues des échantillons de levain avec du lactosérum, de lait fermenté et de
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fromage frais de chévre. Les bactéries pathogénes ayant servi a I’étude de ’activité inhibitrice
des souches potentielles sélectionnées sont des souches a Gram positif et négatif fournis par le
laboratoire du MiPI (Tableau 8).

Tableau 8 : Liste des bactéries pathogenes utilisées pour réaliser I'ensemble des tests d'antagonisme

Souche pathogéne Groupe

Bacillus cereus Gram positif
Staphylococcus epidermidis Gram positif
E. coli Gram négatif

2.1.3 Autres réactifs

Au cours de la réalisation de ce travail, plusieurs réactifs ont été utilisés notamment le cristal
violet a 1%, (SIGMA-ALDRICH, USA) et I’acide acétiques (VWR Chemical, Rosny-Sous-
Bois, France) qui ont servir pour le test de la production de biofilm ; le toluene (RPL, Leuven,
Belgique) employé pour la détermination de I’indice d’émulsion ; les réactifs d’extraction
d’ADN pour le séquencage de I’ADN 16S.

2.2 Méthodes

2.2.1 Préparation de milieu de culture

Les milieux de cultures stériles utilisés pour 1’isolement des souches sont sous forme liquide
ou solide. 1l s’agit de De Man Rigosa et Sharp (MRS)!°; Reinforced Clostridial Medium
(RCM) et M17, mMRS, Bifidus Selective Medium (BSM) et MH . Le milieu (MH) les tests
d’antagonisme. Les détails de leur composition sont présents dans I’Annexe 1.

2.2.2 Culture et isolement des probiotiques

Les cultures microbiennes ont été réalisées a partir de 7 échantillons de diverses matrices
biologiques (Tableau 6). Un gramme de chaque échantillon de lait fermenté, de levain avec du
lactosérum, de fromage de chevre, de fromage de vache, d’ensilage de vinaigre de cidre et
d’olive naturel a été chacun diluée séparément dans 9mL d’eau peptonée tamponnée stérile.
Une série de dilution successive est réalisée puis étalée sur boite de pétri contenant du milieu
gélosé MRS (pour les lactobacilles), BSM, RCM ou mMRS (pour les Bifidobactéries), LB pour
ou M17 (pour les Lactocoques et les Entérocoques) 2°. Chaque échantillon est cultivé en
anaérobie (dans une jarre pourvue d’un dégazeur) pour maintenir les parameétres optimaux de
croissance des probiotiques. Aprés 24 a 48h d’incubation a 37°C, les colonies présentant des
différences phénotypiques (aspects, de couleur et de formes) sont sélectionnées puis repiquées
sur le milieu solide correspondant dans le but d’avoir des colonies de souche pure dans les
mémes conditions. La confirmation de 1’appartenance des souches au groupe bactérien
correspondant s’est faite par des tests d’identifications du génome et de la composition des
protéines membranaire.
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2.2.3 Cinétique de croissance

L’évolution de la croissance des souches dans un bouillon MRS s’est faite en injectant 200uL
de chaque culture a une DO de 0,1 dans une microplaque de 24 puits. Chaque souche ainsi que
le témoin sont inoculées en trois répétitions. Cette analyse est effectuée sur une durée de 24h
grace a un biolecteur (TECAN Spark® multimode microplate reader) qui mesure les DOgoonm
chaque 10min des cultures soumises a un agitation en mode double orbitale & 37°C avec une
amplitude de 1 et une fréquence de 270 rpm L,

2.2.4 Dénombrement bactérien

La concentration bactérienne a été déterminée en tenant compte des dilutions successives
effectuées dans de I’eau peptonée stérile, et les dilutions appropriées sont ensemencées en
surface de la gélose MRS et incubées a 37°C pendant 24h dans une jarre sous une atmospheére
anaérobie 213, Les unités formant colonies par millilitre (UFC/mI) ont été dénombrées a
l'aide d'un comptage manuel de colonies en appliquant I’ Equation 1114,

Equation 1: Formule du dénombrement bactérien

N = %de

N : nombre de microorganismes présents dans I’unité de mesure de 1’échantillon

c : nombre total de colonies comptées sur une boite retenue des dilutions effectuées ;
VmL : volume de I’inoculum appliquée a chaque boite en ml ;

Fd : facteur de la dilution retenue

2.2.5 Observation macroscopique

La description macroscopique s’est faite sur base d’une observation a I’ceil nu des
caractéristiques phénotypiques (forme, aspect, couleur). Pour se faire, les échantillons bruts
dilués dans de I’eau tamponnée sont ensemencés par stries en trois répétitions sur le milieu
adéquat. Apres 24h d’incubation a 37°C, les colonies sont observées puis décrites.

2.2.6 Observation microscopique

L’examen microscopique s’est fait a partir d’un frottis ou d’une goutte de jeunes cultures
déposée sur une lame recouverte d’une lamelle. La lecture s’est faite a 1’aide d’un microscope
binoculaire doté d’une caméra (Zeiss) pour 1I’acquisition des images.

2.2.7 Conservation des souches d’intérét

Apreés purification, les isolats bactériens sont conservés selon deux méthodes : (i) conservation
de courte duree qui consiste a ensemencer les isolats sur des gélose MRS, M17 et RCM selon
le type de bactéries recherchés. Apreés incubation a 37°C, les boites sont placées a +4°C durant
plusieurs semaines ; (ii) conservation de longue durée pour laquelle les isolats bactériens
purifiés sont placés dans du milieu liquide MRS, M17 et RCM stérile a 80% et 20% de glycérol
128 puis placés a -80°C dans un congélateur (Ultra low-Temperature U410 premium, Eppendorf
Company New Brunswick, Canada,).
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2.2.8 Identification

La détermination de la taxonomie des souches fait partie des premiéres étapes importantes de
sélection de probiotiques®®. Deux méthodes d’identification des souches sont utilisées : (i) La
spectrométrie de masse MALDI-ToF analysant les protéines spécifiques et (ii) le séquencage
d’ADN 16S8.

2.2.8.1 Identification protéomique par MALDI-ToF MS

L’identification des isolats bactériens a été réalisée par spectrométrie de masse (MALDI-ToF)
Microflex L20 (Brucker Daltonics, Allemagne)*®. Les isolats ayant présenté des différences
morphologiques ont été identifiés par cette technique dont le protocole expérimental est décrit
ci-apres.

2.2.8.1.1 Préparation des isolats pour ’analyse protéomique

Un lot de vingt et une colonies isolées a été soumises a une série de purifications sur milieu
MRS agar. A l'aide d'un cure-dent stérile, une petite quantité de biomasse est prélevée (colonies
isolées) qu’on dissout dans 200ml d’eau pure avant de rajouter 600ml d’éthanol. Cette étape
de lavage est cruciale pour avoir des cellules pures. Ce mélange est par la suite centrifugé a
13000 tours/min pendant 3 min. Le culot recueilli est séché a I’aide d’une étuve a 40°C pendant
5min. Les cellules sont ensuite lysées a 1’aide de 50ml d’acide formique et de 50ml
d’acétonitrile. Le tout est centrifugé puis 125ml de surnageant sont déposés sur une plaque
métallique (Figure 9) dédiée a I’analyse spectrométrique. La plaque est laissée sécher sous une
hotte a flux laminaire puis un méme volume de matrice permettant d’immobiliser les
composants est ajoutée dans chaque puit. Il s’agit d’une solution saturée d’acide a-Cyano-
4hydroxyciannique (HCCA, Matrix, Brucker Daltonics). La plaque est ensuite sechée a
température ambiante puis introduite dans le spectrophotomeétre de masse. Les spectres sont
enregistrés puis traités'*.

= Y et
Figure 9 : Plague métallique dédiée a I'analyse au spectrométre de masse Maldi-ToF comportant les
cellules bactériennes recouvertes de matrice prétes a étre identifiées

Aoosadly

2.2.8.1.2 Analyse des spectres obtenus

Les spectres de masse MALDI-ToF enregistrés ont été analysés a l'aide du logiciel MALDI-
BioTyper 4.0 (base de données MALDI Biotyper 4.0 Brucker Daltonics, Allemagne). La
gamme de masses dont les spectres sont analysés est comprise entre 2,000 et 20,000 Da
(Tableau 9). L'appareil est calibré avec une souche standard d'Escherichia coli DH5a. Les
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spectres sont comparés aux spectres de référence de la base de données Biotyper, générant ainsi
des scores de similarité allant de 0,000 a 3,000 qui indique le degré de confiance dans
l'identification”.118,

Tableau 9 : Score d'identification des souches bactériennes d'intéréts en comparaison avec les
références de la base de données a travers [’identification par spectrométrie de masse MALDI-ToF

Score Couleur Symbole  Description

2,300 - 3,000 Verte (+++) Forte probabilité d'identification de I'espece
Identification du genre sécurisée, identification
probable de I’espéce

1,700 - 1,999 Jaune (+) Identification probable du genre

0,000-1,699 Rouge ) Score insuffisant pour I'identification

2,000 -2,299 Verte (++)

2.2.8.2 ldentification par séquencgage d’ADN 16S

L’extraction de I’ADN bactérien s’est faite en utilisant le kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-
Nagel) suivant le protocole décrit dans le manuel d’utilisation. La pureté et la quantification
sont déterminées par le spectrophotometre Nanodrop a une longueur d’onde de 260nm, 230 et
280nm. Pour ce faire, 2 uL de chaque échantillon sont blanchies avec 2 pL d'eau distillée. Le
principe est le suivant : I'absorbance maximale des acides nucléiques est a 260 nm, celle des
sels est & 230 et I'absorbance maximale des protéines est a 280 nm. Les rapports 260nm/280nm
et 260/230 sont donc utilisés pour déterminer la pureté de I'échantillon. Un rapport situé entre
1,8 et 2 étant considéré ADN a pureté acceptable. Les échantillons ont été vérifiés pour étre
dans cette intervalle. Enfin, une réaction en chaine par polymérase (PCR) a été réalisée avec
une tag ADN polymérase Q5® High-Fidelity. Les séquences d'amorces utilisées sont : la 16s8F
(3’AGA-GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-AG 3’) et la 16s1492R (5’ACG-GTT-ACC-TTG-TTA-
CGA-CTT 3’). Le programme de température utilisé consiste en 30 cycles de 10 secondes a
98°C, 30 secondes a 62°C et 1 minute a 72°C. Ensuite, les échantillons ont été purifiés a l'aide
du kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Les produits pcr purifié sont
ensuite envoyés a Eurofin Genomics en Allemagne pour le séquencage de I'ADN 16S.
L'identification des séquences obtenues a été réalisées a I’aide de 1’outil BLAST (Basic Mocal
Alignment Tool) disponible sur le site de la NCBI (National Center for Biotechnology
Information) https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

2.2.9 Caractérisation des souches probiotiques

2.2.9.1 Dosage des métabolites produits

Des surnageants de cultures de 18h a 37°C centrifugées a 5000 tours/min pendant 15min puis
environ 1p est filtré avec des filtres de 0,22mm de diamétre, ont été utilisés pour le dosage des
acides organiques produits par nos souches d’intérét. Cette analyse est réalisée a I’aide du
HPLC (AGILENT 1200, Californie, USA), la phase mobile : H2SO4 5mM, flow : 0,5mL/min,
colonne : Aminex HPX-87H, température de la colonne : 50°C, température de la colonne RID
: 45°C, volume d’injection : 15uL, temps : 35 min). Le logiciel AGILENT, OPEN LAB CDS
2.3 a permis d’analyser les chromatogrammes en intégrant les airs des pics utiles a la
quantification de chaque analyte. Une droite de calibration est ensuite établie pour chacun des
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standards a disposition permettant ainsi de connaitre la concentration de chaque acide
organique dans chacun des surnageants analysés.

2.2.9.2 Indice d’émulsion

A partir d’une culture liquide des souches bactériennes, des surnageants sont obtenus par
centrifugation & 5000 tours/min pendant 10min. Cette fraction liquide est par la suite utilisée
pour connaitre le pouvoir émulsifiant de chacune des cing (5) souches isolées et identifiées. La
méthode utilisée est celle décrite par Prasanna et al., (2012)!°, avec des modifications. Un
volume de 5ml de surnageant auquel 5ml de toluéne sont ajoutés puis homogénéiser au vortex
pendant 1min dans un tube de verre a bouchon a vis (100 mm x 13 mm). L’expérience est
répétée 3 fois. L’indice d’émulsion en pourcentage est déterminé par la mesure de la hauteur
d’émulsion au temps Oh et aprés 24h selon la formule suivante : he/ht ou he correspond a la
hauteur de 1’émulsion et ht la hauteur totale du melange échantillon-toluéne. Une analyse de la
variance est effectuée pour comparer 1’indice d’émulsion a t = Oh et apres 24h.

2.2.9.3 Mise en evidence in vitro de quelques propriétés physiologiques des probiotiques
2.2.9.3.1 Résistance au stress thermique

Les cultures de souches dans du bouillon MRS obtenu apres 18h ont été chauffées a 80°C
pendant 30min au four a micro-ondes de 220v, 50Hz (2100 W, Memmert 854 Schwabach W-
Germany). Apres ce traitement thermique, la viabilité des souches bactériennes (D0 = 1) a été
vérifiée par dénombrement de colonies sur gélose MRS incubée a 37°C de 24h a 48h'202,

2.2.9.3.2 Résistance a I’acide et aux sels biliaires

Les résistances a I’acidité et au sel biliaire sont testées respectivement dans des conditions de
pH 2,5 et 6,5 et de concentration en sels biliaires de 1%*%!. La croissance des microorganismes
sur MRS et dans ces conditions de stress est suivie dans des micro-puits pendant 24h a I’aide
d’un biolecteur (TECAN Spark® multimode microplate reader). Un volume total d’environ
200mL de bouillon MRS avec une DO de 0,1 sont introduits dans chaque puit sous chacune de
ces conditions puis les densités optiques a 600nm sont mesurées a chaque intervalle de 10min
au cours des 24h d’incubation selon les conditions suivantes : agitation en mode double-orbitale
a 1 d’amplitude et 270 rpm de fréquence, température a 37°C et milieu anaérobie.

2.2.9.3.3 Activité antimicrobienne

Le test d’antagonisme est utilis€¢ pour mettre en évidence I’activité antibactérienne des isolats.
Pour chaque souche étudiée, 10 pL a10® UFC par ml, est déposé en spot a travers des disques
en papier wattman stérile sur une gélose MRS inoculée par la souche indicatrice a une charge
de 10® UFC/mI (pathogeénes) en surface de la gélose. Aprés une incubation de 24h a 30°C,
I’activité antibactérienne est mise en évidence par I’apparition d’un halo transparent autour des
spots des souches d’intérét et elle est estimée par la mesure du diamétre des zones d’inhibition
produites en mm 122123 Ces séries de tests ont été effectués en trois répétitions.
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2.2.9.3.4 Test de sensibilité aux antibiotiques

Pour déterminer le comportement de nos souches vis-a-vis de certains antibiotiques, nous avons
testés les résistances de ces derniéres par diffusion sur la gélose Mueller Hinton (MH) en
utilisant des disques d’antibiotiques fournis par le laboratoire du MiPI (Tableau 10).

A partir de cultures de nuit dans un bouillon MRS, une concentration d’environ 108 UFC/ml
est étalée de facon homogeéne sur la gélose MH. Apres séchage des boites, on dépose
stérilement les disques d’antibiotiques a la surface du milieu (5 a 7 par boites). Les boites sont
incubées a 30°C pendant 24h. Les résultats sont obtenus en mesurant les diamétres des zones
claires d’inhibitions 1?4, Nous considérons que pour un diamétre inférieur a 15mm, la souche
est résistante (R) a ’antibiotique considéré tandis que pour un diamétre supérieur ou égal a

15mm elle est sensible (S) a I’antibiotique *2°.

Tableau 10 : Les différents antibiotiques utilisés pour réaliser un antibiogramme

Charge par Mécanisme
Antibiotiques | Symboles | disque Familles d'action
Amoxixilline | AX 25ug9
Amoxicilline + Inhibiteurs de
acide _ Béta-lactamine | SYNthese des
clavulanique AMC 20+10pg enveloppes
Céphalotine KF 50ug bactériens
Fosfomycine FOS 15ug
Gentamycine | CN 10ug
Néomycine NE 30ug Inhibition de Ila
Erythromycine | E 15ug Aminoside synthese des
Pristinamycine | PT 15ug protéines
Téracycline TET 30ug
Ofloxacine OFX 5ug
. Inhibiteurs de la
Fluoroquilonone A i
synthese des acides
Ciprofloxacine | CIP 10ug nucléiques

2.2.9.3.5 Autoagrégation

Le test d’autoagrégation est réalisé suivant la méthode de Del Re et al (2000) 1?6 avec quelques
modifications. Pour cela, une culture de nuit est réalisée dans du bouillon MRS a 37°C puis
centrifugé a 5000g pendant 15min. Le culot est ensuite lavé deux (2) fois au PBS (pH 7,2), puis
re-suspendu dans du PBS pour atteindre une absorbance de 1 (Ao) correspondant
approximativement a une population de 108 UFC/mL. Environ 4mL de cette nouvelle
suspension est homogénéisée pendant 20s puis incubé 5h a 37°C. Dans un intervalle de 1h, un
volume de 0,ImL du dessus la suspension est transféré dans 3,9mL de PBS puis 1’absorbance
est mesurée a 600nm (At). Le pourcentage d’autoagrégation est déterminé suivant cette formule
: [1-(At/A0)]*100 ou At représente 1’absorbance au temps t=1h, 3h, Sh et Ao I’absorbance a
t=0h12,
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2.2.9.3.6 Adhésion au solvant

Pour estimer I’hydrophobicité de surface et prédire la capacité d’adhésion aux solvants
hydrophobes, des souches isolées, le « test d’adhésion bactérienne aux hydrocarbures » a été
effectué selon la méthode MATS (Microbial Adhesion To Solvent) comme décrite par
Rosenberg et al.'?’, avec des modifications!?8, Le substrat hydrophobe utilisé est le toluéne 12°,
Les souches sont cultivées toute une nuit puis lavées deux fois avec du phosphate tamponné
salin (PBS) a pH 7 et remises en suspension dans le méme tampon. L’absorbance est ensuite
mesurée a 1’aide d’un spectrophotomeétre (spectrophotométre VWR V-1200) a une longueur
d’onde de 600 nm pour atteindre une DO de 1 correspondant a une concentration initiale de
108 UFC/ml. Dans des tubes expérimentaux, 1ml de toluéne ont été ajoutés a 3 ml de la
suspension bactérienne. Le mélange est ensuite vortexé pendant 10 secondes et laissé reposer
20 minutes 1?°, L’absorbance de la phase aqueuse aprés décantation a été mesurée pour calculer
le pourcentage de cellules retirées du mélange et restant dans I’émulsion trouvée dans la couche
supérieure. L’expérience a été réalisée en trois répétitions et 1’hydrophobicité de surface en %
a été calculée avec I’Equation 2.

Equation 2 : Pourcentage d'hydrophobicité de chacune des souches identifiées **°

DO avant mélange — DO apres mélange
Hydrophobicité (%) = (DOs00mm J oomm P 9¢) * 100%
DOgponmavant mélange

2.2.10 Analyses statistiques

Le prétraitement et 1’analyse des données se sont faits respectivement par les logiciels
Microsoft Excel 365 ® et GraphPad Prism9®. Les expériences ont eté menées en trois
répétitions. Les résultats sont exprimés par les valeurs moyennes des 3 répétitions et sont
comparés par analyse de la variance a un critere (ANOVA 1). Les différences sont
significatives lorsque le seuil de décision p est < 0,05.
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3 Résultats et Discussions

3.1 Résultats

Les echantillons soumis a cette étude, sont des produits fermentés alimentaires (levain avec du
lactosérum, lait fermenté, olive, vinaigre de cidre et fromage frais de chevre) ou non
alimentaires (ensilage) récolté au Maroc et a partir desquels 87 colonies potentiellement
difféerentes sur la base de leur morphologie ont été isolées sur différents milieux sélectifs MRS
(pour les Lactobacillus), RCM (pour les bifidobactéries) et M17 (pour la recherche
d’entérocoques et les lactocoques). Dans 1’optique d’établir une carte d’identité spécifique a
chaque souche, un lot de vingt et une (21) colonies sur les 87 ont été utilisées pour une
identification moléculaire a travers le séquengage de I’ADNI16S et par la spectrométrie de
masse (MALDI-ToF MS) puis complétée par leur caractérisation du point de vue
morphologique (aspect macroscopique et microscopique), physiologique (selon différentes
conditions de croissance) et physico-chimique (par une analyse thermogravimétrique, voir
Annexe 4).

3.1.1 Observations macroscopiques

La caractérisation macroscopique a I’ceil nu des différentes colonies isolées a permis de définir
leurs caractéristiques morphologiques. Alors que certaines colonies bactériennes présentaient
des formes réguliéres de couleur blanchétre avec un fond opaque, des bordures arrondies et
laiteux (A et C), d’autres étaient dures avec des bordures rugueuses (B). Certaines avaient un
aspect gluant et transparents (D et E). D’autres en revanche étaient plus petites avec un contour
transparent (F). Un exemple de morphologies différentes des colonies est proposé dans la
Figure 10.

Figure 10 : Aspect m
lactosérum (MALEM17_1-1), B : vinaigre de cidre (MAPOM17_1), C : fromage de vache
(MAVAMRS2), D : fromage frais de chévre (MACHMRS_1-1), E : lait fermenté (MALAM17_1-2) et F :
olive (MAOLMRS_1-1)

Chacune des colonies isolées obtenues par la technique d’épuisement sur gélose MRS telle que
décrit dans le protocole, présentant des différences morphologiques, ont été sélectionnées pour
une observation au microscope optique. Cette analyse révéle, la présence de bactéries de formes
arrondies (coques) avec des arrangements variés (chainette, grappe ou diplocoque, et certaines
sont en batonnet (bacilles).
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Figure 11: Aspect ‘miCroscopique de quelques souches isolées des échantillons de levain avec du
lactosérum (a), du fromage de chévre (b) et de I’ensilage (c) provenant du Maroc

3.1.3 Identification par sequencage ADN 16S

Un lot de 21 colonies sur 87 isolées des différentes matrices biologiques sont cultivées dans un
bouillon MRS, RCM ou M17. Les culots obtenus par centrifugation a 13000g pendant 3min,
sont utilisés pour en extraire I’ADN. Le séquengage s’est fait en appliquant la technique de
I’ADN 16S telle que décrite dans le protocole expérimental, a révélé la présence de diverses
souches bactériennes dont 1’espece et I’appartenance a un groupe de microorganismes est
confirmée par traitement des séquences a 1’aide de la banque de donnée NCBI-Blastn. Les
résultats obtenus sont consignés dans le Tableau 11.

3.1.4 Identification par spectrométrie de Masse Maldi-ToF

Chacune des 21 colonies identifiées par le séquencage de de I’ADN 168, ont été passées au
spectrométre de masse pour confirmer les résultats obtenus. Sur la base des scores requis pour
une identification fiable (Tableau 9), onze (11) souches ont pu étre correctement identifiées a
partir des isolats bactériens d’une part, et des cultures fraiches dans du bouillon de chaque
milieu cible d’autre part. Parmi les 11 souches, cing (5) sont choisis avec un score supérieur a
2 indiquant une identification sécurisée du genre bactérien. Un seul est considéré comme ayant
une identification du genre probable avec un score inférieur 1,70.

Tableau 11 : Liste des souches identifiées par MALDI-ToF et ADN 16S a partir d’échantillons bruts.

O,
Matrices Code IADN16S (Od.e .., [MALDI-ToF-MS Score
similarité
li Bacill
Olive MAOLMRS 1 [ocus 96,93% R P )]
naturelle paralicheniformis Bacillus licheniformis
Levain . .
avec  du [MALEMRS 1 2 Lactobacillus 99,38% Lactobacillus 232
. plantarum plantarum
lactosérum
MACHMRS 1 1Leuconostoc . 100% Leuconostoc . 29
Fromage de — lpseudomesenteroides pseudomesenteroides
chevre
MACHMRS 2 Leuconostf)c 99.65% Leuconostf)c 242
mesenteroides mesenteroides
) [IMALAMRS 1_2[Enterococcus durans [{100% Enterococcus durans | 2,28
Lait fermenté — : 5 : .
MALAMRS 2_1|Lactobacillus casei 100% Lactobacillus casei 2,37
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|MALAM17 1 1 |Enterococcus faecalis | 100% Enterococcus faecalis (2,27

|MALAM17 2_1|Enterococcus faecalis {96,23%  [Enterococcus faecalis 2,23

MALAM17 2_2 | Enterococcus faecalis |97% Enterococcus faecalis (2,27

MALAM17 3_1 Lactobac_lllus 96,89% Lactobac_lllus 297
paracasei paracasei

MALAM17 3 2 Lactobac_lllus 99.67% Lactobac_lllus 201
paracasei paracasei

3.1.5 Courbe de croissance

La densité optique a 600 nm des cultures bactériennes est suivie pendant 24h (37°C) dans un
bouillon MRS sans ajout de supplément et a permis d’établir un profil de croissance de cing
souches de bactéries lactiques isolées issues aliments fermentés (Figure 12A). Ces souches
sont choisis sur la base de leur score et des pourcentages d’identité les plus élevés.
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Figure 12 : Courbe de croissance bactérienne de cing des souches isolées en bouillon MRS a un pH
initial de 6,8 ; avec une température de 37°C, en anaérobie, sous agitation en mode double orbitale
(amplitude : 1 mm ; fréquence : 270 tr/min), avec une durée 24h de culture (A). Dénombrement réalisé
sur de la gélose MRS dans les mémes conditions de température et de pH aprés une préculture de 18h
dans du MRS liquide (B).
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phase exponentielle pour deux différentes conditions de culture : = milieu MRS liquide a pH 6,8 et 0% de sels biliaires (SB) ;
mmilieu MRS liquide a pH 6,5 et 1% de sels biliaires.
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Les résultats de la Figure 12 indiquent un profil de croissance qui différe d’une espéce a une
autre. Excepté Leuconostoc pseudomesenteroides et Lactobacillus casei qui ont une phase de
latence presqu’identique (croissance ralenti), les quatre autres souches présentent un temps de
latence différent. Cette phase est plus courte respectivement pour Enterococcus durans,
Lactobacillus plantarum et Leuconostoc mesenteroides. Lactobacillus plantarum atteint une
densité optique maximale de 1,89 aprés 9h avant de se stabiliser alors que le maximum pour
Enterococcus durans est de 1,6 aprés 6h de culture. La valeur de DO la plus grande correspond
a celle de Lactobacillus plantarum (1,93) en 8h. Quant a la souche de Lactobacillus casel, elle
présente une valeur maximale de 1,48 alors que sa phase exponentielle qui débute vers 8h de
culture et s’achéve a +/-15h de culture et est par ailleurs la plus longue. Les deux souches de
Leuconostoc restent cependant, a des valeurs de densité optique inférieure a 0,5. Le
dénombrement par un UFC/mL montre une bonne viabilité de I’ensemble des souches dans les
méme conditions décrites précédemment. Les valeurs se situent entre 2.108 et 5.10° UFC/mL.
Concernant le taux de croissance, toutes les souches du genre Leuconostoc ont un taux de
croissance qui est plus élevé a pH 6,5 et 1% SB que dans les conditions initiales (pH 6,8 et
0%SB) (Figure 13).

3.1.6 Mesure du pH

L’étude de I’évolution du pH des cing bactéries lactiques étudiées sur une durée de 72h montre
une tendance différente selon la souche (Figure 14).

Les souches sont inoculées dans un bouillon MRS a un pH initial 6,8 puis 1’évolution du pH
est mesurée a différents intervalle de temps (Oh, 1h 3h 24h et 72h). Lactobacillus plantarum
acidifie davantage le milieu et est la seule a atteindre une valeur de pH en déca de 4 apres 24h
de culture et reste stable au bout des 72h de culture alors que Enterococcus durans,
Lactobacillus casei et Leuconostoc pseudomesenteroides ont un pH qui diminue pratiquement
de 2 unité au bout de 24h culture. Cependant, la souche de Leuconostoc mesenteroides présente
une diminution de pH la plus faible surtout au bout de 24h de culture. Elle atteint ensuite une
valeur de pH égale a 4 apres 72h au méme titre que les quatre autres souches.
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Temps (h)

—= Lactobacillus plantarum L —— Enterococcus durans

—— Lactobacillus casei —— Leuconostoc mesenteroides

Figure 14 : Mesure de 1’évolution du pH au cours d'une culture de 72h a 37°C dans un bouillon MRS

a l’aide d’un pH-métre électronique (doté d’une électrode sentix 41 stockée dans 3mol/l de KCl).

3.1.7 Dosage des métabolites par HPLC
Chaqgue souche de bactéries cultivées en milieu MRS a 37°C est centrifugée (5000g, 10min)
puis leur surnageant est filtré avant d’étre passé au HPLC pour la quantification des acides gras
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a courte chaine qu’elles produisent. La Figure 15 présente les concentrations (g/L) en acides
gras a courte chaine produits en fonction des différentes espéces étudiées.

Acides organiques

26 acide oxalique

24 I acide succinique

22 acide lactiques
% 20+ acide citrique
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mesenteroides durans

Bactéries identifiées
Figure 15 : Détermination par HPLC de la concentration en acides organiques des
surnageants de cultures de 24h a 37°C centrifugées a 5000g pendant 10min puis filtrées a
['aide d’une seringue de 0,22mm. modeéle de ’appareil : AGILENT 1200, Californie, USA; la
phase mobile: H2SO4 5mM, flow: 0,5mL/min, colonne: Aminex HPX-87H, température de la
colonne: 50°C, température de la colonne RID: 45°C, volume d’injection: 15uL, temps: 35min)

Les résultats montrent que 1’acide succinique est produit par seulement deux souches et en
grande partie par Leuconostoc mesenteroides avec une concentration d’environ 7g/L. L’acide
lactique et I’acide acétique sont majoritairement produits par Lactobacillus plantarum avec
respectivement 14g/L et 8g/L. Leuconostoc pseudomesenteroides est la deuxieme bactérie qui
produit plus d’acide lactique et la seule qui produit environ 5g/L. d’acide butyrique.
Enterococcus durans n’a pas produit d’acide acétique contrairement aux 4 autres bactéries.
Leuconostoc pseudomesenteroides est la seule souche qui produit 1’acide butyrique selon les
résultats de cette étude. L’acide succinique uniquement produite par Lactobacillus casei et de
Leuconostoc mesenteroides et une trés faible quantité d’acide formique (moins de 0,5¢/L).

3.1.8 Etude du potentiel probiotique des souches d’intérét

Les tests de performance probiotique sont quant a eux réalisés sur cing (5) souches parmi celles
qui ont donné des résultats satisfaisants lors de I’identification (onze sur vingt et un). Ces 5
souches sont issues de trois produits fermentés (lait fermenté, levain avec du lactosérum et
fromage frais de chevre). Ces souches sont principalement des bactéries lactiques car elles
figurent parmi les probiotiques les plus abondants. A chaque souche est attribué un code qui
tient compte de 1’origine de la matrice (les deux premicres lettres du pays) ; la matrice elle-
méme (les deux premicres lettres de 1’échantillon) ; le milieu d’isolement (trois caractéres) et
le numéro de la colonie sélectionnée avec éventuellement les répétitions (Annexe 2).

3.1.8.1 Tolérance a ’acidité et aux sels biliaires

La capacité des souches a croitre dans des conditions extrémes de pH initiaux (2,5 ; 6,5) et de
sels biliaires (1%) est mise en ceuvre dans un bouillon MRS par la mesure de leur densité
optique au cours du temps (24h). La croissance des deux souches du genre Leuconostoc est
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fortement ralentie avec une phase exponentielle qui débute plus tard vers 14h pour Leuconostoc
mesenteroides et verslOh pour Leuconostoc pseudomesenteroides. Enterococcus durans
présente une phase exponentielle qui s’achéve plus vite (de 2h a 6h) comme le montre la Figure
16A. Cependant, cette souche est la seule a présenter un comportement de croissance lorsque
les conditions du milieu deviennent plus extrémes (pH 2,5 et 1% de sels biliaires) d’aprés la
Figure 16B. Lactobacillus casei montrent une forte croissance.

Croissance pH 6,5 et BS 1%

Croissance pH 2,5 et BS 1%
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Figure 16 : Evolution de la densité optique & 600nm en fonction du temps de cing souches dans deux
différentes conditions de croissance bouillon MRS ; anaérobie 37°C ; (A) : pH6,5BS1%et (B) : pH2,5
BS1%. Les courbes sont obtenues sur la base des valeurs moyennes a DOgoonm €N trois répétitions dans
chaque condition de culture

3.1.8.2 Adhésion aux solvant et autoagrégation
Dans ’optique d’estimer la capacité d’adhésion des souches identifiées, la méthode MATS
(Microbial Adhesion To Solvent) a été employée en utilisant le toluéne comme solvant. Celui-
ci est mis en contact avec les cellules bactériennes lavées deux fois avec du PBS. Les résultats
obtenus a partir des mesures de 1’absorbance a 600nm des cellules suspendues dans du PBS,
montrent que chaque souche a un pourcentage d’hydrophobicité qui est différent. Enterococcus
durans et Lactobacillus plantarum présentent les plus grandes valeurs d’hydrophobicité avec
respectivement 36,8 et 39,2% (Figure 17B). Dans cette analyse, Leuconostoc mesenteroides
n’a pas été utilisé car sa croissance devenait quasi impossible.
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Figure 17 : Mesure de I'autoagrégation a partir des surnageants de culture en fonction du temps (A) et

de I’hydrophobicité des cellule lavées au PBS (pH 7) mise en contact avec un solvant hydrophobe
(Toluéne 99% de pureté) (B)

L’autoagrégation est également investiguée sur les 5 souches. Globalement, les souches
présentent des valeurs moyennes qui sont supérieures a 95% avec de trés faible écart-types
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(Figure 17A). Les résultats de I’anova montrent effectivement que les différences ne sont pas
significatives avec une p-value de 0,337 qui est largement supérieure 0,05.

Tableau 12 : Tableau d'analyse de la variance de l'autoagrégation (A) de souches et de leur
hydrophobicité (B)

ANOVA Hydrophobicité SS DF MS F (DFn,DFd) P value
Treatement (entre colonnes) 1158 4 289,6 F (4, 10) = 4003 P<0,001
Residue (dans chaque colonne) 0,7234 10 0,0724

Total 1159 14

ANOVA Auto agrégation SS DF MS F (DFn,DFd) P value
Treatement (entre colonnes) 2,712 2 1,356 F(2,15)=1,170 P=0,330
Residue (dans chaque colonne) 17,38 15 1,159

Total 20,09 17

Lactobacillus plantarum

Entero

Figure 18 : Aspect microscopique de la formation d'agrégats des cellules bactériennes lavées et laissées
séjournées 5h dans du tampon PBS

3.1.8.3 Indice d’émulsion
La capacité de nos isolats a produire des substances capables de former des émulsions a été
mise en évidence a travers les surnageants des cultures de 18h pour chacune des bactéries
retenues. Ces surnageants sont vigoureusement agités avec du toluéne puis la hauteur
d’émulsion est mesurée apres quelques minutes (Figure 19A) puis aprés 24h (Figure 19B) afin
de déterminer I’indice d’émulsion de chaque souche & deux périodes (t ~ 0 et t = 24h) (Figure
20). D’une maniére générale, I’indice d’émulsion diminue considérablement apres 24h. La
souche de Leuconostoc mesenteroides présente un indice d’émulsion quasiment inchangé et
donc une émulsion stable aprés 24h. On note une réduction considérable de 1I’émulsion du
surnageant de culture des souches de Leuconostoc pseudomesenteroides, Lactobacillus
plantarum et Enterococcus durans apres 24h.

‘ I

g el .y Qo EEet B e — -
Figure 19 : Aspect macroscopique du test d’émulsion entre a t=0h (4) et a t=24h (B) des
surnageants de culture de cing (5) souches d'intérét isolées mise en contact avec un composé
hydrophobe (toluéne)
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Figure 20 : Indice d'émulsion des surnageants de cultures de cing souches avec du toluene (v/v). Cet
indice est obtenu par la mesure de hauteur d’émulsion formée a Oh et apres 24h

3.1.9 Propriéte de biosécurité : sensibilité aux antibiotiques

3.1.9.1 Antibiogramme

La sensibilité aux antibiotiques fait partir des critéres d’innocuité les plus importants dans la
sélection des souches probiotiques **X. Dans cette étude, chaque souche est testée vis-a-vis six
(6) différents antibiotiques que sont : I’érythromycine, le chloramphénicol, la tétracycline, la
pénicilline, la kanamycine et la streptomycine. Les diamétres (mm) d’inhibition sont notés dans
le Tableau 13. La zone d’inhibition montrée par les halos claires autour des antibiotiques testés
est présentée a la Figure 21. On voit clairement que la majorité des bactéries utilisées sont
sensibles aux antibiotiques utilisés. Cependant, aucun halo d’inhibition n’est observé pour
Leuconostoc pseudomesenteroides (E18) alors que Enterococcus durans (E21) présente une
résistance a la tétracycline et a la streptomycine. Leuconostoc mesenteroides n’a cependant,
pas été utilisé car ne présentait pas de croissance.

Tableau 13 : Antibiogramme réalisé avec six (6) antibiotiques différents contre les cing (5) potentiels
probiotiques

ATB et diametre d'inhibition (mm)
Souches ERY 15ug CLR 30pug TET 30pug PEN 10pug KAN 30ug STR 10ug

El7 32 25 11 - 11 11
E18 - - - - - -
E21 25 16 - 23 19 -
E22 32 33 34 19 28 22

E17: Lactobacillus plantarum ; E18: Leuconostoc pseudomesenteroides ; E21:Enterococcus
durans ; E22:Lactobacillus casei
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Figure 21 : Zones d'inhibition de six antibiotiques testés contre les souches isolées

3.1.9.2 Test d’antagonisme
Ce test est réalisé sur du MRS gélosé. Deux souches (E17 et E19) sur cing sont antagonistes
vis-a-vis de Bacillus cereus et de Staphylococcus epidermidis alors que quatre (E17, E19, E21
et E22) sur cinq sont capables d’inhiber E. coli (Figure 22). Les diamétres des zones
d’inhibition sont exprimés en mm dans le Tableau 14.

L'activité antimicrobienne (x) a été calculée comme suit : x = D —d, ou D représente le diametre
de la zone d'inhibition et d le diametre du disque. L'activité antimicrobienne (x) a été
caractérisée et classée en fonction des diameétres de la zone d’inhibition et décrite comme 1égere
(x < 4mm), moyenne (x = 4-8 mm), élevée (x = 8-12 mm) et tres élevée (x >12mm)*2,

La plupart des isolats testés ont montré des zones d’inhibition importantes, mettant en évidence
leur fort pouvoir inhibiteur. Les bactéries notées 22 (E22) et 21 (E21) présentent une zone
d’inhibition de faible diameétre sur les trois pathogénes. La souche E18 ne présente aucune
inhibition quel que soit le pathogéne considéré tandis que la souche E17 présente un diamétre
tres elevé pour les trois pathogenes testes.

N

Figure 22 : Activité antimicrobienne des cing (5) souches identifiées vis-a-vis des souches indicatrices
Bacillus cereus (4), Staphylococcus epidermidis (B) et E. coli (C) inoculées a la surface d’une gélose MRS

Tableau 14 : Mesure des diamétres d’inhibition des isolats exprimés en mm matérialisé par les
signes : +(inhibition) et — pour (pas d’inhibition)

Souches probiotiques E. coli Bacillus cereus | Staphylococcus epidermidis
Lactobacillus plantarum | 15mm 19mm 19mm

Leuconostoc Omm Omm 8mm

pseudomesenteroides
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Leuconostoc 21mm 15 mm 17mm
mesenteroides
Enterococcus durans 15mm 10mm 9mm

Lactobacillus casei 16mm 9mm 10mm

3.2 Discussion

Actuellement, les antibiotiques continuent d’étre utilisés en élevageset en aquaculture malgré
I’apparition des phénoménes de résistance!®. En réponse a cette problématique, les
probiotiques apparaissent comme une solution plus satisfaisante. Ces microorganismes peuvent
maintenir I'équilibre de la flore intestinale, inhiber la prolifération des agents pathogénes dans
I'intestin et prévenir l'inflammation*3+. Elles sont d’origine alimentaire ou non%®,

Ce présent travail vise a étudier le potentiel probiotique des bactéries isolées et identifiées de
divers produits biologiques fermentés. Plusieurs tests ont été réalisés pour observer les
caractéristiques probiotiques de nos souches. Il s’agit entre autres de I’inhibition de pathogénes,
la sensibilit¢ aux antibiotiques, les propriétés d’adhésion, la résistance aux conditions
gastrointestinales et la production d’acides organiques.

L’ensemble des isolats ont été identifiés par la technique de MALDI-ToF/MS etde ’ADN 16S
avant de réaliser I’ensemble des tests de performance évoqués ci-dessus.

Pour le MALDI-TOoF, I’identification est principalement basée sur I’identification des protéines
ribosomales tres abondantes dans tous les microorganismes. Les motifs caracteristiques de ces
protéines sont comparés a ceux stockés dans une grande base de données, afin de déterminer
I'identité du microorganisme jusqu'au niveau de l'espéce!*®. Un score supérieur a 2 ou compris
entre 2 et 3 indique une bonne fiabilité et une forte probabilité de 1’identification de I’espéce
(Tableau 9)**. A I’exception d’une seule souche dont le score d’identification est de 1,7, le
reste des souches présentent un score compris en 2,02 et 2,37. Ces mémes scores ont aussi été
considérés dans I’identification des bactéries lactiques isolées a partir de poissonst06:137.138,
Bien que des cultures sur gélose et liquide ont été utilisées, aucune différence n’a été observée
au niveau des résultats de I’identification des espéces microbiennes. Cela a également été
rapporté par un groupe recherche montrant que les conditions de culture ne peuvent affecter
que la physiologie microbienne et le profil d'expression des protéines et non 1’identification
microbienne par MALDI-ToF MS%, Une autre équipe de recherche a aussi signalé que les
conditions de culture et le temps de culture n‘avaient pas d'incidence sur l'identification
microbienne par cette méme technique®®. Cette technique protéomique permet I'identification
bactérienne en quelques minutes avec une grande précision par rapport a lI'analyse génétique
de routine. En effet, I’identification par le séquengage de I’ADN 16S nécessite en plus de la
culture, I’extraction et la purification de I’ADN avant séquencage et ensuite comparaison des
résultats obtenus avec des bases de données en ligne. Globalement le processus est donc plus
long que I’analyse par spectrométrie de masse. Néanmoins, les scores obtenus étaient suffisants
pour une identification fiable et identique a celle obtenue par MALDI-ToF MS. L’dentification
par MALDI-ToF MS présente toutefois des limites. En effet, I'identification de nouveaux
isolats n'est possible que si la base de données spectrales contient des empreintes digitales de
masse peptidique des souches types de genres/espéces/sous-espéces/souches spécifiques 1%.
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Cette stratégie de confrontation de ces deux méthodes a également été mise en ceuvre avec
succes par les travaux de Lawton et al., (2018) pour la détermination du genre bactérien de
souches isolées des oiseaux sauvage et des poulets Cependant, leurs résultats au niveau de
I’assignement de I’espece étaient significativement différents. Les principaux problemes
rencontrés avec le MALDI-Tof MS sont liés aux scores qui sont quelque peu limités lorsqu'il
s'agit d'identifier et de différencier des souches et des especes étroitement apparentéest4:,

La fermentation qui est un processus biologique généralement rencontré dans les aliments, est
le résultat de I’activité de différentes souches microbiennes. Parmi ces microorganismes on
retrouve ceux qui ont un effet bénéfique sur I’hote. Ils sont appelés « probiotiques » lorsqu’ils
obéissent aux critéres définis par la FAO. Parmi ces probiotiques 1’on retrouve les bactéries
lactiques'#?® qui font I’objet notre étude. En effet, les aliments fermentés utilisés dans notre
cas ont révélé la présence de souches potentiellement probiotiques notamment Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus casei, Enterococcus durans Leuconostoc mesenteroides et
Leuconostoc pseudomesenteroides comme le rapportent plusieurs études!*3144,

L’inhibition des germes pathogénes constitue une propriété essentielle recherchée chez les
probiotiques'*>14¢, Parmi les souches appartenant au groupe lactique testés quatre
(Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus durans et Lactobacillus
casei) ont montré une zone d’inhibition avec des diametres variant entre 9 et 21mm autour des
pathogenes E. coli, Staphylococcus epidermidis et Bacillus cereus. La souche E21
(Enterococcus durans) présente une inhibition contre E. coli, B. cereus et S. epidermidis avec
respectivement 15 mm, 10 mm et 9mm. Ces résultats sont supérieurs a ceux de Pieniz et al.,
(2014) qui ont montré qu’une souche de Enterococcus durans LAB18s inhibe les mémes
microorganismes indicateurs avec respectivement de 7,2 mm; 7,5 mm et 9,1mm de
diametres'*. Ces différences pourraient résider dans le choix des souches bactériennes étudiées.
La souche E22 (Lactobacillus casei) inhibe le pathogéne E. coli avec 16 mm de diamétre
d’inhibition contre 8 mm trouvé par Turgay et al., 2006. La différence de résultats obtenus
s’explique par la méthode employée pour réaliser ce test. En effet, I’activité inhibitrice mise en
évidence par ces auteurs, est basée sur I'utilisation des surnageants de culture alors que dans
notre cas, il s’agit d’une culture neuve de Lactobacillus casei dans un bouillon MRS. Le
pouvoir antagoniste semble étre courant chez les bactéries lactiques issues des produits
fermentési®2. Les valeurs de diameétres d’inhibition trouvées dans notre étude, se situent
pratiquement dans le méme intervalle que ceux trouvés par de récentes études sur le pouvoir
inhibiteur des souches de bactéries lactiques isolées d’une espéce de crustacé vivant (Artemia
sp)'3L. Cependant, les auteurs de cette étude ont plut6t utilisé le surnageant de culture de ces
bactéries lactiques pour atteindre ces valeurs (2 @ 27 mm) d’inhibition contre les pathogénes.
Cet effet d’antagonisme est peut-étre la conséquence de la production de bactériocines, mais
aussi d'autres facteurs d’inhibitions, tels que la production d’acides organiques et de peroxyde
d’hydrogéne!4’148, En effet, une autre étude utilisant les plantaricine K25, LD4 et 149, des
bactériocines produites par différentes souches de L. plantarum isolées d’aliments fermentés
ont exercé une forte activité inhibitrice respectivement par la dégradation de la surface
membranaire de Bacillus cereus'#?, des perforations au niveau de la membrane des cellules de
E. coli 14 et par interaction avec les membranes des bactéries gram+ notamment le genre
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Staphylococcus '*°. Partant de ces résultats, nous pouvons considérer que nos souches
inhibitrices sont des candidats probiotiques potentiels.

Dans la continuité de la caractérisation de nos souches potentiellement probiotiques, des tests
de sensibilité aux antibiotiques sont effectués. Les diamétres des zones d'inhibition, mesurés
ont permis définir pour chaque antibiotique testé les souches résistantes et celles sensibles.
Selon le comité antibiotique de la Société Francaise de Microbiologie'?* une bactérie est
résistante a un antibiotique si le diamétre de la zone d'inhibition est inférieur a 8 mm,
intermédiaire si le diametre est compris entre 8 et 22 mm. Au-dela de 22 mm, la bactérie est
considérée comme sensible a l'antibiotique'®. Sur la base de ce critére, la souche E17
(Lactobacillus plantarum) est totalement sensible a I’érythromycine (macrolides) et au
chloramphénicol tandis qu’elle résiste a la streptomycine. Cette résistance a la streptomycine
peut étre conférée par les genes intrinseques de résistance aux aminosides (aac(6')-aph(2"),
ant(6) et aph(3")-111a)*%. Ces résultats sont en adéquation avec ceux de Wong et al., 2015 qui
ont montré qu’avec un diametre > Smm, des suppléments alimentaires principalement des
souches de bactéries lactiques, étaient sensibles a 1’érythromycine et a la streptomycine 51,
Cependant, la souche E18 (Leuconostoc pseudomesenteroides) présente une résistante totale a
tous les ATB testés. Des résultats contradictoires ont été trouvés par Wang et al., 2018. En
effet, selon leurs résultats de I’antibiogramme, cette souche était sensible a I’ Amoxicilline, a
I’Erythromycine et a la Tétracycline'®?. Cette souche serait donc inexploitable en tant que
probiotique selon les critéres définis par la FAO%. Quant a la souche E22 (Lactobacillus
casei), elle présente une sensibilité presque totale a la pénicilline contrairement a ce qui est
trouvé par Turgay et al., 2006. En effet, selon leurs résultats, Lactobacillus casei présentait
une résistance totale a tous les antibiotiques trouves, notamment a 1’Oxacilline (une pénicilline
du groupe M, I’Ampicilline (une pénicilline du groupe A) et a la Tobramycine (aminoside).
Cette différence surtout au niveau des groupes de pénicilline pourrait s’expliquer par les
concentrations d’antibiotiques utilisées'®3. En effet, ces chercheurs ont utilisé 1ug d’Oxacilline,
une concentration dix fois inférieure a la n6tre (10uQ).

La majorité des activités antimicrobiennes des souches probiotiques est associé a leur aptitude
aproduire et a libérer dans leur environnement!>*, des acides organiques notamment des acides
gras a courte chaine (acide lactique, acide acetique, acide citrique, acide malique, acide
oxalique, acide succinique, acide butyrique, acide propionique, acide valérique)%2. Au regard
de I’'importance de ces composés, notre étude a pu identifier avec succés quelques-uns, produits
par les souches isolées. On constate que Lactobacillus plantarum est la souche qui produit la
plus grande quantité d’acide lactique et d’acide acétique comme le démontrent les résultats de
Nathan et al., 2021 et de Saelim et al., (2017)47.1%5, Ceux-ci suggérent que ces composés
organiques sont impliqués dans les activités antagonistes observées précédemment. Ces
résultats coincident avec ceux de Tajero et al., 2012, qui ont observé des effets des substances
antimicrobiennes issues des surnageants de culture a pH 7147,

D’apres les résultats de la Figure 14, la diminution du pH est fonction de la souche. La plupart
des souches de bactéries lactiques étudiées ici présentent une diminution du pH signe de
I’augmentation du taux d’acidité qui est un indicateur de la production d’acide organique.
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La tolérance aux conditions gastrointestinales, en 1’occurrence I’acidité et la présence de sels
biliaires, a permis de mettre en évidence une propriété indispensable dans la caractérisation des
souches probiotiquest'. Les résultats montrent que dans un milieu a pH acide (2,5)
supplémenté de 1% de sels biliaires, Enterococcus durans est capable de croitre avec une
augmentation légéere de la DO qui passe de 0,1 a environ 0,5. Ces résultats corroborent avec
ceux de C.M Franz et al., (2001) qui ont montré que cette souche isolée d’un produit
alimentaire posséde des enzymes capables d’hydrolyser de 44% les sels bilaires'®®. Les autres
souches de bactéries lactiques quant a elles ne présente aucun signe de croissance selon la
mesure de la densité optique. Leur croissance a peut-étre été inhibé par le milieu trop acide (pH
2,5). Le traitement a 1’acide influence fortement la croissance de certains probiotiques comme
1I’ont montré les travaux de certains auteurs qui n’ont observé aucune croissance de ces souches
de bactéries lactiques sur de la gélose MRS aprés un traitement a 1’acide et a la bile de beeuf.
Des résultats qualitatifs ont également confirmé qu’apres une culture en bouillon MRS (pH 6,5
et 1% SB ; pH 2,5 et 1% SB) puis un étalement sur gélose, Enterococcus durans est la seule
souche a présenter des colonies sur la gélose MH aprés 24h d’incubation. Cela montre
clairement que toutes les souches n’ont pas la capacité de résister a de telles conditions. Ces
résultats se rapprochent de ceux obtenus par Pieniz et al., (2014) qui ont observé une stabilité
d’une souche d’Enterococcus durans précisément E. durans LAB18s dans un milieu similaire
au conditions intestinale a pH 3 en présence de 1% de SB.

L’hydrophobicité des souches isolées est utilisée pour prédire la capacité d’adhésion
bactérienne a un substrat hydrophobe (le toluéne). Les résultats montrent que les souches
d’Enterococcus durans et Lactobacillus plantarum affichent une plus grande affinité pour le
toluene avec respectivement 39,5 et 36,7% d’hydrophobicité. Ces valeurs indiquent la nature
hydrophobe de la surface externe de cellules bactérienne étudiées qui est trés souvent impliquée
dans les interactions avec les pathogénes. La différence d’hydrophobicité est hautement
significative avec une p-value<0,001. Cependant, ces pourcentages d’hydrophobicité sont
largement inférieurs a ceux trouvés par Wouters et al., (2015) qui ont obtenu au moins 80%
d’hydrophobicité pour les souches de Lactobacillus étudiées®=°.

L’autoagrégation est une autre fagon indirecte de mesurer I’adhésion bactérienne. Cette mesure
a été effectuée a différents intervalles de temps et montre que nos souches ont une grande
capacité d’autoagrégation avec au moins 85% au bout de Sh d’incubation. Adesokan et al.,
(2021) ont aussi montré que les souches de probiotiques isolées présentaient une
autoagrégation de plus de 95% apres 20h d’incubation®®’.

Les propriétés émulsifiantes des souches sont testées en agitant vigoureusement les surnageant
de culture avec du toluéne (v/v). Ce parametre est évalué en déterminant I’indice d’émulsion
pour chaque bactérie a différentes périodes. Cet indice renseigne sur la capacité et la stabilité
des émulsions formées. On constate que I’indice d’émulsion diminue fortement dans chaque
cas apres 24h sauf pour Leuconostoc mesenteroides dont les valeurs restent presqu’identiques
(9%) aprés 24h. Ces résultats indiquent la capacité de cette souche a produire de composes
stabilisant une émulsion mais ne formant pas plus d’émulsion que ceux de Lactobacillus caseli,
Lactobacillus plantarum et Leuconostoc pseudomesenteroides. Ces propriétés tant en capacité
qu’en stabilité émulsionnante seraient la conséquence de la présence de biomolécules a activité
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interfaciale (ex.: biosurfactants) dans le surnageant de culture des différentes souches
caractérisées.
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Conclusion et perspectives

A I’issu de cette étude, il convient de retenir que plusieurs souches ont été identifiées par Maldi-
ToF-MS et le séquencage de I’ADN 16S. L’obtention des résultats concordant permet d’attester
de la fiabilité de ces techniques. Cependant, des limites ont été observées chez chacune des
méthodes notamment, une durée plus longue pour la méthode de séquencage de I’ADN 16S et
I’identification de nouvelles souches microbiennes ne figurant pas dans une base de données,
compromet la pertinence de la méthode protéomique (Maldi-TOF MS). Cing souches ont été
isolées de quelques produits fermentés des pays du sud et utilisées pour évaluer les potentialités
probiotiques qu’elles disposent. Elles ont effectivement présenté des propriétes intéressantes
telles que la résistance aux conditions gastrointestinales, le pouvoir antagoniste, 1’inhibition
d’agents pathogénes comme Bacillus cereus, E. coli et Staphylococcus epidermidis, la
production de I’acide organiques et la capacité d’adhésion. Leuconostoc mesenteroides et
Leuconostoc pseudomesenteroides sont des souches effectivement différentes, au regard de
leur propriété a former une émulsion stable, leur caractére hydrophobe, leur spectre d’action
contre les pathogeénes testés. Les tests de biosécurité se sont avérés rassurants ou la majorité
des souches étaient sensibles a une large gamme d’antibiotiques. L’étude de ces souches mérite
d’étre approfondie afin de mieux appréhender I’effet bénéfique observé chez chacune et
d’effectuer des applications in vivo particulierement en agriculture car il prévaut encore des
doutes sur le caractére probiotique de certaines souches comme Enterococcus durans malgré
toutes ses propriétés intéressantes observees.

Pour consolider ces résultats et mieux appréhender I’effet bénéfique observé chez les souches
retenues, il convient d’effectuer des applications in vivo sur les animaux d’élevage.

La détermination précise des mécanismes d’action par lesquels ces bactéries ou leurs
métabolites contribuer au renforcement de I’immunité de I’hote (homme, animal ou végétal),
permettra d’adopter une réponse plus efficace dans les méthodes de sélection.

Les recherches futures sur les probiotiques devraient étudier I'interaction entre des souches
bactériennes spécifiques ou développer des méthodes intégrant des prébiotiques dans les
milieux de culture afin d’accroitre leurs potentialités, leur capacité a résister a des conditions
plus hostiles. 1l convient également de prendre en compte de I’importante corrélation entre
’hote, 1’alimentation et les microorganismes pour maximiser leur effet probiotique.
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4  Annexes
4.1 Milieu de culture

e Geélose MRS

PEPLONE 0B CASEINE ....oveeveeeieesieeie ettt et e e re e enne e 109

EXErait de VIANGE ......oviiiiiiee s 59

EXIrait A€ IOVUIE ..o 59

GIUCOSE SOIUBIE ... 20 ¢

ACELALE A8 SOUIUM ..ttt 59

TWEEBN B0 .o +/-1,009g

Citrate de tri-ammONIUM ........cooiieiieiecee e 29
Di-potassium d’hydro@ene CItrate ..........cccereiririiiieieec s 29
Sulfate de MANGANESE ......cveieeiieie et 0,19

Sulfate de MAGNESIUM .......civeiiiieieee e 0,19

Pour 1 litre de milieu:

TIYPIONE. .. 2,509
Peptone pepsique de Viande...........ccvevveieeiieiie e 2,509
Peptone papainique de SOJa ........cccveveveerieiiiesierieeseeseeseesie e e 5009
Extrait autolytique de l1evure............cooevviiniii 2,500
EXtrait de VIaNde ........ccoviiieiii e 5009
LACTOSE ...ttt 5009
Glycérophosphate de SOdium .........ccccooiiiiiiiiiecee e, 19,00 g
Sulfate de MagNESIUM .........ccoeoiiiiiiee e 0,259
ACIAE ASCOTDIGUE ....vveveieiiecieee e 0,50 ¢
Agar agar baCtériologiqUE..........ccueereieerereiseseeee e 15,00 g
pH 7,2 Stérilisation a 120°C pendant 20m

e RCM

Difco™ Reinforced Clostridial Medium
Approximate Formula* Per Liter

PEPLONE ..o 10.0g
EXtrait de VIande ........ccccovveieiieiecc e 10.0¢
EXtrait de IeVUre ......coooiviiiieceee e, 309
DEXIIOSE ....eeeiiiieiiiee et 50¢9
Chlorure de SOdium ........cccccviieiieireecee e 509
AMIdon SOlUBIE ..o 109
L-Cystéine HCl .......oovveiiiciececcee e 059
Acétate de SOdIUM .......ccccovviieiiecr e, 309
AGAN <. 05¢g
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4.2 Solution tampon
e [Eau petonné

Chlorure de SOdIUM........ccviiiiiece e 5009

PEPLONE ..o e 1,00 ¢

TWEEN B0 vt +/-1,00 g
e Tampon phosphate (PBS)

NACH e

PEPLONE € CASEINE.......ueivieieeiecieecte ettt sra e

EaU dIStIIEE.......ocveeeeece e e

Annexe 1 : Composition de milieu de culture et solutions tampons utilisés

Numéro
de
réféerence | Matrice ID souche Aspect macroscopique
arrondi, bordure
transparante et centre
12 | Vinaigre de cidre VPO1 laiteux
grosse colonie jaunatre
13 | Vinaigre de cidre VPO?2 laiteux
Olive naturel informe, transparant et
14 | désamérisé OLNF1 gluant, intérieur liquide
Olive naturel informe, transparant et
15 | désameérisé OLNF2 gluant, intérieur liquide
16 | Lévain LEV (1)1 arondi blanchétre laiteux
arrondi, petites colonies
17 | Lévain LEV (1)2 transparantes
fromage frais de petites colonies arrondis et
18 | chévre CHE (1)1 laiteux
fromage frais de petites colonies arrondis et
19 | chévre CHE2 laiteux
Fromage frais de
20 | vache VAC (4)1 arondi blanchétre laiteux
21 | Lait fermenté LAI (1)2 laiteux transparant
arrondi, petites colonies
22 | Lait fermenté LAI (2)1 transparantes
Olive naturel Iégerement jaunatre et
23 | désamérisé OLIV (1)1 laiteux
fromage frais de
24 | chévre CHE3
25 | Ensilage SN2B (7)
26 | Ensilage SN5B (1)
Lait fermenté MN4A(4)
Lait fermenté MpH5B
Olive naturel
désamérisé ONA4A (1)
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Olive naturel
désamérisé

OpH2B (1)

Annexe 2 : Liste de quelques colonies isolées des différentes matrices utilisées dans cette étude

Query
ID souche ADN16S cover MALDI-TOF 1 Score
MAPOMRS 2 |Bacillus thuringensis 98,05% Bifidobacterium animalis [2,05
MAOL MRS 1Bacillus paralicheniformis|96,93% Bacillus licheniformis 2,09
Lysinibacillus
MAOL MRS 2|Bacillus sp/ licheniformis |{100,00% |boronitolerans 1,95
MALEMRS |Lactoplantibacillus
11 pentosus 98,02% Lactobacillus plantarum |1,92
MALEMRS | Lactobacillus plantarum
12 99,38% Lactobacillus plantarum 2,32
MACHMRS |Leuconostoc Leuconostoc
11 pseudomesenteroides 100% pseudomesenteroides 2,2
Leuconostoc Leuconostoc
MACHMRS 2 |mesenteroides 99,65,62% |mesenteroides 2,42
MALAMRS
12 Enterococcus durans 100% Enterococus durans 2,28
MALAMRS
21 Lactobacillus casei 100% Lactobacillus casei 2,37
MAENMRS 7 |Bacillus sp 99,69% Bacillus sp 2,4
MAENMRS 1 |Bacillus sp 100% Bacillus sp 2,35
MALAM17
11 Enterococcus faecalis 99% Enterococcus faecalis 2,27
MALAM17
12 X Enterococcus italicus 2,15
MALAM17
21 Enterococcus faecalis 96% Enterococcus faecalis 2,23
MALAM17
2 2 Enterococcus faecalis 100% Enterococcus faecalis 2,27
MALAM17
31 Lactobacillus paracasei  |[100% Lactobacillus paracasei |2,27
MALAM17
32 Lactobacillus paracasei |[100% Lactobacillus paracasei 2,21
MAOLM17 |Lacticaseibacillus
12 paracasei 100% Micrococcus luteus 2,19
MAVAM17 |Enterococcus faecalis (seq
12 pas top) 100% Kluyveromyces lactis 2,09
MAVAM17
2.2 X Kluyveromyces lactis 2,16
MACHM17 1 |Bacillus thuringiensis 100% Lysinibacillus sphaericus 2,11

Annexe 3: Liste des 21 souches identifiées par séquencage de I'ADN 16S et spectrométrie MALDI-ToF
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Annexe 4 : Résultats de I'analyse thermogravimétrique des cing souches bactériennes sélectionnées
sous la forme lyophilisée. L analyse réalisée a ['aide du TGA/DSC 1 star system de chez Mettler
Toledo avec une gamme de température compris entre 25 et 600°C pendant 2h
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