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Figure 1: Schéma du systéme protéolytique de Lactococcus lactis (Kunji et al., 1996)
Chapitre I
Article 1
Figure 1: SDS-PAGE (12%) of UHT skim milk treated with proteolytic LAB cocei isolates
for 24 h at 37°C. C: control. Samples | and 2: Domiatti cheese from Alexandria.

Samples 3: Domiatti cheese from Damietta. Samples 4, 5 and 6: Domiatti cheese from

Tanta.
Figure 2: Growth curve in M17 broth (W) or in skim milk (A} and pH curve (O) of

Enterococcus faecalis HH22 and Enterococcus faecium D0623 during incubation at
37°C during 24h. Experiments were performed three times and the results are
expresses as mean plus the standard error.

Figure 3: SDS-PAGE (a and c¢) of Na-caseinate incubated for different periods 3, 6, 9 and
24h at 37°C at pIl 7.2 with Enterococcus faecalis HH22 (a and b) and Enterococcus
Jaecium DO623 (¢ and d). RP-HPLC profiles (b and d) were obtained after 24 h
hydrolysis. Sample (S, -) as compared to control (C, - - -).

Figure 4: SDS-PAGE profile of denaturated whey proteins incubated for 3, 6, 9 and 24h at
37°C at pH 7.2 with Enterococcus faecalis HH22 (S) as compared to control (C).

Figure 5: Hydrolysis of Na-caseinate by Enferococcus faecalis HH22 and Enterococcus
Jaecium DO623 at different pH values after 24 h incubation at 37°C (upper part) and at
different temperatures after 24 h incubation at pH 7.2 (lower part).

Figure 6: Lffect of mhibitors (EDTA, PMSF, and lodoacetic acid) on hydrolysis of Na-
caseinate by Enterococcus faecalis HH22 and Enterococcus faecium D0O623.

Article 2

Figure 1: SDS-PAGE of UHT skim milk treated with some proteolytic lactobacilli strains for
24 h at 37°C.

Figure 2: Growth curve (open square) and pH value (filled circle) of Lactobacillus fermentum
IFO3956 grown in MRS broth (a) and skim milk (b) at 37°C during 24 h.

Figure 3: SDS-PAGE (a and ¢) and RP-HPLC (b and d) profiles of Na-caseinate and
denaturated whey proteins incubated for different periods (3, 6, 9 and 24 h) with
Lactobaciflus fermentum IFO3956 (8) as compared to control (C) at 37°C.



Figure 4: SDS-PAGE profile of Na-caseinate hydrolyzed by Lactobacillus fermenium
IFO3956 at different pH values after 24 h incubation at 37°C.

Figure 5: SDS-PAGE profile of Na-caseinate hydrolyzed by Lactobacillus fermentum
[FO3956 at different temperatures after 24 h incubation at pH 7.2.

Figure 6: SDS-PAGE of Na-caseinate treated with Lactobacillus fermentum 1F03956 in the
presence of EDTA (lane 3), PMSF (lane 4) and iodoacetic acid (lane 5). Lane I Na-
caseinate, lane 2 Na-caseinate treated by Lactobacillus fermentum IFO3956 in absence

of inhibitors.

Travaux complémentaires
Figure 2: SDS-PAGE a 12% d’échantillons obtenus aprés 24 h d’incubation a 37 °C en
présence de différents isolats et contrdle sur du lait UHT écrémé. C: Controle sans
isolat; 1, 3, 4, 6, 7, 9: coques obtenus a partir de fromage Ras ayant subi une
maturation et originaire de Tanta ; 2, 5 et 8 : lactobacilles
Figure 3: SDS-PAGE a 12% d’échantillons obtenus apres 24 h d’incubation & 37 °C en
présence des différents isolats et contrdle sur du lait UHT écrémé. CN, CL:
Contrdles ; 1, 3, 4, 6, 9 : Coques obtenus & partir de fromage Ras ayant subi une
maturation et originaire de Tanta ; 2, et 5 : Lactobacilles
Figure 4: SDS-PAGE du caséinate de sodium aprés différents temps d’incubation (3, 6, 9 et
24 h) avec Lactobacillus fermentum IFO3956, Lactobacillus rhamnosus LMS2 et
Lactobacillus plantarum JDM1 a 37° C. S caséinate de sodium incubé avec la
souche ; C ; caséinate de sodium incubé sans souche.
Figure 5: SDS-PAGE 24 12% d’échantillons obtenus apres 24 h d’incubation a 37 °C en
présence de différentes souches et contrdle sur du caséinate de sodium a diftérents pH.
Figure 6: SDS-PAGE 4 12% d’échantillons obtenus apres 24 h d’incubation & diffeérentes

température en présence de différentes souches et contrdle sur du caséinate de sodium.

Figure 7: SDS-PAGE du caséinate de sodium (C) hydrolysé par le surnageant de culture de
Lactobacillus fermentum 1F03956, Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus

plantarum JDM1, en présence ou non d’inhibiteurs

Chapitre 11
Figure 1: SDS-PAGE profile of Na-caseinate hydrolysate obtained by Lactobacillus
fermentum TFO3956 after 5 and 24 h incubation at 37 °C on different media [MCA



(lane 2); CYG (lane 3); RSM (lane 4); MRS (lane 5)] as compared to control (Na-
caseinate without strain, lane 1).

Figure 2: SDS-PAGE profile of Na-caseinate hydrolysate (3 and 24 h incubation at 37 °C) by
Lactobacillus fermentum IF03956 supernatants obtained by treating bacterial cells
with different detergents: 1% SDS (lane 2); 1% Triton X-100 (lane 3); and 1% Tween
80 (lanc 4) as compared to non-hydrolyzed Na-caseinate (lane 1).

Figure 3: Gelatin SDS-PAGE zymogram patterns of Lactobacillus fermentum TF03956
supernatants obtained after cultivation for 48 h at 37 °C on MCA and subsequent
incubation for 24 h at 37 °C with different detergents [1% SDS (lane 2); 1% Triton X-
100 (lane 3) and 1% Tween 80 (lane 4)]. Lane 1 is molecular weight markers.

Figure 4: cg;-Casein sequence and peptides released by the proteolytic action of Lactobacilli
fermentum 1F03956 after 24 h incubation at 37 °C, as indicated by arrows. The
peptides marked by borders show the main 8 epitopes reported originally by
Chatchatee et al. (2001) and the peptide marked by a shadow refers to a new epitope
reported by Lin et al. (2009). The sequence uses the one-letter amino acid code and the
phosphorylated serines are indicated by S.

Figure 5: Binding of as;-casein (@) and its Lactobacillus fermentum hydrolysate (W) to IgE
in the sera pool of CMA patients. Averages are indicated by horizontal black bar.

Travaux complémentaires
Figure 8: SDS-PAGE des caséines ag; et B aprés 24 h d’incubation avec Lactobacillus
fermentum IF03956 (1), Lactobacillus rhamnosus LMS2 (2) et Lactobacillus
plantarum JIDM1 (3) 437 ° C. CA: caséine o) incubée sans souche ; CB : caséine p
incubée sans souche.
Figure 9: Profils RP-HPLC des caséines sy et f aprés 24 h d’incubation avec Lactobacillus

fermentum TFO3956, Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus plantarum
IDM1 a 37 °C.

Figure 10: Détection par PCR de génes codant pour des protéases connues dans les souches
Lactobacillus fermentum 1FO3956 (LF), Lactobacillus rhamnosus LMS2 (LR) et
Lactobacillus plantarum JDM1 (LP).

Figure 11: Immuno-réactivité des hydrolysats de caséine o) apres 24 h d’incubation avec
Lactobacillus rhamnosus LMS2 (B) et Lactobacillus plantarum JDMI1 (C) a 37° C et

d’un contrble (A) obtenu par incubation de la caséine o en absence de souche.



Figure 12: Immuno-réactivité des hydrolysats de caséine P aprés 24 h d’incubation avec
Lactobacillus fermentum IF03956 (D), Lactobacillus rhamnosus LMS2 (B) et
Lactobacillus plantarum JDM1 (C) & 37° C et d’un contrdle (A) obtenu avec de la

caséine [} incubée sans souche.

Chapitre I11

Figure 1: Evolution of bacteriocin production during the growth of (A) Enterococcus faecium
E980 and (B) Enterococcus faecium TX1330 in M17 broth at 37 °C. Bacteriocin
concentration (BC) is expressed as arbitrary units per millilitre (AU/ml). pH (2); OD
600 nm (@).

Figure 2: PCR detection of genes encoding known enterocins in Enferococcus faecium
isolates.

Lane 1: molecular marker (100 bp), lane 2: Enterocin 31; lane 3: Enterocin S48; lane 4:
Enterocin L50A; lane 5: Enterocin Q; lane 6: Enterocin P; lane 7: Enterocin Cyl; lane
8: Enterocin B and lane 9: Enterocin A.

Figure 3; Multiplex PCR detection of genes encoding major virulence factors in Enterococcus
faecium TX1330 (B) and Enfterococcus faecium E980 (C) as compared to the reference
strain, Enterococcus faecalis MMHS594 (A).

Lane 1: molecular marker (100 bp); lane 2: asal; lane 3: esp; lane 4: ace; lane 5: efaAfs; lane

6: cyld; lane 7: ¢ylB and lane 8: molecular marker (1 kb).



Tableau (1): Caractéristiques différenticlles des bactéries lactiques

Tableau (2): Systémes de transports d’acides aminés identifiés chez les bactéries lactiques
(Kunji et al., 1996)

Tableau (3): Un glossaire des termes liés a 'allergie (Hayakawa et al., 1999)

Tableau (4): Allergénes alimentaires les plus fréquents chez 'enfant et chez I'adulte
(données du CICBAA) (Moneret-Vautrin, 2008)

Tableau (5): Classification des bactériocines de bactéries lactiques

Tableau (6): Distribution des produits laitiers recueillis en Egypte

Tableau (7): Amorces de PCR utilisées pour la détection de génes codant pour les protéases
connues

Tableau (8): Amorces de PCR utilisées pour la détection de génes codant pour les
enterocines connues

Tableau (9): Amorces de PCR utilisées pour la détection de génes codant pour les facteurs de

virulence connus

Chapitre I
Table 1: Identification of lactobacilli isolates in dairy products collected from Egyptian local

regions

Travaux complémentaires

Tableau (10): Distribution des bactéries lactiques qui présentent une forte activité
protéolytique dans les produits laitiers traditionnels Egyptiens
Tableau (11): Distribution et identification des souches protéolytiques collectées a partir des

produits laitiers Egyptiens

Chapitre 11
Table 1: Characterization of the 24 peptides contained in hydrolysate of ogi-casein by

Lactobacillus fermentum IFO3956



Travaux complémentaires

Tableau (12): Inhibition de la fixation des IgE a la caséine ag; (contrdle) et a ses hydrolysats
obtenus par ’action protéolytique de Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus
plantarum JDM1 apreés 24 h d’incubationa 37 ° C

Tableau (13): Inhibition de la fixation des IgE a la caséine B (contrdle) et & ses hydrolysats
obtenus par 1’activité protéolytique de Lactobacillus rhamnosus LMS2, Lactobacillus
plantarum JDM1 et Lactobacillus fermentum IFO3956 aprés 24 h d’incubation & 37
°C

Chapitre ITI

Table 1: PCR primers and products used for the detection of genes encoding for the virulence
factors and known enterocins

Table 2: Geographical distribution of lactic acid bacteria (LLAB) isolates collected from
Egyptian dairy products

Table 3: Effect of some physicochemical factors on the antimicrobial activity of lactic acid
bacteria isolates against Lactobacillus brevis 145

Table 4: Antibiotic resistance of Enterococcus faecium E980 and Enterococcus faecium

TX1330
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Généralement les produits laitiers traditionnels Egyptiens sont obtenus sans addition
de levains industriels. Les principaux fromages traditionnels sont Ras, Domiatti et Kareish et
les principaux produits laitiers fermentés sont Zabady et Laban rayeb. En Egypte, différents
laits crus (vache, bufflesse, brebis, chévre et chamelle) sont consommés. Récemment,
'organisation égyptienne de normalisation et de conirdle de qualité a recommandé que
différents produits laitiers doivent &tre fabriqués a partir de lait pasteurisé. Cette
recommandation visait 4 produire des produits laitiers stables et de haute qualité pour la santé.
Par conséquent, il y a une grande demande de nouvelles cultures ‘starter’ pouvant &tre

utilisées dans les produits laitiers égyptiens (El Soda et al., 2003).

L'intérét des consommateurs pour divers produits alimentaires fermentés comme les
produits laitiers, les légumes et les viandes fermentées a considérablement augmenté ces
dernicres années grice 4 la perception positive de I'impact sur la santé des consommateurs de
ces produits considérés comme bénéfiques. Par conséquent, il y a un besoin évident de
recherche de nouveaux agents de conservation des aliments, de préférence d'origine naturelle,
et principalement produits par des organismes relativement bien connus et largement
acceptés. Dans cet aspect, les bactéries lactiques (LAB) ayant le statut ‘Generally recognized
as safe’ (GRAS) sont de trés bons candidats. Les LAB sont largement utilisées dans
'industrie laitiére pour leur rdle dans I’acidification du lait, dans le développement de saveur
el aussi pour leurs activités protéolytique, antimicrobienne et de production

d’exopolysaccharides.

Les allergies alimentaires représentent un important probléme de santé publigue. Les
allergies étaient jusqu’a présent presque toujours lies aux méme allergénes (lait de vache,
ceuf de poule et poissons) (Dutau & Rancé, 2006). Les allergies alimentaires sont de plus en
plus fréquentes chez les enfants des pays industrialisés. La prévalence de 1’allergie alimentaire
dans la population générale atteint, enfants et adultes confondus, de 1,4 4 1,8% d’aprés une
enquéte anglaise, 4% aux FEtats-Unis, 3,24% dans une enquéte francaise et jusqu’a 8% des
enfanis de moins de trois ans (Dupont & de Boissieu, 2005). Le lait est une des sources de
principaux nutriments, les protéines du lait sont les premiers nutriments exogénes consommés
en grande quantité par les nourrissons. Cependant, certains enfants sont allergiques a ces

protéines.
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Pour cette raison, les LAB a forte activité protéolytique pourraient &tre utilisées pour
aboutir, grice a ["hydrolyse des épitopes, 4 une diminution de I’allergénicité du lait et celles a
forte activité antimicrobienne pourraient 1’étre dans l'industrie alimentaire en tant que co-

cultures ou cultures starter dans les aliments.

Dans cette étude, 1’attention s’est concentrée sur les laits fermentés et fromages
recueillis en Egypte, en tant que sources potentielles de LAB pour une application dans

I’industrie alimentaire.
Ainsi, la présente étude a été congue pour inclure les éléments suivants:

Chapitre I ;
Isolement et identification des bactéries lactiques (LAB) qui présentent une forte

activité protéolytique dans les produits laitiers traditionnels Egyptiens.

Chapitre I :
La protéolyse des caséines P et as, par Lactobacillus fermentum I1FO3956,
Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus plantarum JDMI isolées de produits laitiers

Egyptiens diminue leur immuno-réactivité.
Chapitre 111 :

Isolement et identification de bactéries lactiques (LAB) qui montrent une activité

antimicrobienne dans les produits laitiers traditionnels Egyptiens.
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1. REVUE DE LA LITTERATURE

1.1. Les produits laitiers égyptiens

Administrativement, I’Egypte est divisée en 26 gouvernorats, qui sont classés en
quatre groupes. Le premier groupe comprend six gouvernorats urbains (Le Caire, Alexandrie,
Domietta, Port-Said, Ismailia, Suez, Helwan et Octobre). Le deuxiéme groupe comprend sept
gouvernorats ruraux qui sont situés dans le delta du Nil et connus sous le nom de "Lower
Egypt ou Fallahin" (Dakahilia, Sharkia, Kalubia, Kafr El-Sheikh, Gharbia, Monoufia et
Behera). Le troisiéme groupe comprend huit gouvernorats ruraux qui sont situés dans la vallée
du Nil et connus sous le nom de "Upper-Egypt ou Saide" (Geza, Fayoum, Beni Suief, Menya,
Assiout, Souhag, Kena et Assouan). Le quatriéme groupe comprend cing gouvernorats qui
sont sttués sur les frontiéres de I'Est et de 'Ouest de 'Egypte et connus sous le nom de "Sahari
Egypt ou Badwainu" (La Nouvelie Vallée, Matrouh, le Nord du Sinai, le Sud du Sinai et la
mer rouge) (Abou-Donia, 2008).

Les procédés de fabrication des produits laitiers égyptiens voient leur origine dans la
période pharaonique allant de 3200 & 332 avant Jésus-Christ ; ils ont été développés pendant
la période Gréco-Romaine de 332 avant JC & 641 aprés JC, puis dans la période Arabo-
Islamique allant de 641 jusqu'a nos jours. Les procédés de fabrication des produits laitiers
traditionnels dans les frontiéres des gouvernorats doivent étre étudiés, parce qu'ils ne ’ont pas
eté précédemment (Abou-Donia, 1999).

Les principaux produits laitiers égyptiens sont Laban rayeb, Laban Khad, Laban Zeer,
Kishk, Laban Zabady, Labneh, fromage Karish, fromage Mish, fromage Domiati, fromage
Ras. Les Egyptiens ont adopté 1'usage de récipients en plastique pour donner des formes
spécifiques pour différents types de fromage (Kashkaval, Provolone, Mozzarella, Medaffarah,
et Halloumi), fromage fondu, glace et Al-samn.

Généralement, les produits laitiers traditionnels égyptiens sont obtenus sans addition
de cultures industrielles. Les principaux fromages traditionnels sont: Ras, Domiatti et
Kareish et les principaux produits laitiers fermentés sont: Zabady et Laban Rayeb. En
Egypte, différents produits laitiers crus, fabriqués & partir de lait de vache, bufflesse, brebis,
chévre et chamelle sont consommés. Récemment, 'organisation égyptienne de standardisation
et de contrble de la qualité a recommandé que différents produits laitiers soient fabriqués a
partir de lait pasteurisé. Cette recommandation visait 4 produire des produits laitiers de haute
qualité pour la santé, Par conséquent, il y a un grand besoin de nouvelles cultures utilisables

dans les produits laitiers égyptiens (El Soda et al., 2003).
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1.1.1. Laban Rayeb

I1 est aussi connu sous le nom Laben Matrad, lait aigre naturel et lait écrémé fermenté.
En Basse Egypte (Lower Egypt), les agriculteurs ou fermiers mettent le lait frais dans un
récipient en poterie peu profond ou profond (Matrad ou Shalia), et le laissent sans agitation
dans une piece chaude et sombre jusqu'a ce que la créme monte et le lait coagule (El-Gendy,

1983).

1.1.2. Laban Zabady

Zahads, Zabadi ou Laban Zabady est le type fraditionnel de yaourt fabriqué en
Egypte. Normalement, le Zabady est fabriqué a partir de lait de bufflesse ou de vache ou d'un
mélange des deux. On pense que « Zabady » provient du lait fermenté égyptien « Laban
Rayeb ».

Le lait est filtré & travers un tissu, bouilli pendant quelques minutes puis laissé
refroidir jusqu’a une température de 37-45 °C. Le levain est ajouté. Le lait inoculé est
transféré dans de petits pots en plastique et mis en incubation, Les incubateurs les plus
populaires sont fabriqués a partir de boites en bois, chauffées par le charbon ou 1’électricité.
Pendant la période d'incubation, la température est contrdlée manuellement ou
automatiquement. Lorsque le lait commence a coaguler, la source de chaleur est retirée et les
pots sont laissés jusqu’a coagulation compléte. Les pots sont ensuite retirés dans un lieu froid
pour arréter le développement de l'acidité. L'excés d'acide donne au produit un goiit
désagréable et peut provoquer ou cause une séparation du lactosérum (El-Gendy, 1983 ;

Abou-Donia, 1984, 2004 ; El-Baradei et al., 2008).

1.1.3. Fromage Karish

Karish, Kariesh ou fromage Kareish est le fromage le plus populaire fabriqué a partir
du lait écrémé frais, doux. Il contient la plupart des constituants du lait écrémé dont les
protéines, une petite quantité de sucre, des vitamines solubles et la majorité du calcium et du
phosphore.

Le fromage Karish est fabriqué a partir de lait écrémé de bufflonne ou de vache ou
d’un mélange des deux. Le lait écrémé utilisé peut étre de Laban Rayeb, Laben Khad, Laban
Zeer ou du lait écrémé mécaniquement. Ainsi, les détails de la fabrication du fromage Karish
différent selon le type de lait écrémé et le principe de sa préparation selon la méthode de
Fahmi (1950). Le lait écrémé est versé directement dans des pots spéciaux connus sous le

nom de “Shallia ou Zeer" d’une capacité d'environ 4-7 kg. Les pots de lait écrémé sont
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conserves a température ambiante jusqu’a coagulation. Aprés avoir enlevé la couche de créme
qui s’est formée aprés 24 4 36 h pendant 1'été et de 2 a 3 jours pendant I'hiver, le caillé est
versé sur une natle (un tapis spécial), qui est habituellement faite d'un type de roscau pour
drainer le lactosérum. Aprés quelques heures, exirémité de la natte est liée pour permettre a
une partie du lactosérum de s’écouler. Ce processus de propagation du caillé, puis pressage
dans la natte est répété une ou deux fois. Enfin, la natte est suspendue & son extrémité afin de
compléter le drainage du lactosérum (deux ou trois jours ou jusqu'a ce que la texture désirée
du fromage soit obtenue). Entin, le fromage est coupé puis séché, salé, selon le gofit souhaité.
Le fromage salé est remis pour quelques heures supplémentaires dans la natte et consommé
comme fromage frais, La qualité et la composition du fromage Karish peuvent varier (le type
de lait - la méthode de fabrication - le temps requis pour compléter la vidange du lactosérum -
la qualité et la quantité du sel ajouté- la forme du produit final) (El-Gendy, 1983 ; Abou-
Donia & El-Soda, 1986).

1.1.4. Fromage Dormiati

Le fromage Domiati ou Domietta (Gebnah Domiati) est la variété la plus populaire de
fromage blanc en Egypte, et doit sa dénomination a la ville et au gouvernorat de Damiette
(Dumyat) dans le nord de I’Egypte. Il est aussi connu comme fromage blanc (Gebnah Baida)
ou comme fromage doux (Gebrah Tariyah). Le fromage Domiati est fabriqué et consommé
non seulement 4 Damiette, mais aussi dans tous les gouvernorats &’Egypte. Il est bien connu
et consommé dans le monde arabe en général. Certains types de fromages en Europe comme
la feta ressemblent au fromage Domiati. Le fromage Domiati aurait son origine en Egypte
vers 330 avant JC. Dans le fromage Domiati, le sel est ajouté directement dans le lait. La
forme finale du fromage Domiati varie beaucoup, il peut-étre de forme cubique ou cylindrique
mais la forme commune est cubique. Le fromage Domiati est issu d’une coagulation
enzymatique, il est salé et consommé frais ou aprés stockage.

Le fromage Domiati est fabriqué & partir de lait de bufflonne ou de vache ou d'un
mélange des deux. Ainsi, les propriétés du fromage Domiati différent selon le type de lait
utilisé. Le principe de sa préparation repose sur la méthode décrite par Abou-Donia (1986).
Le procédé de fabrication peut étre résumé comme suit : Aprés sa standardisation en matiére
grasse (8, 4 et 2% respectivement pour des fromages entiers, demi et quart) le lait est chauffé
a 80 °C puis refroidit 4 50 °C avant I’ajout de sel (5-14%) directement dans le lait. Le
pourcentage de sel différe selon la saison de la fabrication, la maturation ou la température de

stockage du fromage. Pour le fromage stocké au réfrigérateur, connu localement sous le nom
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de fromage Tallaga, le sel est ajouté au lait 4 un niveau de 5-6% en hiver, 6-7% au printemps
et en automne, et 7-8% en été. Pour le fromage stocké & température ambiante connu
localement sous le nom de fromage Khazin, on ajoute du sel 4 un niveau de 8-10% en hiver,
10-12% an printemps et en automne, ¢t 12-14% en été. On ajoute ensuite la présure qui fait
cailler le lait pendant 2-3 h & 38 °C. Le coagulum est versé & la louche dans des moules en
bois ou en acier, garnis de tissu grossier ou d’un filet. Il existe différentes tailles de moules
(petit, moyen ou grand). La durée de drainage varie de 12 4 24 h. Le fromage peut-étre

consomm¢ frais ou stocké (4-8 mois).

1.1.5. Fromage Ras

Le principal fromage traditionnel égyptien est le fromage Ras. C’est un fromage dur,
obtenu par coagulation enzymatique et maturation. II est assez semblable au fromage grec
Kefaloytyri. Le nom local ou commercial en Egypte est fromage Romi (Gebnah Romi), sauf
dans les marchés d'Alexandrie ol il est connu sous le nom de fromage Torky (Gebnah Torky).
I est probable que le fromage Ras de base provienne des Balkans, puis son origine en Egypte
remonterait & la premiére phase industrielle de I’Egypte, aprés 1818 (Abou-Donia, 2002).

A son arrivée & l'unité de production, le lait est stocké en grande cuve, afin de
mélanger le lait de la collecte de plusieurs exploitations. Le lait partiellement entier (3% de
matiére grasse) est déversé dans de grandes cuves pour y étre tiédi puis chauffé a 32 °C (la
température ne peut pas étre portée au-dela de 40 °C). On ajoute ensuite la présure qui fait
cailler le lait en 35 min. Le caillé est découpé puis brassé, afin de lui faire perdre de
I’humidité plus rapidement. Les grains sont chauffés & 45 °C pendant 40 min. Le caillé
desting & devenir du fromage blanc sera peu égoutté. Aprés I’ajout de sel (1% du poids du
caillé), le caillé est versé a la louche dans des moules et une pression manuelle est appliquée
pour expulser une partic du lactosérum adhérent. Ensuite, la pression mécanique est
augmentée pendant 24 h. Les fromages sont salés par immersion dans ’eau salée (solution
saline a 20%) pendant 24 heures, opération de quelques heures qui aidera a former
progressivement la crolite, révélatrice de la saveur particuliére de chaque variété, Aprés une
vidange d’une journée dans un local trés aéré a température ambiante, les surfaces de chaque
fromage sont couvertes d’une petite quantité de sel (saupoudrage), les fromages sont retournés
et le processus de salage a sec répété encore une fois. Les temps de maturation de ce type de

fromage est de 2-3 mois (Hofi et al., 1983 ; ESHC, 2001).
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1.2. Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (LAB) sont des microorganismes dont les ancétres auraient pu
voir le jour il y a trois milliards d’années. Depuis la plus haute antiquité, les hommes ont
produit du lait caillé fermenté, du fromage et du beurre. Utilisaient-ils des levains, comme
c’était le cas pour la fabrication du pain et dont les premiéres représentations datent de
’ancien Empire égyptien, soit de plus de 4000 ans ? On ne le sait pas (Chamba, 2009). 1l est
tres probable que les premiers fromages aient été obtenus par coagulation lactique, égouttage
spontan€, salage et séchage. Pendant la premiére moitié du 20° siécle, les efforts des
scientifiques et des praticiens laitiers, aussi bien en Europe qu’en Amérique du Nord,
Australie et Nouvelle-Zélande, portérent sur la mise en évidence du rdle des principales
especes, la sélection des souches et la préparation des ferments. La sélection d’un petit
nombre d’isolats pour leur activité acidifiante et leur sensibilité aux bactériophages, a eu pour
conséquence la mise en évidence du réle déterminant des autres propriétés des LAB dans
Pélaboration de I’ensemble des caractéristiques sensorielles des fromages (Chamba, 2009).

Les LAB forment un groupe hétérogéne composé¢ de bacilles (Lactobacillus et
Carnobacterium) et coques (tous les autres genres), dont la principale caractéristique est la
production d'acide lactique a partir de la fermentation des sucres. La description générale des
LAB est a Gram positif, non pathogénes, non sporulantes, catalase négative, tolérant l'acide,
aéro-tolérantes, fastidieuses sur le plan nutritionnel (di Cagno et al., 2003).

Les révisions taxonomiques des genres et Ja description de nouveaux genres signifient
que les LAB pourraient, dans leur définition physiologique large, contenir environ 20 genres.
Du point de vue pratique ou de leur importance industrielle, les genres suivants sont
considérés comme les principaux: derococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus et Weissella. Les genres Lactobacillus (Lb.), Leuconostoc (Ln.), Pediococcus
(P.), Streptococcus (S.) forment le noyau du groupe. Le genre Bifidobacterium, souvent pris
en compte dans le méme contexte que les LAB partage certaines de leurs caractéristiques
typiques, mais est phylogénétiquement indépendant et dispose d'un mode unique de
fermentation du sucre (Axelsson, 2004; Courtin & Rul, 2004 ; Makarova et al., 2006).

Enfin, Axelsson (2004), a résumé les caractéristiques des bactéries lactiques dans le

tableau (1)
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Tableau (1} : Caractéristiques différenticlles des bactéries lactiques

Bacilles Coques
|72
g S
. § n o 3 3
Caractére 3 = q S8 2|8 2 2 188 |4
ST OLBIEIE el e 5
-5 3 5} =) S S o) v -
) SIS D = Q D U
S8 (81518 8|8 8 |£ |§|Y) 2
S| 8 EEIR TS 8|3 B3]
Y
Q| &8 [NR[SKX|Q O |a @ | &
CO, du glucose® - - - - + — - = |+
Croissance 4 10° C + & + |+ |+ + + -+ |+
Croissance 4 45° C — ik - |+ |- — + + - |-
Croissance dans 6,5% de q
ND" |+ + i+ |- + + -+ £
sel
Croissance dans 18% de sel|- |- - - |- - — -+ -
Croissance & pH 4,4 ND [+ - |+ |* + + - |- |
Croissance a pH 9,6 - |- + |+ - - - &
Acide lactique® L pLbLf L L (L D L.DL' L |L |D,DL!
+: réponse positive ; —: réponse négative ; + : réponse varie selon les espéces; ND : non
déterminé

a: Weissella, les souches peuvent également étre sous forme de Bacille

b: Test pour l'homo-ou hétéro-fermentation du glucose: négatif et positif indiguent
respectivement, homo-fermentaire et hétéro-fermentaire

¢ : de petites quantités de CO; peuvent étre produites, selon les milieux

d : pas de croissance dans 8% de NaCl

e : configuration de l'acide lactique produit a partir du glucose

{': la production de I’acide D-, L-, ou DL-lactique varie selon les espéces

1.2.1. Application des bactéries lactiques

Les LLAB sont utilisées pour la fermentation d’un grand nombre de produits laitiers, de
la mer, de la viande, des céréales, des légumes (Leroy et al., 2006 ; Poutanen et al., 2009 ;
Zhu et al., 2009 ; Fadda et al., 2010 ; Leroi, 2010). Elles font également partie de la flore
intestinale et vaginale humaine ou animale. Elles produisent de nombreux métabolites comme
I’acide lactique, 1’acide acétique, 1’acide formique, le peroxyde d'hydrogéne (H,0,), le
dioxyde de carbone (CO;) et le diacétyle. Certaines LAB, notamment celles appartenant aux

genres Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus, secretent du diacétyle. Ce
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composé, qui donne I’ardme du beurre, présente une activité antagoniste envers les bactéries a
Gram positif et négatif ainsi que certaines levures (El-Ziney et al,, 1998 ; Liu, 2003). Les
LAB sont largement utilisées dans 1’industrie laiticre pour leur pouvoir acidifiant du lait et les
propriétés de développement de saveur, et aussi pour leurs activités protéolytique,
antimicrobienne et de production d’exopolysaccharides. Les LAB jouent un grand réle dans la
fabrication fromagére, lié principalement a trois aspects de leur métabolisme :

A: La production d’acide lactique qui influence la texture, le golit et la qualité
microbiologique du produit. Cet acide est un sous-produit de la fermentation, voie de
dégradation des sucres en conditions anaérobies (absence d’oxygéne). L abaissement du pH
limite aussi la croissance de bactéries indésirables.

B : L’activité protéolytique.

C : L’inhibition des flores non lactiques si ces isolats sécrétent des bactériocines.

Dans les produits laitiers égyptiens, de nombreuses souches ont déja été identifiées
comme Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Enterococcus durans, Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus  delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, et Lactobacillus

Jermentum (El-Soda et al., 2003).

1.3. Activité protéolytique

Les LAB se caractérisent par des besoins nutritionnels complexes. Par exemple, elles
ne sont pas capables de synthétiser certains acides aminés a partir d’une source azotée simple.
Les besoins en acides aminés des LAB sont variables entre les différents genres bactériens,
voire au sein d’une méme espéce. Dans le lait, les acides aminés libres ne sont présents qu’a
de faibles concentrations. Ainsi, la croissance jusqu’a des densités cellulaires permettant aux
LAB d’assurer les fonctions de fermentation repose sur un systéme protéolytique capable de
satisfaire tous les besoins en acides aminés en hydrolysant les protéines du lait. Par exemple,
Iactivité protéolytique est également I’un des critéres de sélection des bactéries utilisées dans
la production de yoghourt (lait fermenté). Les souches de Streptococcus thermophilus
présentent généralement une activit¢ protéolytique faible, voire parfois inexistante par
I’absence de protéase de paroi (protéase négative). C’est la raison pour laquelle leur
croissance et I’acidification du lait sont parfois limitées lorsqu’elles sont utilisées en culture
pure, du fait d’une quantité insuffisante en peptides et acides aminés initialement présents

dans le produit laitier. En revanche, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus est beaucoup

21



plus protéolytique. Ainsi, il lui est possible d’hydrolyser les caséines en petits peptides et
acides aminés assurant sa croissance et celle de Streptococcus thermophilus lorsqu’il s’agit de
cultures mixtes. Cependant, une activité protéasique trés importante peut &re a 'origine
d’applications potentielles dans le domaine de la santé (Corrieu & Luquet, 2008).

Les LAB sont largement utilisées dans ’industrie laitiére pour leur pouvoir acidifiant
du lait et les propriétés de développement de saveur, et aussi pour leurs activités
protéolytique, antimicrobienne et de production d’exopolysaccharides. L’activité
protéolytique des isolats de LAB est également un facteur influengant leur développement
dans le lait et la production d’acide. Leur potentiel protéolytique est susceptible de s’exprimer
quand elles atteignent leur concentration maximale. Rodriguez et al. (1997) ont montré que
I’addition de la souche Lactococcus lactis T1 augmentait la production d’acides aminés
pendant I’affinage du fromage. Par ailleurs, il sera également important de considérer l'impact
de(s) la protéase(s) produite(s) par les LAB sur les propriétés des produits laitiers fermentés
pour améliorer la qualité des fromages et maintenir des qualités organoleptiques favorables.
De nombreuses souches de LAB productrices de protéases peuvent étre utilisées dans
I’industrie comme Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus casei subsp. casei, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp., Lactobacillus plantarum,
Laciococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis, biovar. Diacetylactis,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (Moulay et al., 2006 ; Ong et
al., 2006 ; Pappa et al., 2006 ; Milesi et al., 2007 ; Simova & Beshkova, 2007 ; Tzvetkova et
al., 2007 ; Hébert et al., 2008 ; Koch et al., 2008 ; Pescuma et al., 2008 ; Piraino et al., 2008 ;
Wang et al., 2008 ; Lonigro et al., 2009 ; Slattery et al., 2010 ; Strahinic et al., 2010 ; Sadat-
Mekmene et al., 2011),

Les enzymes protéolytiques ont été identifiées et purifiées et les systémes de transport
intervenant dans la protéolyse caractérisés chez Lactococcus lactis depuis de nombreuses
années, ce qui a permis 1’¢tablissement d’un modéle de caséinolyse en trois étapes (Fig. 1)
(Kunji et al., 1996 ; Liu et al., 2010). La premiére étape repose sur une endoprotéase ancrée a
la surface bactérienne et appelée protéase de paroi (ou priP). Lors de la deuxieme étape,
certains peptides résultant de cette caséinolyse sont pris en charge par deux systémes de
transport des oligopeptides (OPP et OPT) pour traverser I’enveloppe bactérienne. Des di- et
tripeptides présents dans le lait peuvent aussi €tre transportés par deux autres systémes (DipT
et OPT). Dans la troisiéme étape, dans le cytoplasme bactérien de nombreuses peptidases

concourent & achever 1’hydrolyse des peptides en acides aminés.
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( ) Oligopeptidases générales
Caséines Pri M Aminopeptidases générales

PrtP I Di- et tripeptidases générales

ﬂ Acides
aminés
Peptides —>
N Aminopeptidase
spécifique

Di- et tripeptidases
@ Aminopeptidases spécifiques
Extérieur )

Protéases (PrtP, et PriM) Endopeptidases (PepO1, PepO2, PepF1, et Pepl2)

Tripeptidases (PepT) Dipeptidases (PepV)
Aminopeptidases (PepA)  Proline-spécifiques (PepP, PepX, et PepQ)
Fig. 1 : Schéma du systéme protéolytique de Lactococcus lactis (Kunji et al., 1996)

1.3.1. Les protéases de la paroi

Les protéases de la paroi (prt) ont été étudiées de fagon trés approfondie chez les
Lactocoques, puis chez les Lactobacilles et enfin récemment chez Streptococcus
thermophilus. Les études biochimiques sur les protéases de lactocoques montrent qu’elles ont
un poids moléculaire compris entre 45 et 180 kDa, un pH optimal d’activité de 5,5 4 7,5, et un

point isoélectrique compris entre 4,40 et 4,55 (Kok, 1990 ; Kunji et al., 1996 ; Savijoki et al.,

2006). La premiére étape de la caséinolyse est effectuée pour la croissance bactérienne. Ces

derni¢res anndes, les connaissances concernant les protéases de paroi des LAB se sont
considérablement accrues notamment griace au développement des techniques de génétique et
de biologie moléculaire. Cing types différents de protéases de LAB ont été clonés et
caractérisés : priP de Lactococcus lactis et Lactobacillus paracasei, prtH de Lactobacillus
helveticus, priR de Lactobacillus rhamnosus, prtS de Streptococcus thermophilus, et priB de
Lactobacillus bulgaricus (Savijoki et al., 2006). Chez les Lactocoques, la protéase de paroi est
codée par un géne qui est situ¢ sur un plasmide de grande taille. On trouve immédiatement en
amont du géne PriP, le géne PriM qui code pour une lipoprotéine de ’enveloppe bactérienne
importante pour la maturation de prtP. Le ratio d’autolyse dépend de la spécificité, de la

localisation et de la quantité de pr/P (Fernandez-Espla et al., 2000). La spécificité de coupure
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des caséines par les protéases de la paroi a été étudiée chez différentes souches de
Lactocoques et Lactobacilles en utilisant principalement les caséines comme substrat.
L’utilisation de trois types de caséines (as1, B et k) a conduit a une classification des protéases
de paroi en deux classes principales PI et PIIL. Les protéases PIII des lactocoques hydrolysent
souvent les trois types de caséines mais a des vitesses différentes. Les protéases de type PI
dégradent la caséine B qui est clivée en plus de 100 oligopeptides différents comprenant de 4
a 30 résidus d’acides aminés, et dans une moindre mesure la caséine k. Kunji et al. (1996) ont
classifié priP en sept groupes (a, b, ¢, d, e, £, et g} selon leur spécificité pour I’hydrolyse de la
caséine ag) (le fragment 1-23).

Il est intéressant de noter que des protéases de la paroi n’appartenant pas a la famille
des subtilisines ont ét¢ aussi identifiées chez quelques souches. Ainsi, Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus ACA-DC 235 synthétise une métatloprotéase. Les connaissances
acquises sur les protéases de surface des LAB ont aussi engendré des applications potentielles
dans le domaine de la santé. Les LAB sont des organismes non pathogénes qu’il serait
possible d’utiliser comme vecteurs vaccinant pour délivrer un antigéne au niveau d’une
muqueuse (intestinale). Aussi, une protéine hybridée avec priB est utilisée pour étudier et
aider a la protection d’allergies alimentaires provoquées par les protéines du lait (Bernasconi

et al., 2002).

1.3.2. Peptidases et acides aminés

Les peptidases sont classées en deux groupes majeurs :
A: Les endopeptidases qui clivent des liaisons peptidiques & Dintérieur des chaines
peptidiques.
B : Les exopeptidases qui nécessitent une extrémité libre et libérent un ou deux acides aminés
aux extrémités d’un peptide,

Pour les LAB, la majorité des exopeptidases sont des aminopeptidases qui libérent des
acides aminés de I’extrémité N-terminale de leur substrat.

Dans ces deux groupes, les peptidases sont classées en fonction de leur spécificité de
substrat :
A . Aminopeptidases de large spécificité (PepN, PepC)
B : Dipeptidases (PepD, PepV)
C : Tripeptidases (PepT)
D : Autres aminopeptidases (PepG, Pepl.)
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E : Peptidases spécifiques de la proline (PepP, Pepl, PepX, PepQ, PepR)
F : Autres peptidases spécifiques (PepA)

G : Carboxypeptidases

H : Endopeptidases (PepF, PepO, PepE)

1.3.3. Transport des acides aminés et des peptides

La capacité des LAB a croitre dans un milieu minimum ne contenant que des acides
aminés libres comme source d’azote indique que ces microorganismes possédent des
transporteurs fonctionnels. Ils sont suffisamment efficaces pour assurer un rythme
d’approvisionnement compatible avec les exigences nutritionnelles exprimées lors de la
croissance. Les LAB (Lactocoques) possédent au moins douze systémes spécifiques,
transportant des acides aminés structurellement proches (Tableau 2). Sur la base de leur
dépendance ¢énergétique, trois classes de transporteurs d’acides aminés peuvent étre
distinguées : celles gouvernées par I’hydrolyse de I’ATP, celles conduites par la force proton
moteur, tandis que le contre-transporteur arginine/ornithine est conduit par le gradient de

concentration des deux solutés.

Tableau (2): systémes de transports d’acides aminés identifiés chez les bactéries lactiques

(Kunji et al., 1996)

Transporteur (moteur énergétique) Acides aminés transportés

Alanine, Glycine

Thréonine, Sérine

Isoleucine, Leucine, Valine

Perméase (force proton-motrice) Tyrosine, Phénylalanine

Meéthionine

Histidine

Lysine

Glutamine, Glutamate

ABC-transporteur (hydrolyse de I’ATP) Asparagine

Proline, Glycine-bétaine

Contre-transporteur (gradient de | Arginine / Ornithine

concentration) Glutamate / y-aminobutyrate
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Les peptidases des LAB sont toutes localisées dans le cytoplasme. Le transport de
peptides dépend soit de la force proton-motrice, soit de I’hydrolyse de I’ATP. Les
transporteurs des di- et tripeptides sont classiquement opposés aux transporteurs
d’oligopeptides. L’avancée des connaissances concernant le transport de peptides chez
d’autres LAB, en particulier Streprococcus thermophilus remet en cause cette classification,
du moins & I’échelle des LAB. 11 a été suggéré que le systéme de transport d’acides aminés de
Lactobacillus helveticus est semblable 4 celui de Lactococcus lactis, parce que le mécanisme
de séquestration est identique pour les mémes acides aminés. L’activité des peptidases, en
dehors de la libération d’acides aminés importants pour la nutrition azotée, conduit &
hydrolyser des peptides amers, et & fournir des petits peptides précurseurs de composés
aromatiques (Savijoki et al., 2006).

Le lait renferme peu d’acides aminés sous forme libre. Parmi eux, certains sont en
concentration trés nettement insuffisante pour satisfaire aux exigences nutritionnelles des
LAB. Par ailleurs, dans le lait, les protéases de la paroi semblent ne libérer des peptides qu’a
partir des caséines, de sorte que ce sont a priori les systémes de transport de peptides qui
doivent assurer la grande majorité de ’approvisionnement intracellulaire en azote. Les études
menées chez Lactococcus lactis M(G1363 ont effectivement confirmé que le systéme OPP
jouait un role nutritionnel primordial, étant le seul transporteur de la bactérie capable
d’assurer I’approvisionnement en substrats azotés. Le transporteur DPP semblerait impliqué
dans I’internalisation de peptides a activité régulatrice, tandis que la fonction du transporteur
DipT n’est pas clairement établie (Kunji et al.,, 1996 ; Christensen et al., 1999). Chez
Lactococcus lactis 111403, I"inactivation du transporteur OPT, seul transporteur fonctionnel
d’oligopeptides, affecte tres fortement la croissance de la souche dans le lait (Lamarque et al.,
2004). Donc, les transporteurs de peptides jouent un rdle essentiel pour I’approvisionnement

nutritionnel des LAB.

1.4. Allergie

Les allergies alimentaires représentent un important probléme de santé publique. En
1586, Maecello Donati déerivit le cas d’un jeune comte qui développait un angio-cedéme
chaque fois qu’il consommait des ceufs. En 1698, dans son traité de ’asthme, Sir John Floyer
cite le cas d’un habitant du Comté de Warwick qui se croyait atteint d’asthme par allergie a
des fruits consommeés en Espagne. Relativement confidentielles autour des années 1970-1980,
les allergies étaient presque toujours liées aux méme allergénes (lait de vache, ceuf de poule et

poissons) (Dutau & Rancé 2006). Les allergics alimentaires sont de plus en plus fréquentes
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chez les enfants des pays industrialisés. La prévalence de P’allergie alimentaire dans la
population générale atteint, enfants et adultes confondus, de 1,4 4 1,8% d’aprés une enquéte
anglaise, 4% aux Etats-Unis, 3,24% dans une enquéte frangaise et jusqu’a 8% des enfants de
moins de trois ans (Dupont & de Boissieu 2005). La description du premier cas certain
d’allergic IgE-dépendante au lait de femme est trés récente : le patient allergique était le mari
qui présentait des symptdmes d’allergie cutanée immédiate au moindre contact avec le lait de
son épouse lorsque celle-ci nourrissait leur bébé. Dutau & Rancé (2006) rapportent
Iobservation d’un nourrisson porteur d’un eczéma par allergie au lait de vache, qui,
ultérieurement, présentera deux crises d’urticaire aprés consommation d’hydrolysat de
protéines du lait. La particularité de I’histoire clinique est le décalage entre le début clinique
(ou Pexploration allergologique n’était pas contributive) et Papparition retardée, un an plus
tard, de tests d’hypersensibilité IgE-dépendante positifs. La littérature mentionne des
réactions d’intolérance aux hydrolysats avec une variabilité de 1 & 10%, soit par présence de
peptides de poids moléculaire supéricur & 5000 dalton, soit par allergie vraie avec mise en
¢vidence d’IgE contre ces formules. Selon Pétrus et al. (2006) I'allergie aux protéines de lait
de vache est la cause la plus fréquente des allergies alimentaires chez le nourrisson. Elle
représente entre 3 et 7% des observations pédiatriques. Chez I’enfant, elle représente 12,6%
des allergies et occupe la troisiéme position aprés ’arachide et I’ceuf. Les principales
protéines allergisantes du lait sont les caséines (représentant 80% des protéines du lait) et les
protéines du lactosérum (alpha-lactalbumine, béta-lactoglobuline, sérum albumine). Les
caséines sont les protéines les plus fortement allergisantes du lait et de ses dérivés (fromage).
Elles sont également impliquées dans les réactions allergiques croisées, observées entre le lait
de différentes espéces. Selon Attou et al. (2005), ’allergie aux protéines du lait est fréquente
chez le nourrisson et le jeune enfant, mais elle peut également apparaitre 4 I’Age adulte.
Chatchatee et al. (2001), ont pu montrer que les épitopes reconnus au niveau de la caséine o
¢taient différents selon que les sérums étudiés provenaient de sujets ayant une allergie au lait
en bas dge (< 3 ans), ou une allergie persistante au-dela de 9 ans. En ce qui concemne la
spécificité des IgE vis-a-vis des caséines ag de trois ruminants (vache, chévre et brebis)
Baring et al. (2005) ont montré que des différences restreintes dans la structure primaire des
caséines de différents espéces animales pouvaient éire responsables de spécificités IgE et IgG
différentes, mais ils relévent également par des expériences d’inhibition, Dexistence de
sensibilisations croisées fréquentes. A la fin des années 1990, les symptdmes directement liés
aux allergies alimentaires ont été précisés en France sur plus de 500 observations. Plusieurs

études ont démontré que certains nouveau-nés et les nourrissons pouvaient se sensibiliser

27



pendant la vie intra-utérine ou via le lait maternel qui recéle de nombreux allergénes comme,
en particulier, I’arachide, la 3-lactoglobuline, ou des allergénes de végétaux, ce qui explique

la survenue de symptémes cliniques lors de la toute premiére exposition & Iallergéne (Dutau

& Rancé 2006).

1.4.1. Définition et mécanismes de Pallergie alimentaire
L'allergie alimentaire est reconnue comme une réaction immunologique vis-a-vis d’un
aliment ou d’un composant d’un aliment normalement bien toléré (habituellement une
protéine d'origine alimentaire). La classification retenue dans notre document a été proposée
en 1975 par Coombs & Gell décrivant quatre classes, basée sur le mécanisme immunologique.
Les classes I a I sont liées aux anticorps alors que la réaction de type IV est cellulaire.
Allergie de Type | : responsable de la réaction de type I peut-&tre IgE médiée ;
Allergie de Type II (cytotoxiques) : le mécanisme évoqué est la liaison d’un antigéne
avec une membrane cellulaire et le rble possible d’IgG et d’IgM activant le
complément ;
Allergie de Type III: la constatation d’IgG et d’IgM anti-lait de vache reste
actuellement sans signification, L’existence de complexes immuns circulant n’a
qu’une faible valeur diagnostique. Aprés provocation par le lait de vache, on n’a
jamais constaté de modifications significatives du complément ou des fractions ;
Allergie de Type IV : a médiation cellulaire ou non anticorps, Les hapténes sont des
molécules de faible poids moléculaire (moins de 1 kDa). Le rdle des lymphocytes T
est trés probable mais encore mal précisé dans les réactions cutanées ou gastro-

intestinales.

D’une fagon générale, le mécanisme de Iallergie alimentaire IgE médiée se

décompose en deux étapes : la sensibilisation et la réaction allergique (Eigenmann, 2009).
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Tableau (3): Un glossaire des termes liés a l'allergie (Hayakawa et al., 1999)

Initialement définie comme une réaction modifiée lors du contact
Allergie secondaire avec un antigéne ; actuellement, désigne en général une
réaction d’hypersensibilité de type 1
Anticorps Molécule produite lors du contact avec un antigéne et fixant ce dernier
Molécule déclenchant une réponse immunitaire spécifique ou
_ réagissant avec des composants cellulaires lors d’une réponse
Antigéne ) o o ) )
immunitaire déja induite. Les antigénes sont en général des protéines et
d’autres réactifs de poids moléculaire important
Anon: Manifestation clinique d’une réaction d’hypersensibilité de type I avec
nopie
eczéma, asthme et rhinite
. Déterminant antigénique individuel interagissant avec le paratope de
Epitope )
’anticorps
Site d’un anticorps qui permet le contact avec le déterminant
Paratope o _
antigénique (épitope)
Allergéne Molécule capable d’induire et de se lier & des anticorps de type Igh
L'histamine Une amine libérée en grandes quantités par les mastocytes
Aliments Aliments modifiés par voie chimique, enzymatique ou génétique
hypoallergéniques | possédant une allergénicité inférieure & la normale
Une classe spécifique d'immunoglobulines sécrétées par les cellules B,
IgE se liant & des récepteurs spéeifiques sur les mastocytes. La réaction
allergique la plus commune est médiée par les IgE
LG L'une des cinq classes de molécules d'anticorps, les immunoglobulines
g
: IgA, IgD, IgE, TgG et IgM
Les cellules du tissu du systéme immunitaire qui libérent, par exemple,
Les mastocytes . i
"histamine

1.4.2. Principaux allergénes alimentaires

Dans le monde, plus de 90% des allergies alimentaires sont causés par 10 catégories
de produits : les céréales (orge, sarrasin, riz, seigle, blé), le lait (lait de vache, etc.), les
crustaceés (crabe, langouste, homard, crevettes, etc.), les ceufs, les poissons (morue, aiglefin,
saumon, truite, efc.), les fiuits et baies (pomme, banane, goyave, kiwi, papaye, péche, fraise),

les épices (cannelle, moutarde, etc.), les mollusques (palourdes, huitres, pétoncles, calmars,
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etc.), les coques (amandes, noix du Brésil, noisette, pistache, noix) et les légumes (céleri,
pommes de terre, tomates) (Hayakawa et al., 1999). Le Tableau (4) montre les allergeénes

alimentaires les plus fréquents chez I’enfant et chez I’adulte (Moneret-Vautrin, 2008).

Tableau (4) : Allergeénes alimentaires les plus fréquents chez ’enfant et chez I’adulte (données

du CICBAA) (Moneret-Vautrin, 2008)

0-1 an 147 {1-3 ans 359 | 3-15 ans 468 | Adultes 287

enfants (%) | enfants (%) | enfants (%) | (%)
(Fufs 77,5 69,6 24,3 6,3
Lait 29,2 25,6 7 3,5
Arachide 19,7 37,6 49,3 10,1
Fruits et baies 2,7 4.4 10,2 15,7
Légumineuses 0,6 4.4 13,4 5,9
Poissons 0,6 5 10 3.1
Prunoidées 0 0 0 31,3
Avocat, banane, chitaigne, kiwi | 0,6 1,3 53 22,6
Apiacées 0 0 1,7 16,4
Bié, céréales 6,1 6,4 2,7 13,2

Les observations enregistrées dans la base de données du Cercle d’Investigations Cliniques et
Biologique en Allergie Alimentaire (CICBAA) correspondent aux critéres diagnostiques établis par le groupe de

travail de I’ Académie européenne d’allergologie et d’immunologie clinique.

Le lait et I’ceuf sont les deux principaux allergénes chez I'enfant de moins d’un an.
Au-dela de trois ans Darachide est le premier allergéne alors que ’allergie au lait et a Pceuf
ont considérablement décru. Les légumineuses et les fruits a coques sont bien représentés.
Chez I’adulte, les allergies prédominantes sont dues aux fruits prunoidées, au céleri, aux fruits
du groupe latex, aux fruits 4 coques et au blé (Tableau 4) (Moneret-Vautrin, 2008). Au point
de vue socio-économique, les régimes d'éviction sont trés contraignants pour les patients
atteints d'allergie au lait et entrainent une réduction importante du nombre de produits
consommables (INC, 2004). De nombreux cas d’allergies ont ¢té rapportés a la suite de
I’ingestion de différents fromages au lait de vache, de chévre ou de brebis (Umpierrez et al.,

1999 ; Besler et al., 2001).
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1.4.3. L allergie aux protéines du lait

La définition de I’allergie au lait est réservée aux réactions anormales reproductibles
vis-a-vis d’une ou de plusicurs protéines de ce lait aprés confirmation par une réaction
immunologique spécifique. Considérée comme trés rare avant 1950, "allergie au lait de vache
atteint dans les régions développées une fréquence insoupgonnée qui pourrait concerner, voire
dépasser 10% des nourrissons avec une certitude démontrée chez plus de 5% des enfants

(Paupe et al., 2001, Dupont et al., 2011).

1.4.3.1. Les allergénes du lait de vache

Le lait est une des sources des principaux nutriments. Le lait de vache est constitué en
majorité d’eau (84-86 %). La mati¢re séche comprend des glucides, principalement sous
forme de lactose, de la matiére grasse en émulsion, de la matiére azotée et des sels minéraux.
Les protéines du lait de vache se répartissent en deux groupes : les caséines (80%) et le
lactosérum (20%) [P-lactoglobuline (9%), a-lactalbumine (4%), sérum albumine (1%),
lactoferrine]. Les protéines du lait sont les premiers nutriments exogénes consommeés en
grande quantité par les nourrissons. Mais certains enfants sont allergiques a ces protéines.
L’allergie s’observe chez environ 75% des malades allergiques au lait de vache (caséines et
béta-lactoglobuline) avec une grande variabilité de la réponse IgE selon sa spécificité et son
intensité (Ponvert, 2009).

Les protéines alimentaires de poids moléculaire élevé sont absorbées par la muqueuse
intestinale, et la formation d’anticorps contre les protéines du lait de vache est une réponse
physiologique normale. Dans chaque allergéne, les régions spécifiquement reconnues par
I'IgE sont nombreuses et largement réparties le long de la molécule protéique. La structure
tridimensionnelle est une caractéristique importante de ’allergénicité du lait de vache, mais,
outre les épitopes conformationnels, les études de liaison des IgE montrent aussi la présence
d’épitopes séquentiels. Cependant, ces épitopes allergéniques, lorsqu’ils ont été caractérisés,
sont souvent localisés dans les parties hydrophobes de la molécule, inaccessibles aux
anticorps dans la conformation initiale de la protéine. Les épitopes linéaires sont des peptides
de taille variable, dépendant de la méthode utilisée pour les isoler et les purifier, mais chez
certains patients des peptides d’une petite taille de 12 & 14 résidus d’aminoacides ont été
caractérisés pour leur responsabilité dans une part importante de I’allergénicité de la molécule

(Paupe et al., 2001 ; Ponvert 2009).
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L allergénicité dépend du nombre d’épitopes et de leur composition en acides amingés.
Les épitopes conformationnels (acides aminés rapprochés dans la structure tertiaire de la
protéine) sont reconnus par les IgE, alors que les épitopes linéaires (acides aminés adjacents
dans la structure secondaire) sont reconnus par les récepteurs sur les lymphocytes T (TCR)

(Lifrani, 2006).

1.4.3.2. Structure des allergénes

1.4.3.2.1. Les épitopes

Les protéines allergéniques ont une structure tridimensionnelle (3 D) caractéristique de
allergénicité. Au niveau moléculaire, elles sont constituées d’une multitude de structures
antigéniques immuno-réactives, les épitopes, largement répartis sur toute la molécule et
susceptibles de réagir avec les acteurs du systdme immunitaire : immunoglobulines,
lymphocytes B et T. Cependant, il n’y a pas de région ou de structure spécifique qui serait
responsable de Iallergénicité. Les épitopes sont hétérogenes. 11 existe des épitopes immuno-
dominants qui réagissent avec 50% des patients sensibilisés. La sensibilisation aux divers
épitopes d’un allergéne différe d’un individu a [autre et la diversité des récepteurs IgE des

patients est trés grande,

1.4.3.2.1.1. Classification des épitopes :

La plupart des épitopes sont de nature peptidique et se répartissent en deux groupes :
les épitopes discontinus ou conformationnels et les épitopes continus ou séquenticls appelés
aussi épitopes linéaires.

Les ¢pitopes conformationnels sont liés & la structure de la protéine dans son état
tridimensionnel natif. Ces structures tridimensionnelles, responsables de I’allergénicité sont
formées par le rapprochement d’acides aminés éloignés et sont responsables de Pactivation
des lymphocytes B. Les IgE spécifiques des épitopes discontinus ont une plus forte affinité
que les IgE spécifiques des épitopes continus (Lifrani, 2006).

Les épitopes linéaires sont constitués de séquences peptidiques de 5 & 10 acides
aminés le long de la séquence. L’immuno-réactivité de ces épitopes est due au seul
enchainement des résidus d’acides aminés. Tls activent les lymphocytes T. Certains épitopes

concernent aussi des molécules lices a I’allergene, les déterminants carbohydrates (CCD :
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carbohydrate cross-reacting determinants). Les CCD sont des chaines glucidiques (glycanes)

portées par des glycoprotéines. Les CCD sont immunogénes.

1.4.3.2.2. Les hapténes

Ce sont généralement des substances de faible masse moléculaire, incapables de
susciter par elles-mémes la réaction immunitaire, mais pouvant devenir immunogénes et
acquérir les propriétés d'un véritable antigéne grice aux molécules porteuses (couplage avec
une prot€ine qui leur sert de support, ou par adsorption & la surface de particules en
suspension). Dans ces conditions, I’hapténe devient souvent le déterminant antigénique
dominant de la molécule. S’il est incapable d’induire la formation des anticorps, il peut

toutefois réagir avec cux et déclencher des réactions allergiques (Lifrani, 2006).

1.4.3.3. Les protéines majeures du lait présentant des propriétés allergéniQues
1.4.3.3.1. Les caséines

Les caséines ont été définies a 'origine comme des phosphoprotéines qui précipitent a
partir du lait cru par acidification a pH 4,6 & 20 °C. Les caséines sont composées de quatre
phosphoprotéines : les caséines oy, asy, B et x présentes respectivement dans les proportions

40 :10 :40 :10 (Farrell et al., 2004 ; Cerecedo et al., 2008).
1.4.3.3.1.1. La caséine oig;

La caséine og; est I’un des principaux allergénes responsables de l'allergie au lait de
vache. La chaine polypeptidique de la caséine ag) est composée de 199 acides aminés et sa
masse moléculaire est de 23614 Da. La caséine o est caractérisée par un haut contenu de
résidus de proline distribués sur ’ensemble de la molécule et une absence de liaison disulfure,
conduisant & une structure tertiaire réduite. Ces caractéristiques augmentent la probabilité que
les épitopes allergénes majeurs de cette protéine soient linéaires plutét que conformationnels
(Cocco et al., 2003). De nombreux chercheurs ont étudié les épitopes de la caséine s

responsables de ['allergie :

Spuergin et al. (1996) : AAs 19-30, AAs 93-98 et AAs 141-150;

Chatchatee et al. (2001) : AAs 17-36, AAs 39-48, AAs 69-78, AAs 83-102, AAs 109-120,
AAs 123-132, AAs 139-154, AAs 159-174 et AAs 173-194 ;
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Cocco et al. (2003) : AAs 89-102 ;

Elsayed et al. (2004) : AAs 1-18, AAs 16-35, AAs 67-85, AAs 91-110, AAs 136-155, AAs
152-169 et AAs 166-183 ;

Cerecedo et al. (2008) : AAs 28-50;

Lin et al. (2009) : AAs 49-62.

1.4.3.3.1.2. La caséine os;

La caséine as; est composée de 207 acides aminés et renferme 10 a 13 groupements
phosphate. Sa masse moléculaire de 25230 Da varie en fonction du degré de phosphorylation.
La caséine cg; contient moins de proline que les autres caséines. Cerecedo et al. (2008) ont

étudié les épitopes responsables de son allergic et ont trouvé les séquences suivantes : AAs 1-
20, AAs 13-32, AAs 67-86 et AAs 181-207 ; Lin et al. (2009) ont trouvé la séquence AAs 69-
77.

1.4.3.3.1.3. La caséine B

La caséine B est constituée de 209 acides aminés dont 5 résidus phosphoséryle situés
du c6té N-terminal ; elle a une masse moléculaire de 23983 Da. La caséine  polymérise a
température ambiante, alors qu'a 4 °C la molécule demeure sous forme monomérique. La
présence de nombreux résidus prolyle régulierement répartis tout au long de la chaine
polypeptidique impose & la caséine B de ne posséder que peu de structure secondaire
ordonnée. Cependant, les résultats obtenus par dichroisme circulaire montrent que la caséine
B comporte environ 10% d’hélice a et 13% de feuillets p. Cerecedo et al. (2008) ont étudié les
épitopes responsables de 1’allergie a la caséine P et ont trouvé les fractions suivantes : AAs

25-50, AAs 52-74 et AAs 154-173 ; Lin et al. (2009) ont ajouté le peptide AAs 16-39.

1.4.3.3.1.4. La caséine

La caséine x est une phospho-glyco-protéine de 169 résidus d’acides aminés et a une
masse moléculaire de 19007 Da. En raison de la faible guantité de phosphosérine au niveau de
sa structure primaire (un seul groupe), la caséine x ne fixe que deux moles de calcium par
mole de protéine 4 pH neutre, Cette caséine est insensible au calcium et stabilise les autres
caséines phosphorylées vis-a-vis de ce cation. Elle posséde aussi la propriété remarquable
d’étre hydrolysée par la présure (chymosine), protéase acide a aspartate sécrétée par

I’abomasum du jeune veau : une seule liaison peptidique est préférenticllement rompue, la
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liaison Phel05-Met106. La caséine k renfermerait 23% d’hélice o et 31% de feuillets P.
Cerecedo et al. (2008) ont étudié les épitopes responsables de ’allergie a la caséine k et ont

trouvé la séquence AAs 34-53.

1.4.3.4. Les protéines majeures du lactosérum

Les protéines du lactosérum représentent environ 20% des protéines totales du lait.
Deux protéines sont majoritaires : la B-lactoglobuline et I’a-lactalbumine qui représentent
respectivement 45% et 20% des protéines du lactosérum. Les autres protéines présentes sont

la sérum albumine qui provient du sang, des immunoglobulines, la lactoferrine.

1.4.3.4.1. La B-lactoglobuline et ses caractéristiques allergéniques

La p-lactoglobuline (BL.G) est la principale protéine du lactosérum du lait de vache et
aussi I'une des protéines du lait les plus étudiées pour ses propriétés allergéniques. La BLG
possede 162 résidus d’acides amines, renferme 2 ponts disulfure ainsi qu’une fonction thiol
libre et sa masse moléculaire est de 18400 Da. La BLG se présente dans le lait sous forme de
diméres de 36 kDa. Plusieurs variants génétiques ont été mis en évidence (12 au total).
Cependant, les plus couramment présents dans le lait de vache sont les variants A et B
retrouves en proportions égales (Ochirkhuyag, 1999). De nombreux chercheurs ont étudié les
€pitopes responsables de I’allergie a la BLG et ont décrit les peptides suivants :
Sélo et al. (1999) : AAs 1-8, AAs 9-14, AAs 25-40, AAs 41-60, AAs 84-91, AAs 92-100,
AAs 102-124 et AAs 149-162 ;
Sharma et al. (2001) : AAs 48-55 ;
Prioult et al. (2005) : AAs 41-60, AAs 102-124, AAs 149-162 ;
Cerecedo et al. (2008) : AAs 58-77 ;
Lin et al. (2009) AAs 106-119;
Pescuma et al. 2011 : AAs 41-60, AAs 102-124, AAs 149-162.

1.4.3.4.2. L'a-lactalbumine et ses caractéristiques allergéniques

L'a-lactalbumine bovine est une métallo-protéine composée de 123 résidus d’acides
aminés, de masse moléculaire 14400 Da et comportant 4 ponts disulfure (Ochirkhuyag, 1999).
Sharma et al. (2001) ont étudié les épitopes responsables de ’allergie a I'a-lactalbumine et ont

trouvé le peptide AAs 42-49.
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1.5. Bactériocines de bactérie lactiques

Les LAB sont utilisées depuis longtemps de fagon consciente ou non pour leur activité
antimicrobienne. Les produits alimentaires ayant subi une maturation faisant intervenir les
LAB, comme les produits laitiers, sont protégés contre la plupart des contaminations
microbiennes ultérieures. Cette propriété est le résultat de la production par les LAB de
nombreuses molécules antimicrobiennes comme les acides organiques (acides lactique et
acétique), le peroxyde d’hydrogéne et les bactériocines. Les bactériocines sont définies
comme étant des molécules de nature protéique ou peptidique, synthétisées par voie
ribosomale par des bactéries et présentant une action antimicrobienne contre des souches
distinctes de la souche productrice (Morisset et al., 2005). Leur activité peut-étre bactéricide
(entrainant la mort cellulaire) ou bactériostatique (entrainant un ralentissement de la
croissance). Différentes définitions des bactériocines ont été données au cours du temps mais
la définition qui reste la plus largement acceptée est celle de Klaenhammer (1988). 11 définit
les bactériocines comme des protéines, ou complexes de protéines, avec une activité
bactéricide contre des espéces proches de la souche productrice (Dortu & Thonart, 2009).
Différentes classifications de bactériocines ont été établies sur la base de leur séquence, de
leur masse moléculaire ou de leur stabilité a la chaleur. La classification retenue dans notre
document a été proposée en 1993 par Klaenhammer décrivant quatre classes de bactériocines,
puis modifiée par trois classes dans les derniéres années (Nes et al,, 1996 ; Ennahar et al.,
1999). Récemment, Zouhir et al. (2010) ont proposé une nouvelle classification basée sur la

structure qui regroupe les bactériocines en 12 classes.
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Tableau (5) : Classification des bactériocines de bactéries lactiques

Classes Sous-classes

Groupe Nisine

e Groupe Lacticine 481
I : Lantibiotiques

Groupe Lacticine S

Groupe a 2 composants

Classe Ila : anti-Listeria

IT : Bactériocines non-modifiées, R
Classe ITb : bactériocines a deux composants

thermostables

Classe Ilc : autres bactériocines

111 : Bactériocines de grande taille, sensibles Groupe Helvéticine J

a la chaleur Groupe Lacticine A

1.5.1. Classe I : Lantibiotiques
1.5.1.1. Caractéristiques

Il s’agit de peptides de taille réduite (< 5 kDa), stables a la chaleur, renfermant des
acides aminés inhabituels obtenus par modification post-traductionnelle dont le plus
caractéristique est la lanthionine. A cause de la présence de ce type d’acides aminés, les
bactériocines de classe I ont été nommées lantibiotiques. Il existe deux types de lantibiotiques,

type A (lantibiotiques linéaires) et type B (lantibiotiques globulaires).

1.5.1.2. Sous-classes des lantibiotiques de type A :

Les lantibiotiques linéaires et cationiques structurés contenant jusqu’a 34 acides
aminés, en hélice o, amphiphile et de masse moléculaire < 4 kDa. Ces bactériocines sont
principalement synthétisées par les genres Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus et
également par des genres n’appartenant pas aux LAB comme Staphylococcus ou Bacillus. Les
membres les plus étudiés de cette classe sont la nisine produite par Lactococcus lactis. La
nisine a une action contre un certain nombre de bactérics a4 Gram positif (Listeria,
Clostridium, Staphylococcus, Bacillus et Mycobacterium). La nisine semble utiliser deux

modes d’action en fonction de sa concentration dans le milieu (McAuliffe et al., 2001).
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1.5.1.3. Sous-classes des lantibiotiques de type B : Les lantibiotiques de type B sont des
peptides (19 acides aminés) de 1,8 4 2,1 kDa adoptant une structure globulaire plus rigide que
celle des peptides de type A et présentant une charge globalement nulle ou négative (Sahl et

Bierbaum 1998 ; McAuliffe et al., 2001 ; Twomey et al., 2002).

Certains lantibiotiques comme la cytolysine (Enterococcus faecalis DS16) (Gilmore et
al., 1994), la lacticine 3147 (Lactococcus lactis DPC3147) (Ryan et al, 1999) et la

plantaricine W (Lactobacillus plantarum W) (Holo et al., 2001) ont deux composants,

1.5.2. Classe II : Peptides non modifiés
1.5.2.1. Caractéristiques

La classe II est constituée de peptides de masse moléculaire < 10 kDa. Ces
bactériocines sont thermostables et ne subissent pas de modification post-traductionnelle.
Leur point isoélectrique varie entre 8 et 10. Elles agissent principalement en perméabilisant la
membrane de la cellule cible (Héchard & Sahl, 2002). Cette classe est la plus largement
représentée avec plus de 50 bactériocines ; elle est divisée en trois sous-classes (Ila, I1Ib et

IIc).

1.5.2.2. Sous-classe Ila
1.5.2.2.1. Caractéristiques

La sous-classe Ila regroupe des peptides (27 a 48 acides aminés) ayant une structure
similaire et généralement une activité contre Listeria monocytogenes. Ce type de
bactériocines est semblable 4 la pédiocine et présente une séquence N-terminale conservée
YGNGVxCxxxxCxV. La sous-classe Ila présente une partie N-terminale hydrophobe et une
partie C-terminale moins conservée, hydrophobe ou amphiphile qui détermine la spécificité
d’action (Fimland et al., 2000 ; Richard et al., 2006). Certaines bactériocines de cette sous-
classe contiennent également un deuxi¢me pont disulfure dans leur domaine C-terminal qui
semble étre important dans la stabilisation de la structure tertiaire (Dortu & Thonart, 2009).
Actuellement, 27 bactériocines de sous-classe Ila produites par des LAB ont été décrites. La
sakacine P (Lactobacillus sakei LTH674), la curvacine A (Lactobacillus curvatus LTH1174),
Ientérocine P (Enterococcus faecium P13), I'entérocine A (Enterococcus faecium DPC1146),
la lactococcine MMFII (Lactococcus lactis MMFI), 1a bactériocine 31 (Enterococcus faecalis

YI717) et la pédiocine PA-1 (Pediococcus acidilactici PAC 1.0) sont quelques exemples de

38



cette sous-classe Ila (Klaenhammer, 1993 ; Aymerich et al.,, 1996; Cintas et al., 1997;
Ennahar et al., 2000).

1.5.2.2.2. Mode d’action

La plupart des études relatives au mode d’action des bactériocines concerne celles de
la sous-classe Ila. Ces bactériocines ont un spectre d’activité relativement faible, limité a
Listeria, quelques LAB, comme Enterococcus et Lactobacillus, et certains Clostridium. Pour
toutes les bactériocines de sous-classe ila dont le mode d’action a ét¢ étudié, celui supposé est
l'interaction de la bactériocine avec la membrane ou un récepteur spécifique, la « mannose
perméase », pour ensuite former un pore dans la membrane de la cellule, ce qui induit sa
perméabilisation, la dissipation des deux composantes de la force proton motrice et la mort de
la cellule (Dalet et al., 2000 ; Héchard et al., 2001 ; Gravesen et al., 2002 ; Arous et al., 2004 ;
Vadyvaloo et al., 2004 ; Bauer & Dicks, 2005). Le mécanisme de formation des pores n'est
pas connu, méme si 'hypothése la plus courante est I'association de différentes molécules de

la bactériocine entre elles (Ennahar et al., 2000 ; Fimland et al., 2000 ; Diep et al., 2007).

1.5.2.3. Sous-classe IIb
1.5.2.3.1 Caractéristiques

La sous-classe IIb regroupe les bactériocines a deux composants peptidiques ayant une
masse moléculaire inférieure & 10 kDa et un nombre d’acides aminés compris entre 30 et 40.
L’activité optimale dépend de I’action conjuguée des deux peptides. Ces peptides peuvent étre
soit actifs individuellement, mais ils agissent de fagon synergique quand ils sont associés
(comme les entérocines L.SOA/L50B), soit inactifs individuellement. Les deux peptides sont
trés différents dans leur séquence. L’entérocine L50 (A et B) (Enterococcus faecium L50),
I’entérocine B (Enterococcus faecium T136/C492 et BFE900), [P’acidocine J1132
(Lactobacillus acidophilus JCM1132), I'entérocine Q (Enterococcus faecium 1.50), la
bactériocine AS-48 (Enterococcus faecalis) et la lactococcine A/B (Lactococcus lactis) sont
quelques exemples de la sous-classe IIb (van Belkum et al., 1991 ; Tahara et al., 1997 ;

Floriano et al., 1998 ; Cintas et al., 2000).

1.5.2.3.2. Mode d’action
Les bactériocines de sous-classe IIb ont en général un spectre d'action inhibant unc
large gamme de bactéries Gram'. Les bactériocines de la sous-classe IIb agissent en

dépolarisant et en perméabilisant la membrane plasmique de la cellule cible. La plupart des
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études montre une dissipation de la force proton motrice et une dissipation du ApH ainsi
quwune fuite d’ions potassium (Moll et al., 1999 ; Castellano et al., 2003). Ces éléments
tendent a penser que ces bactériocines forment des pores au niveau de la membrane cible. De
plus, une étude portant sur la lactococcine G a montré qu’elle était inactive sur les liposomes,
suggérant qu’unc molécule d’ancrage 4 cette bactériocine est nécessaire a son activité
(Morgan et al., 2005). La lactococcine G est produite par Lactococcus lactis et est active
contre diverses LAB et certaines souches de Clostridium. Cette bactériocine dissipe le
potenticl de membrane alors qu’elle n’a pas d’effet sur le pH (Nissen-Meyer et al., 1992).
Ceci suggére qu’elle soit capable de former des pores imperméables aux protons. En
revanche, cette étude a montré un flux important de potassium et d’autres cations
monovalents. La lactococcine G induit une fuite d’acides aminés. La concentration d’ATP
intracellulaire est également fortement diminuée (Moll et al., 1996). Une étude a montré par
spectrophotométrie infrarouge par transformation de Fourier, que les deux peptides de la
lacticine 705 (peptides o et B) interagissaient avec une membrane composée de dipalmitoyl-
phosphatidylcholine. Le peptide interagirait avec la surface de la membrane plasmique et le
peptide P avec la partie hydrophobe et pourrait ainsi former un oligomere transmembranaire
ayant une action sur la perméabilité membranaire. L"activité de la lactocine 705 est potentiel-
dépendante et elle provoque une fuite d’ions K" et de Pi illustrant sa capacité & former des
pores dans les membranes (Castellano et al., 2007).

Le ratio optimal d'activité entre les deux sous-unités o et B est en général de 1:4 pour
la lactocine 705. La sous-unité Lac705 B augmente l'action inhibitrice d'un surnageant dilué
de Lactobacillus casei CRL705 et la sous-unité Lac705 o protége les cellules de Lactobacillus
plantarum CRL691 de l'inhibition. Les deux peptides sont nécessaires pour dissiper la force
protons motrice (Ay et ApH) de Lactobacillus plantarum CRL691. Ces données suggérent
que des deux composants de la lactocine 705, le peptide Lac705¢. est responsable de la
reconnaissance du récepteur, et le peptide Lac705f est le composant actif de la membrane

cellulaire de Lactobacillus plantarum CRL691 (Cuozzo et al., 2003).

1.5.2.4. Sous-classe Il¢
1.5.2.4.1 Caractéristiques

La sous-classe Ilc regroupe des peptides variés. Elle était initialement réservée par
Klaenhammer (1993) aux bactériocines activées par réduction de groupes thiols, dont le

représentant est la lactococcine B, Cependant, il a ét¢ depuis montré que la réduction d’un
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groupe thiol n’était pas indispensable & I’activité antimicrobienne de cette bactériocine
(Venema et al., 1996). Les bactériocines de la sous-classe IIc sont cationiques. La
classification actuelle définit les bactériocines de sous-classe Ilc comme étant les
bactériocines n’ayant pas toutes les caractéristiques des sous-classes Ila et IIb (Héchard &

Sahl, 2002).

1.5.2.4.2. Mode d’action

Ces bactériocines sont tres différentes du point de vue structural, il n’est donc pas
surprenant que leur mode d’action le soit aussi comme le montrent les exemples suivants. La
lactococcine A est I'une des premiéres bactériocines dont le mode d’action a été étudié. Cette
bactériocine, secrétée par Lactococcus lactis, provoque une dissipation du potentiel de
membrane et la sortie d’acides aminés dans le milieu extra cellulaire, Cette bactériocine
formerait des pores au niveau de la membrane plasmique et serait dépendante d’une protéine
récepirice, car elle ne présente pas d’activité envers les liposomes formés a partir de
phospholipides de Lactococcus (van Belkum et al., 1991). Ce demier résultat a conduit les
auteurs & proposer que cette bactériocine a besoin d’une molécule associée 4 la membrane
pour étre active. Ce besoin est en accord avec son spectre d’action trés étroit. La lactococcine
972, est un homodimére d’un peptide de 66 résidus d’acides aminés et sécrété par
Lactococcus lactis IPLA972 (Martinez et al., 1996). La lactococcine 972 n’agit pas sur la
perméabilisation de la membrane mais inhibe un précurseur de la paroi, la N-
acétylglucosamine, entrainant une malformation pariétale. Cette bactériocine inhibe aussi la
formation du septum, nécessaire a la division cellulaire ; le traitement par la lactococcine 972

aboutit également & une augmentation du volume de la cellule (Mazotta & Montville, 1997).

1.5.3. Classe HI : Protéines
1.5.3.1. Caractéristiques

Les bactériocines de classe 1II sont caractérisées par leur grande taille. I s’agit de
protéines dont la masse moléculaire est supéricure 4 30 kDa et sensibles a la chaleur. La
plupart d’entre-elles sont produites par le genre Lactobacillus comme "helvéticine J produite
par Lactobacillus helveticus 481 (Joerger & Klaenhammer, 1990), la lacticine B produite par
Lactobacillus acidophilus (Barefoot & Klaenhammer, 1984) et ’enterolysine A produite par

Enterococcus faecium (Nilsen et al., 2003).
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1.5.4, Classe IV : Bactériocines complexes
1.5.4.1, Caractéristiques

Les bactériocines de classe IV étaient définies comme des protéines associ€es d une
composante non protéique, lipidique et/ou oligosaccharidique, nécessaire a leur activité
biologique. La plantaricine S, par exemple, posséde une activité antimicrobienne sensible a

des enzymes lipolytiques et glycolytiques (Jimenez-Diaz et al., 1993).

1.5.5. Les applications des bactériocines dans les produits alimentaires

Les bactériocines peuvent étre appliquées sous une forme purifiée, semi-purifiée ou
sous la forme d'un concentré obtenu aprés fermentation d'un substrat alimentaire. Les
bactéries productrices peuvent également &tre appliquées dans les produits alimentaires, la
bactériocine sera alors produite in situ. Les bactériocines peuvent également étre appliquées
sous la forme d'un concentré obtenu aprés fermentation par la souche productrice et
atomisation d'un substrat alimentaire tel que le lait, par exemple. Cette préparation sera
considérée comme un ingrédient fermenté. Elle contiendra la bactériocine mais également

d'autres métabolites microbiens tels que I'acide lactique.

1.5.5.1. Les bactériocines purifiées ou semi-purifiées

Elles sont appliquées aprés production en fermenteur, purification ou semi-purification
et conditionnement par les techniques adéquates, qui peuvent étre relativement cofiteuses.
D'un point de vue Iégislatif, une telle préparation est considérée comme un additif alimentaire.
Aujourd’hui, la nisine est la seule bactériocine ayant requ 1’acceptation de nombreux pays
pour &tre utilisée en préservation alimentaire et acceptée comme additif alimentaire (E234)

(Schillinger et al., 1996 ; Ennahar et al., 1999 ; Guinane et al., 2005).

1.5.5.2. Immobilisation des bactériocines sur les cellules productrices

Un autre mode d'application des bactériocines consiste en leur immobilisation sur les
cellules productrices, dans des gels ou des films tel que l'alginate de calcium, la gélatine, la
cellulose, les protéines de soja, des films de polysaccharides, etc. La bactériocine sera alors
libérée dans le produit au cours de la conservation. Depuis peu, des emballages en
polyéthyléne ou d'autres films plastiques contenant des bactériocines ont €té développés. Ces
emballages permettent de réduire la croissance des microorganismes pathogenes ou
indésirables pouvant se développer en surface durant la conservation du produit (Luchansky,

& Call, 2004 ; Deegan et al., 2006 ; Ghalfi et al., 2006 ; Galvez et al., 2007).
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1.5.5.3. Application de la bactérie productrice de bactériocines

L'utilisation des bactéries productrices de bactériocines peut étre intéressante tant au
niveau législatif qu'économique. Les bactéries productrices de bactériocines peuvent étre
ajoutées comme starter dans des produits fermentés ou comme culture protectrice. Elles
doivent é&tre capables de croitre et de produire des bactériocines dans l'aliment & conserver. La
composition du produit et les conditions de stockage doivent donc permetire la croissance et
la production de bactériocines. La concentration en molécule inductrice doit &tre suffisante,
son interaction avec la matrice alimentaire peut done étre un facteur limitant.

Les bactéries productrices de bactériocines peuvent étre utilisées en combinaison avec
un autre starter utilisé pour conférer les propriétés organoleptiques désirables. Dans ce cas, la
bactérie productrice de bactériocine ne doit pas détériorer les qualités organoleptiques de
l'aliment fermenté et la bactériocine produite ne doit pas avoir d'activité contre le starter
(Deegan et al., 2006 ; Galvez et al., 2007).

Par ailleurs, il sera également important de considérer 1'impact de la bactériocine sur la
flore résidente favorable des aliments. Si celle-ci est sensible a la bactériocine, son
déséquilibre pourra conduire 2 la croissance de microorganismes résistants aux bactériocines,
pathogénes et/ou altérants avec des conséquences sanitaires et/ou organoleptiques
défavorables. Les LAB (Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus et Lactococcus)
productrices de bactériocines peuvent étre utilisées comme agents antimicrobiens pour
empécher la croissance de certaines bactéries pathogénes comme Listeria monocylogenes,
Escherichia coli ATCC 25921, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus et
Streptococcus agalactiae (Schillinger & Lucke, 1989 ; Sarantinopoulos et al., 2002 ; Giraffa
2003 ; Leroy et al., 2003 ; Yamamoto et al., 2003 ; Labioui et al., 2005 ; Batdosj et al., 2006 ;
Foulquié Moreno et al., 2006 ; Klibi et al., 2008 ; Yoon et al., 2008 ; Renye et al., 2009 ; Ben
Belgacem et al., 2010).
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2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Matériel

Le lait écrémé en poudre, le Triton X-100, le peroxyde dhydrogéne a4 3% ont été

obtenus chez Merck (Darmstadt, Allemagne). Les produits suivants provenaient de chez
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA): glycérol, citrate de sodium, Tris, chlorure de
potassium, milieu de Luria-Bertani (LB), ampicilline, vancomycine, ciprofloxacine,
protéinase K, trypsine, a-chymotrypsine, catalase, a-amylase, lipase, dodécyl sulfate de
sodium (SDS), acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA), fluorure de
phénylméthyisulfonyl (PMSF), pefabloc SC (4 - (2-aminoéthyl) chlorhydrate de fluorure de
benzeénesulfonyle (AEBSF), acide trifluoracétique, acétate de sodium, chlorure de potassium
(KCI), sodium phosphate dodécahydrate dibasiques (Na,HPO4,12H,0), potassium
dihydrogénophosphate trés pur (KH,POs), Tween 80, alcool polyvinylique, et 4-
méthylumbelliferyl phosphate (4-MUP). Les milieux de culture MRS (de Man-Rogosa-
Sharpe), M17 et BHI (Brain Heart Infusion) ont été obtenus chez Biokar (Beauvais, France).
Agar, extrait de levure et dithiothréitol (DTT) ont été achetés chez Fisher Bioblock Scientific
(Illkirch, France). Le chlorure de sodium, ’hydroxyde de sodium et la glycine ont été obtenus
chez Panréac (Lyon, France). Le milieu YPD (extrait de levure-peptone-glucose) a été acheté
chez Serva (St Germain en Laye, France). Le fournisseur d'acide chlorhydrique et
d’acétonitrile était Carlo Erba (Val de Reuil, France) et le fournisseur d'antibiotiques
(chloramphénicol, pénicilline, tétracycline et gentamicine) était Euromedex
(Souffelweyersheim, France). La solution d’acrylamide 40% a été obtenue chez Fisher
Bioreagents (New Jersecy, USA). L'urée et le glucose provenaient de chez ACROS (New
Jersey, USA); le 2-mercaptoéthanol et le bleu de Coomassie R250 étaient de chez Fluka

{Allemagne). Tous les produits utilisés étaient de qualité analytique.

2.2. Echantillons de collection

Soixante-quinze échantillons de produits laitiers égyptiens ont ¢t¢ obtenus a partir des
marchés locaux des villes égyptiennes suivantes : Alexandrie, Kafr El-Sheikh, Tanta et
Damiette, Les fromages sont: Cheddar (fromage a péte dure, coagulation enzymatique,
maturation), Ras (fromage & péte dure, coagulation enzymatique, maturation), Domiatti
(fromage doux, coagulation enzymatique, salé et frais, pouvant é&tre stocké) et Kareish
(fromage doux, coagulation acide, 1égérement salé) et le produit laitier fermenté étudié est le

Laban rayeb (Tableau 6).
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Tableau (6): Distribution des produits laitiers recueillis en Egypte

Nombre

Ville i iti
Produits Laitiers d'échantillons

Fromage Ras

Fromage Cheddar

Alexandrie | Fromage Domiatti

Fromage Kareish

Laban rayeb

Fromage Ras

Fromage Cheddar
Kafr El-Sheikh |Fromage Domiatti

Fromage Kareish

Laban rayeb

Fromage Ras

Fromage Cheddar

Tanta Fromage Domiatti

Fromage Kareish

Laban rayeb

Fromage Ras

Fromage Cheddar

Damiette Fromage Domiatti

Fromage Kareish

Wi W] il W W | W o wa] W oL W W | W B B W LA W LA

Laban rayeb
Total

~J
9]

2.3. Isolement des isolats de LAB

Pour chaque échantillon de fromage, 10 g étaient pesés et dissous de fagon stérile
dans 90 mi de citrate de sodium (2%, p/p) et homogénéisés. Des dilutions décimales ont été
réalisées dans une solution saline [0.9% NaCl (P/V)] jusqu’a 107, Un millilitre de chaque
dilution était placé sur milieu agar M17 (coques) et MRS (bacilles) avec le lait. Les plaques

étaient incubées 48 h a 37 °C.
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Pour chaque échantillon de Iait Rayeb, 10 ml étaient pipetés de maniére stérile dans
90 ml de solution saline [0.9% NaCl (p/v)] et mélangés. Des dilutions décimales ont ¢té
réalisées dans la méme solution jusqu’a 107, Un millilitre de chaque dilution était placé sur
milieu agar M17 (coques) et MRS (bacilles) avec le lait. Les plaques étaient incubées 48 h a
37 °C. Les boites de Pétri contenant un nombre de colonies entre 30 et 300 étaient choisies

pour la purification.

2.4, Identification des isolats de LAB

Aprés purification sur milieux MRS et M17, les isolats étaient examinés sous
microscope puis testés pour leur coloration de Gram et leur activité catalase. Les cultures ont
été rayées sur des supports appropriés pour leur purification. Les isolats purifiés ont €té
conservés a —20 °C dans le lait écrémé reconstitué stérile (12,5%, p/v) additionné de 30%

(p/v) de glycérol.

2.4.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram est la coloration la plus utilisée en bactériologie, permettant de
mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne et d'utiliser ces propriétés pour
distinguer et classifier les bactéries. C’est une coloration différentielle qui permet de répartir
les bactéries en deux groupes: les bactéries 4 Gram-positif fixent le cristal violet et
apparaissent violettes et les bactéries & Gram-négatif ne fixent pas le cristal violet et
apparaissent roses ; par contre, elles sont colorées par la safranine. Les LAB sont Gram-

positives.

2.4.2. Test de 1a catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la libération de molécules d’eau et d’oxygéne
a partir du peroxyde d’hydrogéne, molécule toxique pour les bactéries. Le test catalase permet
une premiére orientation dans la classification d'une souche bactérienne pure. Les LAB sont
dépourvues de catalase. Une goutte de peroxyde d’hydrogéne (H,0,) a 3% (v/v) est ajoutée
sur une colonie placée sur une lame de microscope. La réaction est dite positive lorsqu’une

effervescence est observée.

2.4.3. Amplification et séquengage de ' ADNr 16S
IADN génomique des bactéries a été extrait par le kit Dneasy Blood & Tissue

(Qiagen GmbH, Hilden, Allemagne) et utilisé comme matrice pour l'amplification du géne
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ARNr 168. La réaction PCR était réalisée dans un volume total de 50 pl contenant du tampon
PCR (Tris-HCI] 20 mM, KCl 50 mM, pH 8,4), MgCl; 1,5 mM, 0,2 mM de chaque dNTPs, 1 U
de Taq ADN polymérase (QIAGEN GmbH, Hilden, Allemagne), 1 pM de chaque amorce et
40 ng d'ADN dans un volume final de 50 pl. Les réactions PCR ont été réalisées a I"aide des
amorces fd1 (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") et rdl (5'
TAAGGAGGTGATCCAGGC3") construites selon la méthode de Weisburg et al. (1991). La
réaction PCR a été réalisée dans un thermocycleur (Techno Scientifiques Barloworld,
Cambridge, UK) avec un programme de 35 cycles composés de 3 étapes: (1) étape de
dénaturation a 94 °C pendant 1 min, (2) étape d’hybridation a 56 °C pendant 1,15 min, (3)
étape d’élongation 4 72 °C pendant 1,15 min. Aprés ces 35 cycles, une étape finale a 72 °C
pendant 5 min était réalisée. 3 pl de produit PCR étaient analysés sur un gel d’agarose & 1%
avec du bromure d'éthidium (0,5 mg/ml) dans un tampon Tris acétate-EDTA 0.5X (TAE)
pendant 30 min & 100 V et la lecture a éi¢ réalisée par Trans UV-éclairage. Le séquencage de

I'ADN a été effectué par le service de séquengage de MilleGen (Labége, France).

2.5, Méthodes de détection de I'activité protéolytique
2.5.1. Test sur le lait écrémeé UHT

Les différents isolats ont été réactivés deux fois par mélange de 50 ul de la pré-culture
avec 950 pl de lait UHT écrémé de marque « Délisse » et incubation d’une nuit 4 37 °C. Le
mélange a ét¢ dilué au 1/10 (v/v) dans du tampon échantillon contenant 4% de dodécyl sulfate
de sodium (SDS), 3% de 2-mercaptoéthanol, 20% de glycérol, Tris-HCI 50 mM, pH 6,8 et
chauffé a 100°C pendant 3 min, puis analysé par électrophoréses sur gel de polyacrylamide en

présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE).

2.5.2. Activité protéolytique déterminée sur le caséinate de sodium et fe lactosérum
dénaturé

Pour étudier l'activité protéolytique, les isolats ont été repiqués (5% inoculum) dans
les milieux MRS et M17. Les isolats ont été testés sur le lait UHT et celles qui ont donné des
résultats positifs ont été testés sur le milieu Milk-Citrate-Agar (MCA) (Fira et al., 2001)
contenant : 4,4% de poudre de lait écrémé, 0,8% de Na-citrate, 0.1% d’extrait de levure, 0,5%
de glucose et 1,5% d'agar. Les cellules ont été cultivées sur milieu MCA aprés 48 h
d’incubation. Les cellules ont ¢été collectées et re suspendues & DOgoo = 10 dans un tampon
phosphate (Na') 100 mM de pH 6,8. Les cellules ont été mélangées avec les différents

substrats : caséinate de sodium (12 mg/ml) et lactosérum dénaturé (85 °C/20 min) (5 mg/ ml)
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(1:1, v/v). Les mélanges et le contrdle ont été incubés pendant 3 et 24 h 4 37 °C. A lafin de la
période d'incubation, une centrifugation était réalisée (10 min & 8000 g) et le surnageant clair
prélevé puis analysé par SDS-PAGE d’une part, et en chromatographie de phase inversée

d’autre part.

2.5.3. Facteurs influencant I'activité protéolytique

2.5.3.1. Effet du pH

Pour déterminer l'influence du pH sur l'activité des protéases, les cellules ont été
cultivées sur le milieu MCA aprés 48 h d’incubation. Les cellules collectées étaient re
suspendues a DOgp=10 dans un tampon phosphate de différentes valeurs de pH (5,4 ; 5,7 ;
6,0; 6,5 et 7,2) et dans 100 mM de Tris-HCl a pH 8.2. Les cellules ont été mélangées avec le
substrat: caséinate de sodium (12 mg/ml) (1:1, v/v). Les mélanges et le contrdle ont été
incubés pendant 24 h 3 37 °C. A la fin de la période d'incubation, on centrifugeait (10 min a

8000 g) et on prélevait le surnageant clair pour analyse par SDS-PAGE.

2.5.3.2. Effet de la température

Pour déterminer l'influence de la température sur l'activité des protéases, les cellules
ont été cultivées sur le milieu MCA aprés 48 h d’incubation. Les celiules ont été collectées et
re suspendues & DOgy=10 dans un tampon phosphate de pH 7,2. Les cellules ont été
mélangées avec le substrat : caséinate de sodium (12 mg/ml) (1:1, v/v). Les mélanges et le
conirdle ont été incubés pendant 24 h a différentes températures 30, 37 et 42 °C. A la fin de la
période d'incubation, on centrifugeait (10 min & 8000 g) et on prélevait le surnageant clair

pour analyse par SDS-PAGE.

2.5.3.3. Effet des inhibiteurs

Pour déterminer le type de protéases, les cellules ont été cultivées sur le milieu MCA
aprés 48 h d’incubation. Les cellules étaient collectées et re-suspendues & DOgyy=10 dans un
tampon phosphate de pH 7,2. Différents inhibiteurs ont été ajoutés a la suspension cellulaire a
une concentration finale de 10 mM et incubés a 37 °C pendant 1 h avant l'ajout du substrat.
Les inhibiteurs testés étaient PEDTA, l'acide iodoacétique et le fluorure de
phénylméthylsulfonyl (PMSF), ou le pefabloc SC (4 - (2-aminoéthyl) chlorhydrate de fluorure
de benzenesulfonyle (AEBSF). Le PMSF (50 mM dans l'isopropanol) a été dilué dans du
. tampon phosphate 10 mM (pH 7,2) & une concentration équivalente a celle des autres

inhibiteurs. Les cellules ont été mélangées avec le substrat ; caséinate de sodium (12 mg/ml ;
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1:1, v/v). Les mélanges et le contrdle ont été incubés pendant 5 h 4 37 °C. A la fin de la
période d'incubation, on centrifugeait (10 min 4 8000 g) et on prélevait le surnageant clair

pour analyse par SDS-PAGE.

2.6. SDS-PAGE

L’analyse par SDS-PAGE permet une séparation des protéines en fonction de leur
masse moléculaire. Les échantillons ont été appliqués & un gel de polyacrylamide 12 et 15%.
Le tampon de migration contenait: Tris 50 mM, glycine 0,384 M et du SDS 0,1%. Les
échantillons migraient sous une intensité constante de 10 mA dans le gel de concentration et
de 20 mA dans le gel de séparation. Aprés migration, le gel était coloré avec le Bleu de
Coomassie R250 pendant 1 h puis décoloré pendant 2 h. Les gels ont été numérisés avec un
scanner d'images III (GE Healthcare, USA) et l'intensité des bandes a été quantifiée par un
logiciel d'image. Les analyses sont effectuées en utilisant le logiciel Fuji Film Image Gauge
V3.0 (Fuji Photo Film Co. Ltd, Japon). Les résultats ont été exprimés par le rapport entre
I’aire et l'intensité de la bande. La réduction de I'intensité de la bande pendant l'incubation a

été exprimée en pourcentage d’hydrolyse (Ong et al., 2000).

2.7. RP-HPLC

La RP-HPLC a été utilisée pour étudier 1’activité protéolytique des souches. L'HPL.C
en phase inversée permet une séparation hautement résolutive des protéines et des peptides
selon leur hydrophobie. Les échantillons de caséinate de sodium (12 mg/ml) et de lactosérum
dénaturé (5 mg/ml) (1:1, v/v) incubés avec les souches ont été solubilisés dans de "urée 9 M,
puis centrifugés (12 000 g, 5 min) avant injection sur la colonne. 50 pl des différents
échantillons ont été injectés sur une colonne analytique Symmetry Cig (2,1 x 150 mm).
L’élution était réalisée en 45 min avec un débit de 0.2 ml/min par un gradient linéaire de 0% a
100% de solvant B. Le solvant A était : H,0, acide trifluoracétique (TFA} 0,11% et le solvant
B était : HyO/acétonitrile/TFA (20/80/0,09) (v/v/v). L’analyse par RP-HPLC a été réalisée
avec un systtme Waters (Milford, MA). Les résultats ont été analysés par un logiciel

Millenium 32 (Waters) (Bertrand-Harb et al., 2003).
2.8. Purification des caséines ag; et § a partir de la caséine totale

La caséine totale a été préparée a partir de lait frais par précipitation & pH 4,6 avec de

I’HC] 6 N par centrifugation (4 000 g, 20 min). Les caséines P et as (os; et o) ont été
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préparées & partir de caséine totale par chromatographie échangeuse d'anions (FPLC ; BioCad
/ Sprint, PerSeptive Biosystems, USA) selon la méthode de Thorn et al. (2008). La caséine
totale (50 mg/ml) a été remise en suspension dans un tampon Tris-HC1 50 mM, urée 8 M, de
pH 8,0, dithiothréitol 20 mM (DTT). La colonne source Q) Sepharose High Performance (v =
50 ml) a été équilibrée avec le tampon A (Tris-IIC1 25 mM, urée 4 M, pH 8,2, DTT 5 mM) et
I'élution a été réalisée avec un gradient de 0 & 30% de tampon B (tampon A + NaCl 1 M) 4 un
débit de 5 ml/min. Les caséines f§ et os ont été recueillies, dialysées et lyophilisées. Les
caséines o (35 mg/ml) ont été re-suspendues dans un tampon acétate de sodium 20 mM, urée
8 M, de pH 6,0, DTT 20 mM. La colonne Source Q (V = 8 ml) a ¢té équilibrée avec un
tampon C (acétate de sodium 20 mM, urée 4 M, de pH 6, DTT 5 mM) et I'élution a été
réalisée avec un gradient de 0 a 30% de tampon D (tampon C + NaCl 1 M) 4 un débit de 5

ml/min. La caséine as; a été recucillie, dialysée et lyophilisée.

2.9. Identification des peptides par spectrométrie de masse couplée a la
chromatographie liquide (I.C-MS/MS)

Les expérimentations de spectrométrie de masse ont ét¢ menées a la plate-forme
« Blopolyméres Biologie Structurale » située au centre INRA de Nantes (Unité de ‘recherche
INRA 1268)

(http://www.nanies.inra.fr/plateformes_et plateaux_techniques/plateforme_bibs)

Les peptides résultant de I’hydrolyse de la caséine og ont €€ séparés par
chromatographie liquide haute performance en phase inversée (RP-HPLC), équipé d’un
systéme Waters HPLC (pompe Waters 616, détecteur Waters 600). La colonne Cyg (2 mm, 4
um, Jupiter PROTEQ, Phenomenex) est pré-équilibrée avec le solvant A (H,O, TFA 0,11%,
v/v) 4 un débit de 0,15 ml/min. Aprés injection, un gradient linéaire de solvant B (acétonitrile
80%, H,0O 20%, TFA 0.09%, v/v/v) est programmé pendant 30 min et suivi d’un lavage de 2
min 4 100% du méme tampon. L’éluat est analysé sur le systéme Q ion-Trap (Finnigan MAT,
San Jose, CA) équipé d’une source nanospray. Les ions entrant dans le spectromeétre de masse
sont analysés en continu et quand un peptide est détecté, le balayage passe en mode MS/MS
afin d’obtenir son spectre de fragmentation. Pour 'identification des peptides, les listes de
pics sur les spectres MS/MS sont extraites et comparées aux bases de données en utilisant
1’outil bioinformatique MASCOT http://matrixscience.com et son module dédié a I’analyse de

spectres MS/MS. -
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2.10. Identification des types de protéases par PCR

1’extraction de I’ADN génomique des bactéries (Lactobacillus fermentum IFO3956,
Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus plantarum JDM]1) a été réalisée avec le kit
Dneasy Blood & Tissue (Qiagen).

La réaction PCR a été préparée dans un volume total de 50 pl contenant du tampon
PCR 1X (Tris-HC1 10 mM, de pH 9, KCI 50 mM, MgCl 1,5 mM, Triton X-100 0,1%), 200
uM de chaque dNTPs, 0,025 U/ul de Taq ADN polymérase (Promega, Madison, W1, USA), 1
uM de chaque amorce et 40 ng d'ADN matrice. Les réactions PCR ont ¢i¢ réalisces a 'aide
des amorces pour huit génes de protéases connues (PriP/PriM, PriB, PriH, et PriR} comme
indiqué sur le Tableau 7.

La réaction PCR comprend une dénaturation & 94 °C pendant 4 min, 30 cycles
composés de 3 étapes: (1) étape de dénaturation a 94 °C pendant 1 min, (2) étape
d’hybridation & 45 °C pour PrP/PriM, 50 °C pour PrB, 55 °C pour PriR et PriH pendant 1
min, (3) étape d’élongation a 72 °C pendant 1,5 min. L'analyse des résultats d'amplification
est faite par électrophorése sur gel d’agarose 1,2 % selon la méthode décrite dans le

paragraphe précédent.

Tableau (7). Amorces de PCR utilisées pour la détection de génes codant pour les protéases

connues
Séquence Taille
Géne | Amorce ™ | réf.
5 3’ d’amplification (bp)
P P700 GCTTGAATTCGTTGTCGCTGCGGTTGT
pri
685 56°C| 1
IprM M700 GCATGAATTCAATGCACGATAAATGAG
B10 GGTGTTGCTCCTGATGCCCAGC
priB 597 56°C| 1
B20 CCCCGTTTAACAACTGCAAGTT
Jp23 GCTTGGATAGTAGCGTTAGC
priH 1034 56°C| 1
Ip25 GGTGAACAAACTGAAGACG
12 CAACACCGGGACCACGGTG ,
priR 1052 55°C| 1
IP6Xba |CTGATCGTGGACGGTGTTGC

1: Strahinic et al. (2010)
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2.11. ELISA compétitif

Des plaques de microtitration 96 puits 4 fond plat (Maxi Sorp, Nunc, Roskillde,
Denmark) (plaque 1) ont été utilisées dans cette étude. 100 ul d’une solution de caséine us)
ou B ont été déposés dans les puits et incubés pendant 3 h 4 30 °C. La concentration en
protéines ¢tait de 5 pg/ml dans du PBS 1 M, pH 7,4 (NaCl 0,136 M, KCI 2,68 mM, KH,PO,4
1,76 mM et Na,HPO4 12 H,O 10,14 mM). Pour le contrdle négatif (blanc), la caséine était
remplacée par un volume égal (100 pl) de PBS. Tous les puits étaient recouverts de 100 pl
d’anticorps monoclonal de souris anti IgE humaine, clone M604199 (Abl, Fizgeraled,
Concord, USA) dilué au 1:2500 dans du PBS. Aprés I'incubation, un lavage est réalisé trois
fois avec du PBS contenant 0,1% (v/v) de Tween-20 (PBS/T) et saturé pendant 1 ha 37 °Cen
déposant 250 ul d’une solution de PBS/T contenant 1% (p/v) de polyvinyl alcool
(PBS/T/PVA). Une gamme étalon a été réalisée en appliquant 100 pul de dilutions en série de
160 4 0,15 ng/ml (5000 UT) d’IgE humain (WHO référence internationale, code 75/502).

Un pool de 7 sérums d’enfants allergiques 4 la caséine ag; et un pool de 5 sérums
d’enfants allergiques a la caséine $ (obtenus du laboratoire d’immuno allergologie de
I’hopital académique d’ Angers, France) ont été utilisés aprés approbation du comité d’¢thique
interne a I’hdpital. Les sérums étaient dilués au 1:10 et mélangés avec des volumes égaux (60
ul:60 pl) de dilutions en séries de caséine og; et d’hydrolysats de caséine og; dans du
PBS/T/PVA 1% (1000, 640, 160, 40, 10, 2,5, 1, 0,25 et 0,062 pg/ml) sur une plaque séparée
(plaque 2) et incubés a 37 °C pendant 1 h.

Une fraction aliquote de 100 pl était transférée de chaque puits de la plaque 2 vers les
puits recouverts de caséine de la plaque 1 ou le contrdle négatif. Aprés une incubation d’une
nuit & 4 °C, les plaques ont été lavées trois fois avec du PBS/T et incubées pendant 2 h a 37
°C avec un anticorps secondaire (IgE polyclonal anti-humain conjugué a la phosphatase
alcaline, Sigma) dilué au 1:1000 dans du PBS/T/PVA. Aprés 3 lavages de la plaque avec du
PBS/T, P’anticorps secondaire libre était révélé par addition de 4-méthylumbelliferyl
phosphate (4-MUP) dilué au 1:5 dans du Tris-HCI, pH 9,8. L’émission de fluorescence était
mesurée aprés 90 min d’incubation a 37 °C avec le lecteur de microplaque FLX 800 (Biotech
Instruments, Inc., Winooski, VT), avec un filtre d'excitation & 360 nm et un filtre d'émission a
440 nm. Les paramétres de lecture de l'appareil étaient réglés pour une lecture par le haut avec

une sensibilité de 45. Les contrdles utilisés incluaient I’anticorps secondaire.
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2.12. Etude de l'activité antimicrobienne
2.12.1. Les isolats de LAB

Les études d’activité antimicrobienne ont ét¢ menées avec les mémes isolats que ceux
décrits précédemment. Les isolats isolés et purifiés étaient conservés a —20 °C dans du lait
écrémé reconstitué stérile (12,5%, p/v) additionné de 30% (p/v) de glycérol. Avant leur
utilisation, les isolats ¢taient répliqués deux fois dans le milieu liquide approprié et cultivés

pendant une nuit.

2.12.2, Souches bactériennes et conditions de culture

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont : (1) Lactobacillus bulgaricus
340 (Rhodia Food, France) propagés dans du bouillon MRS a 37 °C; (ii) Enterococcus
Jfaecium HKLHS (INRA, Nantes, France), Listeria ivanovii (ATCC), Listeria innocua CIP
80.11 (ONIRIS, Nantes, France), Listeria monocytogenes EGDe 107776 (ONIRIS),
Salmonella enterica 13076 (ATCC), Bacillus cereus (ONIRIS), Staphylococcus aureus CIP
53154 (ONIRIS), et Pseudomonas aeruginosa (ONIRIS) cultivés dans du bouillon BHI a
37°C; (iii) Escherichia coli ATCC 23355 cultivé dans un bouillon de LB a 37 °C; (iv)
Candida pseudotropicalis (INRA) et Saccharomyces cerevisiae DSH 213.83 (ONIRIS)
cultivés a 30 °C dans un milieu YPD.

Les souches bactériennes étaient répliquées deux fois dan le milieu liquide approprié
et cultivées pendant une nuit. Les différents milieux étaient solidifiés par 'ajout d'agar 4 0,8%

pour les tests d'activité antimicrobienne.

2.12.3. Méthode de diffusion en puits pour la détection de 1'activité antimicrobienne
L'activité antimicrobienne du surnageant de culture obtenu par centrifugation a 8000 g
pendant 10 min a 4 °C (503 isolats) et ajusté a pH 6,5 avec NaOH 1 N, a été déterminé par la
méthode de diffusion en puits (Schillinger & Lucke, 1989) avec de légéres modifications. 100
pl dune culture de 16 h de la bactérie indicatrice (Lacfobacillus brevis F145) étaient inoculés
dans 20 ml de milieu approprié gélosé (0,8%, p/v). Aprés refroidissement et solidification de
la gélose, des puits de 7 mm de diamétre étaient creusés sur la gélose 4 l'aide d'un emporte-
piece. 50 pl de 1'échantillon 2 tester étaient déposés dans les puits. Aprés 1 h de diffusion a
température ambiante et dans des conditions stériles, les boites de Pétri étaient incubées avec
Lactobacillus brevis F145. La présence d'une zone claire d'inhibition de croissance de la

souche indicatrice autour du puits était considérée comme une réaction positive. Les isolats
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actifs contre Lactobacillus brevis F145 (24 isolats) ont été testés en outre pour leur activité

antimicrobienne contre d'autres souches.

2.12.4. Facteurs influant I'activité antimicrobienne

2.12.4.1, Effet des enzymes

['effet de diverses enzymes sur l'activité antimicrobienne des LAB a €té déterminé. A
200 pi de surnageant étaient ajoutés 20 pl des enzymes suivantes: protéinase K, trypsine, o-
chymotrypsine, catalase, o-amylase et lipase & une concentration finale de 0,1 mg/m] dans du
tampon phosphate 20 mM de pH 7. Le mélange était incubé & 37 °C pendant 2 h. L'activité
enzymatique était stoppée par un chauffage a 100 °C pendant 5 min. L'activité bactériocine
résiduelle était déterminée contre la souche indicatrice Lactobacillus brevis F145 comme

décrit précédemment.

2.12.4.2. Effet du pH

La stabilité de la substance active aux pH acide et basique a été étudiée en ajustant le
pH du surnageant aux valeurs désirées (2 & 10) par I'ajout de NaOH 5 N ou d'HCI 5 N. Aprés
2 h dincubation & 37 °C, le pH était ajusté a 6,5 et I'activité bactériocine résiduelle ctait
déterminée contre la souche indicatrice Lactobacillus brevis F145 comme décrit

précédemment.

2.12.4.3. Effet de la température

Pour évaluer la thermostabilité de la substance active, 1 ml de surnageant de culture
était neutralisé et incubé 4 100 °C pendant 10 et 30 min, et & 121 °C dans un autoclave
pendant 20 min. Dans tous les cas, l'activité résiduelle était déterminée contre la souche

indicatrice Lactobacillus brevis F145 comme décrit précédemment.

2.13. Production d'une bactériocine par Enterococcus faecium TX1330 et Enferococcus
Saecium E980

Un millilitre de pré-culture de souche Enterococcus faecium TX1330 ou Enterococcus
faecium E980 était inoculé dans 30 ml de bouillon M17 puis incubé & 37 °C dans des
conditions de pH non régulé. La croissance bactérienne était contrdlée chaque heure par la
mesure du pH et de la turbidité (densité optique, DOggonm). Pour mettre en évidence une
activité antibactérienne dans le surnageant de culture, la méthode de dilution en série sur

milicu gélosé a été utilisée (Yamamoto et al., 2003). Cette méthode permet de déterminer

55



l'activité en unités arbitraires (U.A.). Le surnageant de culture était dilué en série deux fois
avec du milieu M17. Parallélement, 20 ml de milieu nutritif gélosé étaient mélangés avec une
culture de 16 h de Lactobacillus brevis F145 (100 pl) dans une boite de Pétri. Le surnageant
dilué (10 pl) était déposé a la surface du milieu gélosé. Les boites de Pétri étaient ensuite
incubées pendant 18 h a 37 °C. L'activité antibactérienne était ensuite déterminée en U.A. par
millilitre de milieu de culture selon la formule suivante :
2" x 1000 pl/10 pl =U.A/ml
n représentant la réciproque de la dilution la plus élevée pour laquelle une inhibition de

croissance de la souche sensible est observée,

2.14. Effet de la température, du pH et de sel sur Ia production de bactériocine

Des volumes de 200 ml de bouillon M17 étaient inoculés avec des pré-cultures de
souche Enterococcus faecium TX1330 ou Enterococcus faecium E980 et incubés & différentes
températures (4, 10, 30, 37 et 45 °C).

La production de bactériocines a été également étudiée pendant 24 h a 37 °C avec du
bouillon M17 contenant 6,5% de NaCl ou du bouillon M17 & pH 9,6 pour ces deux souches.

L'activité antimicrobienne contre la souche indicatrice Lactobacillus brevis F1435 a été
déterminée par la méthode de diffusion en puits aprés centrifugation et ajustement du pH du

surnageant & 6,5 (Batdorj et al., 2006).

2.15. Caractérisation des entérocines par PCR

L ADN génomique des bactéries (Enferococcus faecium TX1330 et Enterococcus
faecium E980) a été utilisé comme matrice pour l'identification des génes codant pour des
entérocines.

La réaction PCR a été réalisée dans un thermocycleur {Techno Barloworld Scientific,
Cambridge, UK). Le mélange réactionnel contenait (concentration finale) : 1 X tampon de
réaction (Tris-HCI 10 mM, pH 9, KCl 50 mM, MgCl, 1,5 mM et Triton X-100 0,1%) , 200
uM de chaque dNTPs, 0,025 U/ul de Taq ADN polymeérase (Promega), 1 uM de chaque
amorce et 40 ng d'ADN dans un volume final de 50 pl. Des amorces pour huit génes
d’entérocines connues (A, B, P, 31, Q, AS48, L50A et Cyl) ont été utilisées comme décrit
dans le Tableau 8.

L.’¢échantillon subit ensuite 30 cycles d’amplification (94 °C/30s ; Tm/ 30s ; 72 °C/30s)
précédé d'une étape de dénaturation de I’ ADN (95 °C pendant 5 min) et une élongation finale

de 5 min a 72 °C permettant 4 la polymérase d'achever 1'élongation des brins d'ADN. La
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température d'hybridation dépend de chaque couple d'amorces (Tableau 3). Trois microlitres
de produit PCR étaient analysés aprés une électrophorése de 30 min a 100 V sur un gel
d’agarose & 1% avec du bromure d'¢thidium (0,5 mg/ml) dans un tampon Tris acétate-EDTA

0.5X (TAE) et Ia lecture était réalisée sous UV.

Tableau (8). Amorces de PCR utilisées pour la détection de génes codant pour les enterocines

connues
Séquence Amplification
Gene | Amorce T™M |[Réf
50/ ¥ taille (bp)

A AF GGTACCACTCATAGTGGAAA 130 58 °C .
AR CCCTGGAATTGCTCCACCTAA

B BF CAAAATGTAAAAGAATTAAGTACG 120 56 °C | |
BR AGAGTATACATTTGCTAACCC

p PF GCTACGCGTTCATATGGTAATGGT 132 60 °C I
PR ATGTCCCATACCTGCCAAACCAGAAGC

. 31F CCTACGTATTACGGAAATGGT 130 58 °C 3
31R GCCATGTTGTACCCAACCATT
OF GGAATAAGAGTAGTGGAATACTGATAT 60 °C

Q GAGAC 653 1
QR AAAGACTGCTCTTCCGAGCAGCC
AS48F  |GAGGAGTATCATGGTTAAAGA 56 °C

AS48 253 1
AS48F  |ATATTGTTAAATTACCAA
Ent 1 Fw [NNNNCCATGGGAGCAATCGCAAAA 50 °C

L50A NNNNAAGCTTAATGTTTTTTAATCCACT 133 2
Ent 1 Rev

CAAT
ol CylF GGCGGTATTTTTACTGGAGTN v4g 58 °C ]
y

CylR CCTACTCCTAAGCCTATGGTA

1: de Vuyst et al. (2003) 2: Batdorj et al. (2006) 3: Klibi et al. (2008)

2.16. Détection des facteurs de virulence
[’ADN génomique des bactéries (Enterococcus faecium TX1330 et Enterococcus

aecium E980) a été utilisé comme matrice pour l'identification des génes codant pour des
P £ p
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facteurs de virulence connus : asal (substance d'agrégation), ¢yl A et ¢yl B (cytolysine), ace
(protéine de liaison du collagéne), efadfs (antigéne Enterococcus faecalis endocardite), et
espfm (protéine de surface d’entérocoques). Leur présence a été vérifide par amplification
spécifique des génes concernés grice & des amorces spécifiques détaillées dans le Tableau 9,
par PCR classique. Enterococcus faecalis MMA4594 a ét¢ utilisé comme contrble positif.

La réaction PCR était réalisée dans un volume total de 50 pl contenant du tampon
PCR 1X (Tris-HCI 10 mM pH 9, KC1 50 mM, MgCl, 1,5 mM, et 0,1% de Triton X-100), 200
1M de chaque dNTPs, 0,025 U/ul de Taq ADN polymérase (Promega), 1 uM de chaque
amorce et 40 ng d'ADN dans un volume final de 50 pl. Les séquences des amorces de cing
genes de virulence connues, asal, cyl A et cyl B, ace, efadfs et espfim ont été utilisées
(Tableau 9).

La réaction PCR (asal, ace et espfin) a été réalisée dans un thermocycleur (Techno
Scientifiques) programmé pour les conditions suivantes : dénaturation 4 95 °C pendant 5 min,
35 cycles composés de 3 étapes: (1) étape de dénaturation 4 94 °C pendant 1 min, (2) étape
d’hybridation a 56 °C pendant 1 min, (3) étape d’élongation a 72 °C pendant 1 min, La
réaction PCR (efadfs) a ¢té réalisée dans le thermocycleur programmé pour les conditions
suivantes : dénaturation & 95 °C pendant 5 min, 35 cycles composés de 3 étapes: (1) étape de
dénaturation a 94 °C pendant 1 min, (2) étape d’hybridation 4 54 °C pendant 1 min, (3) étape
d’¢longation a 72 °C pendant 1 min. La réaction PCR (Cyl A) a été réalisée dans le
thermocycleur programmé pour les conditions suivantes : dénaturation a 95 °C pendant 5 min,
30 cycles composés de 3 étapes: (1) étape de dénaturation & 94 °C pendant 45 s, (2) étape
d’hybridation 4 58 °C pendant 45 s, (3) étape d’élongation a 72 °C pendant 45 s. La réaction
PCR (Cyl B) a été réalisée dans le thermocycleur programmé pour les conditions suivantes :
dénaturation & 95 °C pendant 5 min, 35 cycles composés de 3 étapes: (1) étape de
dénaturation 4 94 °C pendant 1 min, (2) étape d’hybridation 4 52 °C pendant 1 min, (3) étape
d’élongation a4 72 °C pendant 1 min. Aprés ces cycles, une étape finale & 72 °C pendant 10
min était réalisée. 3 pl de produit PCR étaient analysés sur un gel d’agarose a 1% avec du
bromure d'éthidium (0,5 mg/ml) dans un tampon Tris acétate-EDTA 0.5X (TAE) pendant 30

min & 100 V et la lecture a été réalisée par éclairage UV,
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Tableau (9). Amorces de PCR utilisées pour la détection de génes codant pour les facteurs de

virulence connus

Séquence Amplification
Gene | Amorce T™M | Ref.
S5—» ¥ taille (bp)

ASA1l |GCACGCTATTACGAACTATGA

asal 375 56°C| 1
ASA12 | TAAGAAAGAACATCACCACGA
ACE-F  |GAATTGAGCAAAAGTTCAATCG

Ace 1008 56°C| 3
ACE-R  |GTCTGTCTTTTCACTTGTTTC
TES GACAGACCCTCACGAATA

EfaAfs 705 54°C| 2
TE6 AGTTCATCATGCTGTAGTA
ESP14F | AGATTTCATCTTTGATTCTTGG

Esp 510 56°C1 1
ESPIZR |AATTGATTCTTTAGCATCTGG
CYTI ACTCGGGGATTGATAGGC

Cyl A 688 58°C; 1
CYTIb |GCTGCTAAAGCTGCGCTT
CYTBl |AAGTACACTAGTAGAACTAAGGGA3

CylB |CYTB2 |ACAGTGAACGATATAACTCGCTATT 2020 52°C| 4
CYTLL2 |GCTTCACCTCACTAAGTTTTATAG

I: Vankerckhoven et al. (2004) 3: Ben Omar et al. (2004)

4: Semedo et al. (2003)

2: Eaton & Gasson (2001)

2.17. Tests de sensibilité aux antibiotiques

Les résistances aux antibiotiques des deux souches isolées, Entferococcus faecium
TX1330 et Enterococcus faecium E980 ont été évaluées par la méthode de diffusion en disque
contre 'ampicilline, le chloramphénicol, la ciprofloxacine, la vancomycine, la gentamicine, la
pénicilline et la tétracycline. Les seuils de sensibilité ont été définis d’aprés la méthode éditée
par le Comité National pour Standards de Laboratoire Clinique (CNSLC) (Karmarkar et al.,
2004). Une fraction aliquote (100 pl) dune culture bactérienne (Enterococcus faecium
TX1330 et Enterococcus faecium E980) issue de la phase stationnaire de croissance était
additionnée & 20 ml de milieu approprié¢ gélosé (0,8%, p/v). Aprés refroidissement et
solidification de la gélose, des disques (Prat Dumas, Couze-Saint-Front, France, 9 mm)
étaient déposés A la surface du milieu de croissance et des concentrations croissantes

d'antibiotiques (0,0;0,2;04;1;2;4;8,;16;32;64;128;256;512; 750 et 1500 pug/ml)
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ont été déposées sur les disques. Les boites ont ét€ incubées 1 h & température ambiante dans
des conditions stériles avant une incubation de 24 h a 37 °C (Andrews, 2001). La présence
d'une zone claire d'inhibition de croissance de la souche indicatrice autour du disque est
considérée comme une réaction positive. La concentration minimale inhibitrice (CMI) est
définie comme la plus faible concentration d'un antimicrobien qui inhibe la croissance d’un
micro-organisme aprés une nuit d'incubation. Les valeurs de CMI sont utilisées pour
déterminer la résistance des micro-organismes a un agent antimicrobien et pour estimer les
concentrations critiques. Les valeurs de la CMI ont été comparées aux concentrations

critiques décrites par I'Autorité européenne de séeurité des aliments (2008).
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Chapitre I :
Isolement et identification des bactéries lactiques (LAB) qui
présentent une forte activité protéolytique dans

les produits laitiers traditionnels Egyptiens.

Screening of strains of lactococci isolated fromegyptian dairy products for

their proteolytic activity

El-Ghaish, S., Dalgalarrondo, M., Choiset, Y., Sitohy, M.,
Ivanova, L., Haertlé, T., & Chobert, J.-M.

Food Chemistry, 2010, 120: 758-764
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RESUME

Sélection des espéces de lactococci isolés a partir de produits laitiers égyptiens

pour leurs activités protéolytiques

Deux-cent quatre-vingt trois isolats de Cocci ont été isolés de produits laitiers
traditionnels égyptiens collectés dans quatre régions. Six isolats de coques montraient une
activité protéolytique sur le caséinate de sodium. Ces isolats ont ¢té purifiés et identifiés par
amplification de I’ ADNTr et séquencage comme &tant : Enterococcus faecalis HH22 (4 isolats)
et Enterococcus faecium D623 (2 isolats). L'activité protéolytique d’Enterococcus faecalis
HH22 était plus élevée que celle d’ Enterococcus faecium D0O623.

Une SDS-PAGE montre que le pH optimal d’activité protéolytique est de 6,5 pour
Enterococcus faecium D623 mais se situe entre 6,5 et 7,2 pour Enterococcus faecalis HH22.
La température optimale d’activité protéolytique est de 42 °C pour les deux souches. Les
résultats obtenus démontrent que les protéases sont principalement des métallo-protéases.

Cependant, on trouve des protéases & sérine pour Enferococcus faecalis HH22.
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Screening of strains of lactococci isolated from Egyptian dairy products for

their proteolytic activity

Shady El-Ghaish? Michéle Dalgalarrondo®, Yvan Choiset?®, Mahmoud Sitohy *®, iskra Ivanova®,

Thomas Haertlé ?, Jean-Marc Chobert™*

LR 1268, Biopalyméres Interactions Assemibloges, INKA, F-42300 Nanees, France
¥ngazig University, Biochemistry Degarment, Faculty of Agricliure, Zoguzlg, Egypt
Deplrtiment of Genieral wid Applied Microbiology, Sofia University, Bulgaria

ARTICLE INEFQ ABSTRACT
Article histoiy: A callection of cacci isolates (293) obtained from traditional Egyptian dairy products coflected from four
Recelved 7 August 2009 Egyptian regions vielded 151 lactic acid bacteria (LAB) coccl isolates, Among them, 24 isolates were char-
Recetved s revised form & October 2009 acterised as highly proteolytic. SDS-PAGE showed that 6 isolates were the most prateolytically active,
Accepted 4 November 2063 which were dassified into Erterococcus fiecalls HH22 (4 isalates) and Enterococcus foeclumt DOG23 (2 iso-
lates), The protenlytic activity of E fuecolis was higher than that of £ faccivm {particularly on {-casein),
Keywords: The maximal degradaﬁon'nf milk proteing was a{l‘hfelved at pH 6.5-7.2 (£ faemh}'] or !JH 6.5 (£, fuecium)
wE and at 42 °C for both strains. The proteolytic activities of the two strains were inhibited mostly by the
Lacrococcs presence of EDTA, showing that their proteases belong mainly to metalloproteases. A slight inhibition
Cheese of proteotysis by PMSF in the case of £ foecolis HH22 suggests a limited inclusion of serine proteases
Proteotysis In its protease systeny,

© 2009 Elsevier Ltd, All rights reserved.

1. Introduction

The role of raw milk microflora is evident in cheese maturation
when the sensorial characteristies of cheeses made from raw milk
are compared with those of cheeses prepared from pasteurised or
micro-filtered milk (Beuvier et al,, 1997), These comparisons show
that flaveur iatensity score is significantly higher in raw milk-
based cheeses than in cheeses made out of pastewrised mili The
fermented raw mifk products and traditional cheeses are rich
sources of strains with new properties, Screening and characterisa-
tion of these microfloras is highly interesting in order to isolate
new strains or isolates with technological functions potentially
applicable in the food industry.

Lactic acid bacteria (LAB) ave defined as a group of micre-aera-
philic, Gram-positive micro-organisms fermenting hexose sugars
to lactic acid, This functional classification includes a variety of
industrially important genera, including Lactococcus, Enferoceccus,
Oenococeus, Pediococcus, Streprococeus, and Lactobacillus species
{Makarova et al,, 2005). LAB are a heterogeneous group of bacteria
used as starter cultures Tor dairy, meat, and vegetable fermentations

* Coresponding author. Address: UR 1268 LINRA, Biopolyméres interactions
Assemblages, Equipe Fonctions et Interactions des Protéines Laitigves, BP. 71627,
44316 Nantes, Cedex 3, France. Tel.; +33 2 40 67 52 30t fax: +33 2 40 67 50 84,

£-mnil address; chobert@nantes,inrafr {[.-M, Chabert).

0308-31406/$ - see front matter © 2009 Eisevier Ltd. All rights reserved.
dol: 16,1016/}, feodchem 2008.11.007

(Yamameto, Togawa, Shimnoska, & Okazald, 2003 ). They slso contrib-
ute to various industrial applications in food and beverage fermenta-
tien, buik 2nd fine cheimicals production as well asin manufacture of
pharmaceuticals (Zhu, Zhaping, & Li, 2009). Moreover, LAB ave well
known as producers of many secondary metabolites such as bacteri-
ocins [ De Vuyst & Leroy, 2007} and exopolysaccharides (Welman &
Maddox, 2003}

The gastrointestinal tacts of humans and animals ave the hab-
jtats of Enterococci (Gelsomino, Vancanneyt, Condon, Swings, &
Cogan, 2001}, These bacteria are important for environmental,
food, and clinical microbiology applications. Their tecknologicat
importance stems from their inclusion in the production of vari-
ous European fermented foods such as sausages and cheeses,
wlere they are purposefully added to the product as a starter cuil-
ture {Bover-Cid, Hugas, lzquierdo-Pulide, & Vidal-Carou, 200%).
Enterococc can grow in the restrictive environment of high salt
content and af the low pH of cheeses {Wessels, jooste, & Mostert,
1891) and do contribute to the ripening and to the development
of aroma in these products due to their hydrelytic (proteolytic
and esterolytic) activities as well as to the production of diacetyl
[Sarantinopoufous, Kalantzopoulos, & Tsakalidou, 20G2).

Proteolysis is considered as one of the most frnportant biochers-
ical processes involved in manufacturing of many fermented dairy
products (Fox, 1989, irrespective of the contribution of the prote-
olytic/peptidolytic enzymes of LAB te organoleptic properties of
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the final milk prothucts. Proteolysis could also contribute ta pre-

venting allergenic problems frequent in children under 3 years of

age due to a poor digestion of milk proteins (Pescuina et al., 20093,

The aim of this worl was te screen and identify the Enterococcus
species from traditional Egyptian dairy products for their proteo-
fydc activities, The factors affecting proteolytic activity, such as
pH, temperature, and presence of inhibitors were also studied,
The proteolytically active strains obtained, could be used in the
production of different hypoalistgenic dairy products.

2, Material and methnds
2.1, Samples coflection

Twenty samples of traditional daiey produces were obtained
from the local markets of four Egyptian cities; Alexandria, Tanta,
Kafr El-Sheikh, and Damietta. Traditional dairy products included
Domiattl cheese {fresh or 4 month-stored rennet coagulated soft
cheese), Ras cheese {fresh hard cheese prepared from rennet coag-
ulated raw miik) and Rayeb milk (home-made fermented milk).

2.2, Isolation and identification of LA cultures

An amount from each dairy product {10 g) was weighted, added
aseptically to 90 mi of sodium citrate (2%, w/v} and homogenised
ina sterile bag, The resuiting homogenate was decimally and seri-
ally diluted up to 10-* using Ringer solution j0.9% NaCl {w/v)}. One
miliilitre from each difution was plated onto M17 and de Mann-
Rogosa-Sharpe (MRS) agar. For Rayeb milk, 10 mi of each sample
was pipetted aseptically into 90 ml of Ringer sclution and mixed
thoroughly. Serial dilutions (107! to 107%) were made and 1 ml
of the appropriate dilution was pour plated onto W17 and MRS
agar {Beukes, Bester, & Mostert, 2001), All plates were incubated
at 37 °C for 48 h and colanies from M17 and MRS agar plates were
sefected according to their shape and colour from plates with cel-
ony numbers batween 30 and 300, They were examined with an
eptical microscope for Gram staining, Catalase activity was de-
tected by placing drops of 3% Hy0; (wiv) on caltuzes. The cultures
were classified as Gram-positive, catalase-negative rods {Lactoba-
cilii) anid Gram-positive, catalase-negative {Lactococci), For purifi-
catlon, the cuitures were stresked on suitable media and the
purifiad strains were reconstituted in sterile skim mile (12.5%, w/
v} supplemented with 30% (wiv} glycero? and stored at -20 °€.

2.3, Amplification and sequencing of 165 rDNA

DNA was extracted from the isolates according to Detley, Mol-
let, and Hottinger (1990) and was used as a template for 165 IRNA
gene amplification. In the reaction universal primers D1 {5-AGA-
GTITGATCCTGGETCAG-3) and (D1 (5 TAAGGAGGTGATCCAGGE-
3') were used (Weisburg, Barns, Pelletier, & Lane, 1991). DNA
amplifications were performed in DNA thermal cycler model
(Techno, Barloworld scientific, Cambridge, UK), The reaction mix-
ture contained: PCR bufTer (20 mM Tris-HCL, 50 mM KCY, pH 8.4),
E5mM Mgll, 0.2 mM of each dNTPs, 11 Tag DNA polymerase
{Qiagen Gmbh, Hilden, Germany), 1mM of each primer and
40 ag DNA in a final votume of 50 pil. PCR amplifications were per-
formed under the following conditions: denaturation at 94 °C for
5 min, 35 cycles of denaturation at 94 °C for 1 min, primer anneal-
ing at 56 °C for ¥.15 min, and DNA extension at 72 °C for 1,15 mia,
A final extension was added at 72°C for 5 min. Amplicons weie
analysed on 1% {wjv) agarose gel with ethidium bromide
(0.5 mg/ml} in 0.5x TAE {Tris acetate-EDTA) buffer for 30 min at
100 V and made visible by UV trans-liumination. DNA sequencing
was carried out by MilleGen sequencing service (Labdge, France).

2.4, Determination of growth and acidity curves

Overnight cultures of E foecalis HH22 and E, foecium DOG23
were grown either in skim milk or in M17 broth (5%) of culture
starter, After vortex mixing, the culture was divided into appropgi-
ate aliquots to be analysed after certain time periods of incubation
at 37 °C. The optical density {O3) of strain was followed at 500 nm
with a HITACHI U-110G UV-Visible spectrophatometer (Japan),
The change of pH was determined using a pH meter, Experiments
were performed three times and the resuits are expressed as the
mean plus the standard error,

25, Proteoliytic activity

Prateolytic activity was followed gualitatively using the skim
milk agar medium for screening and selection or quantitatively
using different chemtcal techniques as follows.

25,1, Proteolytic activity on skim mitk agar

Feyptian dairy products were serfally diluted with Ringer sotu-
tion to 10~% mixed welf and inoculated onto ptates containing 1.4%
skim milk {Délisse, UHT skim milk, France) agar (0.8%). inoculated
plates were incubated at 37 °C for 24 h to detect extra cellular cell-
bound proteinases giving rise to clear zones surrounding colonies
which were taken as a positive indicator of protealysis (Pailin,
Kang, Schmidt, & Fung, 2001}.

2.5.2, Proteolytic activity measured using UHT skint nulk

The different isolates were reactivated twice by inocnlating
504! of the previously prepared pre-cultuse into 950 pal of Délisse
UHT skint inifk and incubating overnight at 37 °C. The last mixture
was dilueed 1710 (vjv) [ sample buffer containing 4% sodium
dodecyl sulphate (SDS), 3% 2-mercaptoethanol, 20% glycerol,
50 mM Tris-HCl, pH 6.8 and heated at 100 °C for 3 min then ana-
lysed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE),

2.5.3. Proteoiytic activity measured o5 cascinaie and whey milk
[Jractions

A pre-cultire was prepared by inoculating an aliguot of 50 pl of
the isolate Sh7-7 (E foectum D0623), and Sh13-4 (E. faecalis HH22)
into 950 pl M1 7 broth and incubated overnight at 37 =C, An aliquot
{~0.5 ral) of the activated pre-culture was applied on the top of
milk-citrate-agar (MCA) plates containing 4.4% skim milk powder,
0.8% Na-citrate, 0.1% yeast extract, 0.5% glucose and 1.5% agar {Fira
et al,, 2001}, The plates were incubated for 48 h at 37 °C prior to
cell collection. Collected fresh cells were re-suspended in
100 mM Na~phosphate bufler (pH 7.2} and brought fo final optical
density {ODgoo) of 10 just before application, One velume of the
last suspension was combined with an equivalent volume of the
solutions of different mitk protein fractions taken as substrates
for the protealytic activity, Sodium caseinate and whey proteins
were obtaitied at a laboratory scale by precipitation at pH 4.6,
The concentration of whey preteing was 5 mg/ml, while that of
Na-caseinate was 12 mg/ml, The final mixtures were incubated
for different periods {3, 5,9, and 24 h} at 37 °C. Controls were pre-
pared by incubating equivalent protein fractions solutions for the
same petiods without adding cetls. At the end of incubation peri-
ots, celis were pelleted by centrifugation (10 min at 8000 g) and
the clear supernatant was analysed by SDS-PAGE (12% polyacryl-
amnide) and reversed phase high performance liquid chromatogra-
phy (RP-HPLC).
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2,6, Factors influencing proteolytic aetivity

2.6.1, Effect of pH

The cell suspensions, in 100 mM Na-phosphate buffer at differ-
ent pH values (5.4, 5.7, 6.0, 6.5, and 7.2} or in 100 mM Tris-HC! buf-
fer at pH 8.2 were mixed with substrace {12 mg/ml Na-caselnate)
dissolved in the same buffer (at the same pH) at a 1:1 volume ratio
and incubated for 24 h at 37 °C, A contrei was performed simifarly
without adding the bacterial cells. Pretein hydrolysis and peptide
formation was analysed by SDS-PAGE. Extent of hydrolysis was
quartified by determination of the colour intensity of the protein
fraction hands,

26.2. Effect of temperature

The cell suspensicn {in 100 mM Na-phosphate buffer, pH 7.2)
was mixed with Na-taseinate {12 mg/mi) dissolved in the same
buffer at 2 1:1 valume ratic and incubated for 24 h at 30, 37, and
42 °C, Coatrol was prepared similarly except cells were not added.
Protein hydralysis and peptide formation were analysed by SDS-
PAGE,

2.6.3, Effect of inhibitors

Whole cells were re-suspended Lz 100 mM Na-plosphate buffer
(pH 7.2) to an approximate Of¥ge of 10. Different inhibitors were
added to the cellular suspension at a concentration of 10 m
and incubated at 37°C for 1h before adding the substrate
(12 mgfml Na-caseinate in 100 mM Na-phosphate buffer, pH 7.2)
at a 1:1 volume rafio and extending the incubation petiod for fur-
ther 5 b, The tested inhibitors were EDTA, indoacetic acid and
pheaytmethyisutfonyl fuoride (PMSE). PMSF (50 mM in isopropa-
nol) was dituted in 10 mM phosphate buffer {pH 7.2) to a concen-
tration egquivalent to that wsed for other inhibitors, A sampie
prepared without addition of the bacterial cells served as contrel.
Protein hydrotysis and peptide furmation were analysed by SDS-
PAGE.

2.7, SDS-PAGE

The samplas were applied to a 12% polyacrylamide slab gel, The
migration builer contained 30 mM Tris, 0,384 M glycine and 0.1%
SDS, After running at 10 mA on the stacking gel and 20 mA on
the running gel, staining was performed with Coomassie Brilliant
Blue foflowed by a convenient destaining, The gels were scanned
with Image scanner If] (GE Healthcare, USA) and the intensity of
the bands was quantified by Image software. Analysis was per-
formed by using Fuji Film limage Gauge V3,0 software {Fuji Photo
Film Co, Ltd., Japan). Data were expressed as the ratio of the area
and intensity of the band. The reduction in the intensity of band
during Incubation with respect to the original intensity was ex-
pressed as percentage of hydrolysis.

28, RP-HPLC

RP-HPLC was performed te analyse the cel) free supernatant of
strains cultured on different milk protein sources in 100 mM phos-
phate buffer, pH 7. During incubation at 37 °C, 100 pl of the culture
was withdrawr after different perieds and difuted 111 {vjv) with
&M urea then centrifuged {12 kg, 5 min) before injection on the
columa. The samples were separated with a ;4 symmetry column
from Waters (2.1 x 150 mm) using & Waters {Milford, MA) HPLC
system Alliance with the following conditions: How-rate, 0.2 ml]
min, sofvent A, trifluoroacetic acid {TFA) 0.055% (vjv) in watey, sol-
vent B, acetonitrilefwater/TFA, 80/20/0.045 (vjv)v}, Elution was
performed with a Enear gradient of solvest B from 0% to 100%
{45 min). Detection was performed with 2 Waters 996 photodiade

array detector at 220 nm, Data were analysed by Empower soft-
ware (Waters),

3. Results and discussion
3.1, Identification of various LAB isolates

A coliection of 293 isolates was isolated from traditional Egyp-
tian dairy products, Examination with opticaf microscope allowed
to classify 215 jsolates as coc of which 151 isoiates were Gram-
positive and catalase-negatlve (LAB), The isolated LAD coced repre-
sented about 70% of coced isolates, which is in agreement with Bey-
kes et al. (2601) who collected differant samples of fermented mitk
from different turai areas in South Africa and found a predomi-
nance of the Gram-positive and catalase-negative bacteria (LA3).

3.2, Proteolytic actvity

3.2.1. Determination of proteslytic ectivity on skim milk agar

Skim milke agar technique was used to qualitatively examine
the proteslytic activity of the 151 LAB cocci. Most of the exam-
ined isolates gave clear zones after 24 h of incubation {data ot
shiown), showing their proteolytic activities, ‘the size of the cear
zong in skim milk agar indicates the extent of proteinases pro-
duced from Lactobacilli {Pailin et al, 2001}, Based on the area
and clarity of the clear zones, the isolates could be classified inte
4 groups: | - highly {24 isolates}, Il - intermediately (33 isolates),
W - poorly (70 isolates) and IV ~ non-proteolytic {24 isolates).
The mast proteclytic strains (24 isolates) were mainly found in
the stored Domiafti cheese samples, This distinction is mainly
due to the long duration of the storage of Domiatti cheese allow-
ing the development of the proteolytic activity of the LAB, This
result may clearly show that the development of different classes
of proteolytic LAB was mainly dependent en the type and mode
of cheese fabrication, Long duzation of cheese storage most prob-
ably favored the development of highly proteolytic LAB in Dami-
atti cheese as compared to the shost period of fresh Ras cheese
ripening (45 days).

3.22. Betermination of proteclytic actlvity on UHT skim milk

To determine the quantitative proteolytic activity, the 24 LAB
cacel isolates showing the highest proteslytic activities on skim
milk agar media were inoculated into UHT skim milk for 24 h at
37°C and their proteolytic activity was observed by SDS-PAGE
(Fig, 1), [f can be seen that 14 isolates hydrolysed eficienty milk
proteins alter 24 h of cultivation while 10 Isclates did not show
measurable proteclytic activity. The extent of hydrolysis {Fig. 1)
varied among these isolafes showing & strains with very high pro-
teolytic activity (samples 1,2, 3, 4, 5, and 6}, The sources of these
highly proteofytic strains were stored Domiatti cheeses coliected
from dilferent regions: Afexandria {sampies 1 and 2), Damietta
{sample 3} and Tanta (samples 4, 5, and 6),

These 6 iselates were further purified by cultivation on MI7 and
identified by 165 rONA amplification and sequencing as the follaw-
ing strains: samples 1 and 5, £ faecalis HH22; samples 2,3, 4, and 6,
E faeciim DOG23.

It can be concluded that the genus Enterococci was predotmi-
nant in Egyptian dairy products, in accordance with the finding re-
ported previcusly by El Seda, Ahmed, Omran, Osman, and Morsi
{2003) who found that Enterococei represented more than 40% of
the isolates atmong them the species £ faecium and E foecalls rep-
resented 32% and 3%, respectively, Similarly, the level of enterococ-
cal species in Roncal and Idiazdbal cheeses after 120 days of
ripening and in other types of ewe's-mili cheeses was raported
as high (Arizcum, Barcina, & Torre, 1587} where the dominating
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Fig. 1. SDS-PAGE( 123 of UHT skim milk treated with proteolytic LAB coced isolates for 24 hat 37 °C C: control. 5amples 1 and 2 Domyatti cheese from Alexandria, Sample 5!

Bomdatif cheese from Damietta. Samples 4, § aod 8: Domiatti cheese from Tanta,

species wereE feecalis,E foecium, E. durans, and E. avium, Moreover,
it can be reported that the genus Enterococci was predominant
among the highly protealytic LAB ¢occi isolates, Although Domiatti
cheese containg & high percentage of added salt, Enterocecci can
survive well in it since they can grow in salt concentration as Figh
as 6.5% or more (Franz & Holzapfel, 2004, chap. 6},
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3.3, Characterisation of E. foecium DOG23 and E. foecalis HH22

3.3.1. Growth and acidification Rinetics

Data in Fig. 2 {upper part) represent the growth {Asgosm) on M17
broth media and acidification curves of £ foecalis HH22 and E. fae-
citin D0623 daring 24 h of incubation at 37 °C. The exposential

Enterocaccus fascium DOB23
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Fig. 2. Growth curve fn M17 brotfi (M) or in skim milk {a} and pH curve (O) of E. faccalis HH22 and £ faecium DO623 during incubation at 37 °C for 24 h. Experiments were

petformed three times and the resulls are expressec as mean plus e standerd exror.
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{iog) growth phase was reached between 2 and 7 h for E faecalis
HH22 and between 4 aud 8h for £ faecimn DOE23. The higher
growth of E. faccalis HH22 was associated with higher acidification,

The maximal OD {Ag,n) obtained after 24 h incubation at
37°C was 369 and 342 for E faecalls HH22 and E faecium
D0623, respectively. The pH of E feecalis HH2Z and E faecium
DO623 decreased gradually from 6.92 to 5.02 and from 6.95 to
521, respectively, after 24 h of incubation at 37 °C in M17 broth,

Growth curve (fog cfu/mi) in UHT skim milk and pH values were
also measured {Fig. 2, lower part), After 24 h of incubation at 37 °C,
the curve of the [og of the total cell count simulated nearly that of
Asnonn With minor deviations for the two strains mainly die to the
complexity of the milk medium, When cultivated on UHT skim
milk £ faecalis HH22 eatered the log phase between 2 and 6 h
while E faecium DOB623 entered the log phase between 6 and
10h. #t can be confirmed hat the sate of growth of E faecalis
HHZ2 was higher than that of £ faecium D0623 in UBT skim mitk
and M17 broth media.

3.3.2, Determination of proteolytic activities

As revealed by SDS-PAGE (Fig. 3a and ¢}, during incubation at
37°C casein degradation {particularly f-casein) could be observed
after 3 h with E. faecalis HH22 but only after 6 b with E, foevium
D0623, The proteolysis extent inereased with the time of ncubas
tion, reaching a maximum after 24 h, E feecalis HH22 was more
casein-degrading than E. faecium D523, The degree of hydrolysis
after 24 b incubation with £ feecalis HH22 reached 100% for all
casein fractions (8-, ¢g-, and og-caseins) while E faechim
DOG23 degraded p-casein by 62%, oy, -casein by 43% and ggy-casein
by 35% ondy, Hence, for E. foecium DOG23, proteolytic activity was
mainty directed against §-casein, Similar results were reported for
home made yogurts where about 80-90% of p-casein were hydro-
lysed with lower hydrolysis fevels in the case of ntg)- and mgy-tase-
ins under the action of 21 lactobacilus isolates collected [rom
three types of Balkan home made yogurts {Tzvetkova et al.,
2007}, It can be concluded that the proteases of £ faecafis HH22

Ik G6R  9h  24h

and E. faeciiom B0823 can be classified as Fill typs, which degrades
g1~ f- and k-caseins, according o the protease classification of
Kunji, Mierau, Hagting, Pootman, and Konings (1996),

The RP-HPLC profile of caseins hydrolysed by E. foecalis HH22
(Fig. 3bj showed that 24 b hydrelysis of caseins generated papula-
tions of needium sized peptides with moderate hydrophilic propet-
ties, eluting mainly in the time range 20-31 min while the peaks
representing the intact casein fractions disappeared altogether,
Single big peak and very simall peaks appeared in the elution time
range 10-20 min, Similarly, the RP-HPLC profile of the caseins
hydsolysed for 24 h by E foecium DO623 (Fig. 3d) showed that
the generated peptides were mostly of medium sizes, but the peaks
representing the intact caselns were stili persistent albeit of smal-
ler areas. These results are in agreement with those of Gardini et al,
(2001) obtained with £ foecalis EF37. In conclusion, the rate of pro-
tein hydrolysis by E faecolfs HH22 was higher than ehat obsained In
the presence of E. faecium DO523.

The proteolytic activity of F. faecafis HH22 on whey proteins
was observed by SDS-PAGE (Fig, 4), Proteolysis was observed after
G of incubation at 37 °C for f-lactogiebulin {8LG) but nat for -
lactalbumin (ALA). The extent of hydrolysis increased with the
time of in¢ubation to reach a maximum after 24 h, heing 32% for
whole whey protein (43% and 22% of BLG and ALA, respectively).
E foeciwm DOG23 was inactive against whey proteins {data not
shawn),

Proteolysis of whey preteins with E feecalis HH22 is similar to
what was abserved by Pescuma, Hébert, Mazzi, and Font de Valdez
{2007} who reported that Lactobacillus ncidophifus CRL 6386, Strepto-
coccus thermophifus CRL 804 and L defbrueckif spp, bulgaricus CRL
454 hydrolysed the major whey proteins {21% and 26% of BLG
and ALA, respectlvely). The differences in the observed extents of
hydrolysis may be due to the different strains used in each study.

3.3.3. Effect of pH on proteclytic activities
As observed in Fig. 5 (epper part), there was no proteolysis al
pH 5.4 by E faecalis HH22 and E. faecium DOG23, Protealytic activity
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Fig. 4. SDS-PAGE profile of denaturated whey protelns incubated for 3, 6, 9. and
24 hat 37°Cat pH 7.2 with E faecalis HH22 [5) as compared to control {C}.

started to be perceived at pH 5.7 for strain £ faecolis HH22, Maxi-
mal proteis degradation was chserved in the 6.5-7.2 pH range for
E faecalis HR22 and at pH 65 for E faeciun DO623, Further in-
crease of pH led to a decrease in proteolysis. However, the extent
of hydrelysis ar basic pH (7.2-8.2) was higher than in acidic pH
{5.7-6.0) for the two strains, Ia can be concluded that the optimal
pH of the proteclylic enzymes of these bactevial strains is 6.5 and
that basic conditions are more favourabie for grateolysis than
acidic conditions. These results are in agreement with what was
observed by Fira et al. (2001) who reported pH 6.5 as the optimal
for the proteoiytic activities of some thermophilic lactobacilli,

Enterpcoccus faecalis HH22

3.3.4. Effect of temperature on proteolytic activities

A shown in Fig, 5 (fower part), the highest proteolytic activity
was observed af 42 °C, temperature al which 86% and G5% of case-
ins (45, %sz- and [-caseins ) was degraded by E. foecadis HH22 and
£. feecium D023, respectively, after 24 h of incubation, Decrease of
the temperature to 37 C affected only stightly the proteolytic
activiry as the extent of casein degradation was maintained near
90% and 55% for £ feeculis HH22 and £ feecium 0623, respec-
tively. Fusther decrease of the incubation temperature to 30 <C de-
creased greatly the proteolytic activities down to 59% and 47% for
E. faecaiis HH22 and E, faecium DOB23, respectively, These results
are also in agreament with those of Fira et al. (2001) who found
that the optimal temperatures for f-casein degradation by the
strains L, acidophilus BGRA43 and L delbrueckit BGPF] were 45 °C
and 46°C, respectively,

3.3.5. Effect of inhibitors on proteinase activities

The most important decrease of proteolytic activities of the two
types of strains was observed (Fig. 6) in the presence of EDTA as
compared to the control performed in the absence of inhibitor
{no inhibition), Otherwise, addition of jedoacetic acid did not affect
the rate of protein degradlation. Meanwhile, addition of PMSF de-
creased only slightly protein proteolysis by 14% in the case of £ fae-
calis HH22 but did act affect the proteolysis induced by E foecium
DOGZ3.

Since the proteolytic activity was mainly inhibited in the pres-
ence of EDTA, the protease systems of hath of the tested strains con-
sist mainly of metalloproteases. The small inhibition of proteclysis

Enterococcus faecium DOG23
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Fig. 5. Hydrolysis of Na-caseinate by E faecalis HH22 and E. foerium D0OG23 at different pH values after 24 h incubacion at 37 °C {upper part} and at different temperatures

after 24 b fcubation av pH 7.2 {lower part}
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Enterococcus faecalis HHZ2
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fig. 6. Effece of inhibitors (EDTA, PMSF, fodoacetic acid) on hydrelysis of Na-
caseinate by E faccafis HH22 and L faecinin DOG23.

ohserved in the presence of PMSF in the case of E faecalis HH22 may
be due to the presence of smail quantities of serine proteases in this
strain in addition to the main metalioproteases in contrast with £,
Jeecium DOG23 whose protease system contains metalloproteases
only. These restlts are in agreement with those of Pereiza, Barreto
Crespa, and San Romdo (2001) and Del Papa, Hancock, Thomas,
and Perego (2007) but disagree with those of Tsakalidou, Anasta-
sion, Vandenberghe, van Beeumen, and Kalantzopoulos {1999)
who found the crude proteinase of L defbrueckii subsp, lactis ACA-
DC 178 was strongly inhibited by PMSF but stightly inhibited by
EDTA, These differences are due certainly to the different strains in-
volved in each case.

4, Conclusion

The studied strains with their distinct protesiytic activity may
be a well adapted tool for the production of new dairy products
of may give the same traditional products but with different phys-
icochernical and sensorial propercies ogiginating from the mew
specified proleolylic activity, Afternatively, the obtained proteo-
fytic activity can be used in the production of hypoallergenic dairy
praducts,
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Chapitre I :
Isolement et identification des bactéries lactiques (LAB) qui
présentent une forte activité protéolytique dans les produits laitiers

traditionnels Kgyptiens.

Characterization of a new isolate of Lactobacillus fermentum IFO 3956 from

egyptian Ras cheese with proteolytic activity

El-Ghaish, 8., Dalgalarrondo, M., Choiset, Y., Sitohy, M.,
Ivanova, L., Haertlé, T., & Chobert, J.-M.,

European Food Research and Technology, 2010, 230: 635-643
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RESUME

Caractérisation d’un nouvel isolat de Lactobacillus fermentum IFO 3956 du

fromage Egyptien Ras présentant une activité protéolytique

Plus de deux cents isolats ont été obtenus de produits laitiers égyptiens traditionnels
(fromage Domiatti, fromage Ras, et Laban Rayeb) collectés dans les marchés locaux
d'Alexandrie, Tanta et Kafr El-Sheikh. Les isolats étaient examinés au microscope puis testés
pour leur coloration de Gram et leur activité catalase. Les bactéries lactiques sont Gram-
positives et catalase négatives. Huit isolats montraient une activité protéolytique sur le lait
écrémé UHT. Ces isolats ont été purifiés et identifiés par amplification de I’ADNr et
s¢quengage comme Lactobacillus fermentum IFQ3956.

Une SDS-PAGE montre que le pH optimal d’activité protéolytique est de 6,5 et que la
température optimale d’activité protéolytique est de 37 °C. Le profil RP-HPLC des
hydrolysats de caséinate de sodium aprés protéolyse par Lactobacillus fermentum IFO3656
montre de nombreux peptides de taille moyenne. Pour le lactosérum, aprés analyse par SDS-
PAGE 15%, 'activité protéolytique était limitée. Les résultats obtenus démontrent que les
protéases sont principalement des métallo-protéases; cependant des activités cystéine-

protéase et sérine-protéase ne sont pas exclues.
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Abstract  More than 200 isclates were obtained feom 15
Egyptian fraditional dairy products {Domiatti cheese, Ras
cheese and Rayeb milk) collected from local markets of
Alexandria, Tanta and Kafr El-Sheikh, Examination with
optical microscope of these dairy samples aliowed to
classify 92 bucilli, 64 of which were ilentified as lacto-
baciili. The proteolytic activity of lactobacilli isofates was
tested on skim mifk agar, Eight isolstes showing u high
proteolytic activity were further tested on UHT skim milk.
The steain showing the highest proteolytic activity was
puified and identified a8 Lactobacilluy fermentum [FO
3656, The specific proteolytic activity of this strain and the
factors affecting it (pH, temperature and presence of
inhibitors) were studied, The profeolysis targeted mainly
caseins (73% of whole casein), especially f-casein (85%).
Smaller portions of whey proteins were proteolyzed (20%)
essentinlly fi-lactoglobulin. The proteclysis process gave
rise 1o medium-sized peptide populations, The oplimum
conditions tor the prateolysis activity of the studied strains
were pH 6.5 and 37 °C. Proteolylic activities were very
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slightly affected by the increase of the temperature to
42 °C o1 the pH to 8.2. The profease system of Lactoba-
cillus fermentein 1FQ 3956 is most probably composed
from a Ligh amount of metalloproteases and small amount
of cysteine and serine proteases,

Keywords Lactic acid bacteria - Lactobacillus -
Cheese - Proteolysis

Introduction

Lactic acid bacteria (LAB) are gram-positive, non-sporu-
lating, catalase-negative, aero-lolerant, acid  tolerant,
nutritionatly fastidions, strictly fermentative micro organ-
isms that lack cytochromes and produce lactic acid as the
major end produet of carbohydrate metabolism. LAB play
a key role in the biochemical events taking place during
chease ripening [1]. LAB are widely used in the dairy
industry for their milk acidification and flavor development
propesties, The genera typically included under this
group include Aerococcus, Carnobacterium, Ettterococous,
Lactobacillus, Lactococeus and Swrepocovens [2],
Lactobacilli ¢an be found in a variety of natural eco-
logical niches, such as plants or plant-derived materials,
animals and in raw mitk, Historically, lactohacilli have
been deliberately introduced in fermented food products as
a means of food preseevation. Nowadays, they are con-
sidered as food additives for their putative probiotic
properties. Lacrobaciilus fermentum is the major hetero-
fermentative Laciobaciilus species of the luman gut and it
is also widely employed in industrial fermentations as wefl
as in starter cuitures in the dairy industry [3. Lactabaciilus
Jermentum is neluded in the natueal starter vsed for po-
ducing Parmiggiano Repgiano cheese and in severat other

&) sprinper
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Italian and Swiss cheeses [4]. Lactobacilius fermentum and
Lavtobaciling rhammaesus are probiotic agents with proven
efficacy in the treatment and prevention of urogenital
infections in women [5). The genus Lactobacilius presenty
embraces mose than 50 recognized species of non-patho-
genic bacteria, which in addition {o their probiotic effects
are indispensable agents for the fermentation of foods and
feed. Lactobacillus fermentum 1RO 3956, isolated from
fermented plant material, is an abligate hetero-fermentative
organism, preducing CO;, ethanol, acetate and factate {tom
metabolized gincose [6],

The structoral components of the proteolytic system of
LAB can be divided into three groups on the basis of their
function: (i) proteinases, which split caseins to peptides,
(ii) peptidases hydrolyzing peplides and (ifi) transport
systems that translocate the breakdown products across
the cytoplasmic membrane {7} The ability to produce
extracellular proteinases is a very impertant feature of
LAB, These proteinases catalyze the hydrolysis of milk
proteins, providing the amino acids essential for growth
of LAB [8]. Proteclysis by microbial enzymes in yoguet
is a desirable process improving milk digestibility and
enhancing outritional quality of yoguet {9, 10} It is gen-
erally accepied hat proteclylic system of LAB degrades
proteins and hence changes the texture, the taste and the
aromas of fermented praducts {11]. Proteclysis is offen
followed by a reduction of the number of epitopes and
conseguently by a decrease in allergenicity of hydrolyzed
proteins [12).

‘Fhe aim of the present work was to characterize and
specify the proteolytic activity of the newly discovered
protentytically active strain Lactobacillus fermentiom 1FQ
3956. The factors affecting this proteolytic activity e.g.
pHL, temperature, and presence of inhibitors were studied.
Such a strain may be a good ool for the production of
new dairy products or may give the same traditional
products but with different physicochemical and sensortal
properiies originaling from its new specified proteolytic
activity. Alternatively, proteolytic activity of this strain
can be used in the production of hypozllergenic dairy
products,

Materials and methods

Samples collection

As much as 15 samples of traditional dairy products were
obtained from the local markets of Egyptian cities:
Alexandria, Tamta and Kafr El-Sheikl. Traditional dairy

products inciude Donuati cheese {soft cheese, rennet
coagulated), Ras cheese {ripened hard cheese made from

@ Springer

rennet coagulated raw milk) and Rayeb milk (home made,
fermented milk).

Isofation and identification of LAB culres

As much as 10 g of each cheese sample was weighed,
added aseptically ta 90 mL of sodivm citrate (2%, wiv) and
homogenized in a steriie bag. The resulting homogenate
was decimally and serially difuted using Ringer solution
(0.9% NaCl [wi) up to 107%, About 1 mL from each
dilution was pour plated onto M 17 and de Man-Rogasa-
Sharpe (MRS) agar. In case of Rayeb milk, 10 mL of each
sample was pipetted aseptically into 90 mL of Ringer
sofution and mixed thoroughly. Seriai ditutions ( (07" to
1077 were made and | mL. of the appropriate dilution was
pour plated onte M 17 and MRS agar [13]. All plates were
incubated at 37 °C for 48 h. Colonies from M 17 and MRS
agar plates were selected according to their shape and color
from plates with colony numbers between 30 and 300 §14].
They were examined with an optical micrescope for gram
staining and catalase production. The cultures were clas-
sified a5 gram-positive, catalase-negative rods (lactobacilli)
and gram-positive, catalase-negative (cocci}, The cultures
were streaked on suitable media for their purification. The
purified strains were stored at —20 °C in sterile reconsti-
tuted skim mitk (12.5% w/v) supplemented with 30% (w/v)
glycerol {135].

Anplification and sequencing of 168 rDNA

DNA was extracted from the isolates according to Deliey
et al. [16] and was nsed as a template for 165 rRNA gene
amplification. In the reaction universal primers fD1 (5"-A
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) and D1 (5 TAAGG
AGOTGATCCAGGC3") were used [17), DNA amplifica-
tions were performed in DNA dhermal cyeler model
(Techno, Barloworld scientific, Cambridge, UK). Mix
reaction contained; PCR butfer (20 mM Tris-HCI, 30 mM
KCL, pH.8.4), 1.5 mM MgCly, 0.2 mM of each dNTPs, 1 U
Taq DNA polymerase (Qiagen Gmbh, Hilden, Germany),
T mM of eacls primer and 40 ng DNA in a final volome of
) ul. PCR amplifications were performed vader the fol-
lowing conditions: demstoration ot 94 °C for 5 min,
35 cycles of denamration at 94 °C for 1 min, primer
annealing at 56 °C for 1.15 min and DNA exdension at
72 °C for 115 min. A final extension was added at 72 °C
for § min. Amplicons were analyzed on 1% (w/v) agarose
gel with ethidium bromide (0.5 mg mL™") in 0.5 x TAE
(40 mM Tris-acetate, | mM EDTA) buffer, pH 83.2-8.4,
for 30 min at 100V and made visible by UV trans-illu-
mination. DNA seguencing was carried out by MilieGen
sequencing service (Labége, France),
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Determination of growth and acidity curves

An overnight culture of Lactobacillis fenmentum 1FO 3956
was grown either in skim milk or in MRS broth {5% of
cuitare starter, after shaking with vortex, the culture was
divided into appropriate aliquols to be analyzed after cer-
tam time pertods). The aptical density {OD) of strain was
followed at 600 nm with a HITACHI U-1100 UV-Visible
spectroplhetameter (Japan). The change of pH was deter-
mined using a pH meeter 18], Experiments were performed
theee times and the results are expressed as the average
curve with the standard ecror bars.,

Proteclytic activity

Proteolytic activity way followed qualitatively using fhe
skim milk agar medin for screening and sefection or
guantitatively using ditferent chemical techniques as
follows.

Proteolytie activity screening {skim wilk agar)

A 1.4% skim milk (*Délisse”, UHT skim milk, France)
agar (11.8%} was used, Egyptian dairy products were seri-
ally diluted with Ringer solution to 107%, mixed well and
spread omto the plates. To detect exira celfufar cell-bound
proteinases, inoculated plates were incubated a1 37 °C for
24 h. Protein digestion was observed by the production of
clear halos swrounding colonies. A clear zone corre-
sponding to proteotysis was accepted as a positive indicator
of proteotysis {19].

Proteolytic activity on UHY skim milk

The different isolates were reactivated twice by combin-
ing 50 ul of the previously prepared pre-culture with
930 Wl of “Délisse™ UHT skim milk and incobated
overnight at 37 °C. The last mixture was diluted 1710
(viv) in Sumple buffer containing 4% sodinm dodecyl
suffate  (SDS), 3% 2-mercaptoethanol, 20% glyceral,
50 mM Tris-HCE, pH 6.8 and heated at 100 °C for 3 min
then analyzed hy SDS-polyscrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE).

Proteolytic activity studied on whole casein
and denaturated whey protein

To analyze the proteolytic uctivity, a pre-culture was pre-
pared by adding an aliquot of 50 uL of the isclate Sh15-3
{Lactobaciilus fermennon TFOQ 3936), stored at 4 °C, 1o
950 pL. MRS broth and incubated overmight at 37 °C.

An aliguot (~0.5 mL) of the activated pre-culiure was
applied to the top of milk-citrate agar (MCA) plates [8]
containing 4.4% skim milk powder, 0.8% Na-citrate, 0.1%
yeast extragt, 0,5% giucose and 1.5% agar. The plutes were
incubated for 48 h at 37 °C prior to cell collection. Col-
lected fresh cells were re-suspended in 100 mM Na-phos-
phate butfer (pil 7.2) and brought to final optical density
{ODgyy) of 10 just before application. One volume of the
last suspension was combined with equivalent volume of
the solutions of different milk protein fractions taken as
substrates for determination of the proteolytic activity, The
concentration of whey proteins (denatured by a heating
a 85 °C for 20 min) was 5 mgmL™", while that of
Na-cascinate was 12 mg mL™". The final mixtres were
incubated for different periods (3, 6, % and 24 h) a1 37 °C.
Equivalent protein fraction solutions were incubated for the
sume periods without adding cells and served as controls.
Al the end of incubation periods, cells were peileted by
centrifngation {10 min at 8,000g) and the clear supernatant
was analyzed by SDS-PAGE (12% polyacrylamide) and
teversed phase high performance Hoguid chromatogeaphy
(RP-HPLC).

Factors influencing proteolytic activity
Effect of pH

To determine the influence of pH on the proteinase activity,
the resction wixtures containing bacterial cells and casein
were incubated either in 100 mM Na-phosphate buffer at
different pH valves (5.4, 5.7, 6.0, 6.5 and 7.2) or in 100 mM
Tris~HCI buffer at pH 8.2 for 24 h at 37 °C. The cel!
suspension was mixed with substrate dissolved in the same
buffer at a i:1 volume ratio. No-caseinate (12 mg ml.™)
was used as substrate. Contral was pecformed similarly
wilhout adding the bacterial cells. Protein Irydrolysis and
peptide formation was analyzed by SDS-PAGE and by the
quantificasion of the extent of hydrolysis by the determing-
tion of the relative color intensity of the protein fraction
bands,

Effect of teinperature

The reaction mixtures containing cells and casein were
incubated in 00 mM Na-phosphate buffer (pH 7.2) for
240 a0 30, 37 and 42 °C, The cell suspension was mixed
with Na-caseinate (12 mg mL™"} dissolved in ihe sume
buffer at a 1:1 volume ratio. Protein incubated for the same
pesiods without adding celis was used as contol. Protein
tydrolysis and peptide formation was analyzed by SDS-
PAGE.
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Effect of Inhibitors

Whole cells were re-suspended in 100 mM Na-phosphate
biffer (pH 7.2) to an approxinate ODgyy of 10, Different
inhibitors were added to the celular suspension at & con-
centration of 10 mM and incnbated at 37 °C for | b before
adding the substrate (12 mgmL™' Na-caseinate in
100 mM Na-phosphate buffer, pH 7.2) at a 1:1 volome
ratio and extending the incubation peried for further 5 h.
The tested inhibitors were EDTA, iodoacetic acid and
phenylmethylsulfony] fAlucride {PMSF), PMSF (50 mM in
isopropanol) was difuted ia 1% mM phosphate buffer (pH
7.2) W equivalent concentralion of the other inhibitors,
Control was similarly prepared except the addition of the
bacterial cells. Protein hydrolysis and peptide formation
were analyzed by SDS-PAGE,

SDS-PAGE

The samples were applied to a 12% polyacrylamide stab
gel. The migration huffer contained 50 mM Tris, (1,384 M
glycine and 0.1% 3DS. After running ar 0 mA on the
stacking gel and 20 mA on the running gel, staining was
performed with Coomassie Brilliant Blue followed by a
convenient destaining. The gels were scanned with Image
scanner [H (GE Healthcare, LSA) and the intensity of the
bands was quantified by lmage software. Analysis was
performed by using Fuji Film Image Gauge V3.0 software
(Fuji Phow Fiim Co. Ltd. Japan}. Data were expressed as
the ratio of the area and intensity of the band, The reduc-
tior: in the intensity of band during incubation with respect
fo the origimal intensity was expressed us percentage of
hydrolysis {20],

RP-HPLC

RP-HPLC was performed o analyze the peptide profile
arising from the enzyme activity of strains cultured on
different mikk protein sources in 100 mM phosphate
butfer, pH 7. During incubation at 37 °C, 100 pL of the
culture was withdrawn after different periods and diluted
U1 (viv} with 9 M urea ther centeifuged (12,000g, § min)
before injection on the colamn. The samples were sepa-
rated with & Symmetry Waters (2,1 x 156 mm) using a
Waters (Milford, MA) HPLC system with the following
conditions: Aow-rate, 0.2 mL min~"; solvent A, trifluo-
roacetic acid (TFA) (L055% (w/v) in water; solvent B,
acetonitrilefwater/TFA, BO/20ML043 {viviv). Elotion was
performed with a linear gradient of sclvent B from 0 to
i00% (43 min). Detection was performed with a Waters
996 photodiode array detector at 220 nm. Data were
analyzed by Miflenium32 software (Walers) as previously
described [12],
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Results and discussion
[dentification of varions LAB isolates

More than 200 isolates were isolated from traditional
Egypitan dairy products collected from the local markets
of three Egyptian cities, Alexandria, Tanta and Kafr
El-8heikh. Teaditionz! dairy products included Domiati
cheese, Ras cheese and Rayeh milk, Examination with
optical mieroscope of these dairy samples allowed to
classify 92 rod-shaped baciili isolates (Tabie 13 of which
64 isolates were gram-positive and catalase-negative {fac-
tobacilli). The isolated lactobncilli represented about 70%
of bacilli isofates, which is in accordance with Beukes
et al. [13] who collected different sampies of fermented
milk from different rural areas in South Africa and found
that the predeminaat microbial group was gram-positive
and catalase negative (LAB).

The distribution (region and type of product) of 64
lactobacilli isclates is shown in Table 1, ¥ can be observed
thal the majority (90%) of lactobacilli isolates were found
in the samples collected from Kafr £1-Sheikh and Tarta (26
and 32 isofates, respectively), A relatively Jittle number (6
isolutes), representing only 10% of the whole identified
LAB strains, was collected from Alexandria, The geo-
graphical location, extent of urbanization and the enhanced
industrialization activities in Alexandria compared (o the
countryside nature of the other two regions (Kafr El-Sheikh
and Tanta) may explain the difference in the number of the
develaped LAB in the dairy produets in each case,

[t can be also observed that the majosity of identified
lactobagilli strains were isolated from Domiatii cheese,
pazticulazly in the case of Kafr E)-Sheikh snd Tanta sam-
ples, amounting to 65 and 60% of the total, respectively.
This may be due to two factors: the moisture content and
the duration of storage, Domiati cheese has high moistore

Table 1 Identification of Jactobecilli isolates in dairy products col-
fecied from Egyplian local regions

Cizy Duiry product  Number of Number of isolates
saipples e
Bacilli  Laczobacifli
Alexandria Rus cheesa

1
Rayeb mitk 2

Domiatd cheese 2

Kafr El-Sheikh  Ras cheese 2
Rayeb milk 2
2

|

|

2

IR VU Sy
L

pid] 17

Domiat cheese
Tanta Ras cheese 1 4
Rayeb milk 14 9
Dromist cheese 26 19
Total 15 92 64
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content reaching up to 55-65% compared to 25-35% in the
case of Ras cheese. Domiatti cheese samples were col-
lected after -2 months of storage while Rayeb milk was
stored for a maximum of 3 days, This wmay explain why the
last product did not give tise to a big number of LAB in
spite of s high moisture content.

Proteclyiic activity
Proteelytic aetivity screening (skim mitk agar)

Skim milk agar is an effective and rapid medinm to detect
the extracellvlar cell-bound proteinases as shown by a clear
zone surrounding the colonies, Application of this tech-
fique to the 64 identified LAB showed that most of strains
have given clear zones after 24 h of incubation {dafa not
shown), showing their proteoiviic activities, The siruins
can be classified into 4 groups according to the extent of
their proteolytic activity based on the clear zone area:
highly proteolytic (8 isolates), intermediate (17 isofates),
poor {29 isolates) and non-proteclytic (10 isolates). The
size of the clear zone in skim mitk agar is determined by
the extent of proteinases activity produced from lactobacilt
(191

The most proteolytic strains (8 isolates) were maialy
found in the Ras cheese samples {6 isolates) while the non-
proteclytic strains {10 isolates} were mainly isolated from
Rayeb milk (6 isolates). This distinction is mairly due to
the long ripening and storage duration in Ras chesse
compared to a shorter duration in Rayeh milk, The prote-
olytic activity of the LAB is developed during long storage.
An inermediste proteolytic activity (17 isolaes) was
mostly found in Domiatti cheese {13 isolates). This result
may ciearly show that the development of different clnsses
of proteplytic LAB is mainly dependent on the type and
protoco! of cheese-making, Long duration of cheese rip-
ening most probably favors the development of highly
proteolytic LAB, as observed with the hard cheese samples
{Ras cheese) with up to ¢ months ripening durations.

Proteolytic aerivity sticdied with UHT skim milk

The 7 lactobacilli isolates showing the highest prateolytic
activities on skim milk agar media were inoculated into
UHT skim miik for 24 b at 37 °C and their proteolytic
activity was observed by SDS-PAGE (Fig. 1). It can be
shown that 6 strains proteclyzed efficientdy the milk pro-
teins afier 24 h of cultivation (samples 1, 2,3, 5, 6 and 7)
while one strain gave very slight mifk proteolysis (sample
4), The extent of proleolysis differentialed 3 strains
showing very high degree of hydrolysis {samples 5, 6 and
7) and other 3 strains with relatively lower degrees of
hydrolysis {ssmples |, 2 and 3). The source of the highly

os)~casein -
OSpesein
Bevasein o *

BLG ey
ALA —

Fig. 1 SDS-PAGE of UHT skim milk treated with some protealytic
luetobacilli strains for 24 hay 37 °C

proteolyric strains was Ras cheese collected from Tanta
while the source of low proteoiytic strains was Ras cheese
collecied from Alexandria and Kafr Ei-Sheikh, Sample 7
showing the highest proteolytic activity was isolated from
Ras cheese colfected from Tanta (code Sh15-3), This strain
was purified by cultivation on MRS and identified by 168
ONA  amplification and sequencing as Lactobacillis
Jermenium TFO 3956,

Characterization of Lacfobacillus fermention Q) 39356
Growth and acidification kinetics

Data in Fig. 2a represent the growth and acidification
corves of Lactobaelilny fermentom B0 3956 in MRS broth
media during 24 h of incubation at 37 °C. Growth expo-
nential (log) phase comprised beteen 4 h and 12h
Similarly, the exponential phase of acid development
occtired srosnd the same period (between 4 and 1 k), The
pH of Lactobacilius fermentim 1FO 3936 decrensed grad-
ually from 6.5 to 3.5 after 24 h of incubation ar 37 °C ip
MRS broth where the celt optical density (ODgy) reached
a maximum of 3.9,

Growih curve and pH values were also measured afier
teplacing MRS broth media by UHT skim milk (Fig. 2b);
after 24 h growth, the log of the total cefl count was cal-
culated instead of the Oy, Similar growth and acidity
development curves wete obtained with minor deviations
due 1o the complexity of the milk media (Fig, 2b). When
cultivated on UHT skim milk the bacteriz eatered the log
phase after 3 h against 4 h in the case of MRS broth thanks
to the richer nutritional source i the case of UHT milk.
Additionnily, the milk media is more convenient for Inc-
tobacilli strains being its original source. Pereira et al. [21]
fouml that Lactobacillus curvatus and  Lactobacillis
homohiachii isolated from meat source showed higher
proteolytic activity when grown in a peptone-rich medium,
such as MRS, On UHT skim mitk, the pH decreased from
6.88 to 3.5 after 24 h of incubation at 37 °C. At the same
time, fhe log of bacterial cell count reached a maximum of
90-95 (CEU™Y after the same period of incubation
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(24 b). These results are in agreement with those obtained
by Viancken et al. [22] who studied the growth, sugar
consumption, lactic and acetic acids preduction and man-
sitol production of Lactobaciilus fermentnm IMDO 130101
and found that the maximum cell density was obtained
between pH 4.0 and 7.0,

Proteolyife activity on casein and denanrated whey
proteins

Lactobacillus fermentum IFQ 3956 was grown ia milk
citvate agar and after 48 i of incubation at 37 °C the bac-
terial cells were harvested and brought into a suspension of
0t ODgyo in 100 mM Na-phosphate buffer pH (7.2).
Solutions of Na-caseinate (12 mg mL™"} in the same bul-
fer were combined with the hacterial cetl suspensions at [1§
(v/v) ratio, After 3, 6, § and 24 b of incubstion casein
hydrolysis was revealed by SDS-PAGE (Fig. 3a). Prote-
olysis conld be observed after 6 1 of incubation at 37 °C,
especially for f-casein. The proteolysis increased with the
time of incubation reachmg o maximum after 24 h, Al
niifk prowein fractions were proteolyzed albeir at differen
degrees. Calculation of the extent of hydrolysis (after 24 h
incubation) by the determination of the velative color
intensity of the protein fraction bands shows that f-casein
was the most proteolyzed (83%) followed by ag;-casein
{68%) then mgr-casein (47%). Consequently, it can be
concluded that the proteases of Lactobacillus fermentum
IFG 3956 may be classified as PIII type, which proteoiyses
#s:- f- and s-caseins according to Konji et al. [7]. Similar
date were reported by Tzvetkova et al. (23] on 21 lacto-
bacillus isolates collected from three types of Balkan home
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made yogwits, indicating that about 80-90% of j-casein
was hiydrolyzed with inwer hydrolysis levels in the case of
ag)- and 2sp-caseins. The RP-HPLC profiles (Fig, 3b) of
the same samples show that hydrolysis of milk proteins
generated medium-sized peptide populations with moder-
gte hydrophilic properties, eliting mainly in the fime range
2031 min. Very small peaks appesred in the elution time
range 10-20 min.

In unother set of experimens, the suspensions of
Lactobaviltuy fermention IFO 3956 were combined with
whey proteins solutions {3 mg mL™Y) at 131 (i) ratio,
After 3, 6, % and 24 h of incubation whey fiydrolysis was
revealed by SDS-PAGE (Fig. 3¢}, Proteolysis started to be
abserved after 6 I of incubation at 37 °C for f-lactoglob-
ulin (BLG) but not for a-lactalbumin (ALA). The extent of
hydrolysis increased with the tirse of incubation fo reach a
maximum afier 24 %, BLG wus proteotyzed {35%) while
ALA was not. The RP-HPLC profile (Fig. 3d) of the
hydrolysate showed the presence of small-sized peptide
poputations with mederate hydrophilic properties appear-
ing mainly in the elution time range [0-20 min, Only one
small peak appeared in the elution time range 5-10 min. In
conclusion, the proteolysis process fargeted matnly caseins
and in particolar f-casein (85% proteolysis) while smaller
quantities of whey proteins were proteolyzed (20%), and
mainfy BLG. Pescuma el al. [24} reported that Laciobu-
cillus acidophilus CRL 636, Sweptococeus ihermophilus
CRL 804 and Laciobacillus delbrueckii spp. bulgaricus
CRL 454 hydrolyzed the major whey proteins (BLG and
ALA) by 21% and 26%, respectively. These differences in
the percentage of hydralysis may be due to the different
strains used in each sindy.

Effect of pH on proteolytic activity

Leactobaciltus fermentum TEO 3936 was grown in milk cit-
rate agar and after 48 1 of incubation at 37 °C the cells were
tramstersed into & suspension of 10 x ODgyp at different pHs
(3.4-7.2) in 100 mM Na-phosphate buffers or in Tris—HC}
(pH 8.2, Solutions of Na-caseinate (12 mg mL™" with
simikar pH values were combined with the celt butfer with
the corresponding pH. After 24 b of incubation, hydrolysis
of casein was observed by SDS-PAGE (Fig, 4). There was
0o proleolysts at pid 5.4, Proteolytic activity started to be
perceived at pH 3.7 and reached a maximum at pH 6.5,
Further increase of pH value led fo a decrease in proteolytic
activity, However, the extent of hydrolysis at basic pH
{7.2-8.2) was higher than that in gcidic pH (3.7-6.0). It can
te concluded that the optimal pH of the proteolytic enzymes
of this bacterial strain is 6.5 and that basic conditions are
more favorable for proteclysis than acidic conditions, These
results remain in agreement with what was proposed by Fira
et al. [8] who determined proteolytic sctivities of some

pi

pH
54 57 60 65 72 82 54 57 60 65 71 42

Treatment

Conlral

Fig, 4 SDS-PAGE profile of Na-caseinate hydrolyzed by Lacroba-
ciltus fermenmm IO 3956 a0 dilferent pH values afler 24 h
incubation ai 37 °C

thermophilic lactobacilli the optimal pH of which was found
to be 6.5,

Effect of temperature on proteolytic activity

To determine the infiuence of temperature on the proteo-
Iytic activity of the stuin Lactobacillus fermentum 1FQ
3956, similar experiments as described zbove were per-
formed except that the bacleria cells were ransferred to
phosphate buffer pH 7.2 and after adding 1o the casein
solutions (12 mg mL ™), the solutions were incubated at
difterent temperatures (30, 37 and 42 °C) hefore foliowing
the proteotysis of caseinate by SDS-PAGE (Fig. 5). The
highest proteolysic activity was cbserved at 37 °C, tem-
perature at which 37% of caseinate was profeolyzed after
24 1 of incubation. Raising the temperature up to 42 °C
stightly affected the proteclytic activity as the extent of
casein hydrelysis was maintained near 55%. Otherwise,

WC AT 4z°cr [.wc 3C 42°C |

tlgpeasein
Oigp-Cisein

-casein

R N

Control Treatmenl

Fig. 5 SDS-PAQE profile of Na-caseinate hydrolyzed by Lactoba-
citius fermetwn IO 3956 at ditferent temperalures after 24 h
incubation &t pH 7.2
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lowesing the incubation temperature to 30 °C decreased the
preteolytic activity since the extent of casein hydrolysis
was only 31%. These results are in agreement with those of
Fira e al. [8} who found that the optimal temperatures for
f-casein proteolysis by the strains Laciobaciflus acidoph-
ilus BGRA4Z and Lactobacillus delbrueckii BGPFT were
45 and 40 °C, respectively.

Effect of inkibitors on profeinase aetivity

Three protesse inhibitors, EDTA, iodoacetic acid and
PMSF, were added at a concentration of 10 mM to the cell
suspension (10 x ODgpg) of Lactobacillus fensientum 1FQ
3956 m 100 mM Na-phosphate buffer, pH 7.2, for 1 h
incubation at 37 °C before adding to Na-caseimate solution
(12 mg mIf‘) at i:] (vivy ratio. The incubation was
extended for unother 5 h before taking the samples to
determine the protealysis by SDS-PAGE (Fig. 6). Inhibi-
tors decreased the extent of proteclysis as compared to
conirol performed in absence of inhibitor {jane 2}. The
mosl important decrease of proteolytic activity was
observed in the presence of EDTA (lane 3} while PMSF
(lane 4) and iodoacetic acid (lane 5) only slightly decreased
protealysis, fi-Casein was proteolyzed by 59% in the
absence of inhibitor. This extent of hydrolysis was reduced
close 1o ) after the addifion of EDTA as compared to 52%

Ow-Casein
O CaAsCin

il -casein

Fig, 6 SDS-PAGE of Nu-caseimue ireated with Luciobaciflus fer-
meannen IFQ 3956 in the prasence of EDTA (lane 33, PMSFE (lane 4)
und lodoacelic acid (Tane 5), Lane | Na-caseinate, fane 2 Na-vaseinate
treated by Lactobacillus fermentum 1FQ 3956 in ghsence of inhibitors
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in the presence of other inhibitors {iodoacetic acid and
PMSF). Additionaliy, in the presence of EDTA, the extent
of proteolysis of asy- and xg,-caseins was close to zere
compared with 154 and 23.5% of hydeolysis obtained,
respectively, in its absence. lodoacetic acid and PMSF did
not affect the proteolysis extent of g-caseins.

Since ali three types of inhibitors tested exert an effect
on proteolysis, it can be concluded that the strain Laeto-
bacitius fermentum TEQ 3950 may produce several types of
proteasss, The proteolytic activity was mainly inhibited by
the presence of EDTA, showing that the dominant prote-
ases are metalloproieases. The slight inhibition of prote-
olysis observed in the presence of iodoacetic acid and of
PMSF demenstrated that proteclytic system of Lactoba-
cillusy fermentum TFO 3956 may contain also cysteine
proteases and a small proportion of serine proteases. These
resulis agree with those of Pereira et al. [21] bul disagree
with those of Tsakalidou et al, [25] who found the crude
proteinase of Lactobaeiilus defbrueckii subsp. lactis ACA-
IXC £78 was strongly inhibited by PMSF but only shghtly
inhibited by EDTA. These differences are likely due to the
differences in the strains stadied.

Concluslons

In cenclusion, the new isclate of Lactebaclilus fermentum
IFO 3636 from Egyptian Ras cheese showed significant
proteoiytic activity, The protealysis process targeted
mainly caseins, showing a hydrolysis extent of 73% of
whole casein with f-casein being the most protealyzed
(85%) while only smatler portion of whey proteins were
hydrolyzed (20%) mainly B-LG. Proteolysis process
maindy gives rise to medium-sized peptide populations,
which will favor the preduction of good quality milk
products treated by this stratn. The optimal pH of proteo-
bytic activity of this beclerial strain is 6.5 and alse some-
what more basic conditions are more favorable for the
proteclysis than acidie conditions. The optimal temperature
for Lactobacillus fermeniwm IFO 3956 proteases is 37 °C
but they are still more active at higher temperatures (42 °C)
than at lower temperature (30 °C). The prolease system of
Laetobactlluy fermentum. [FO 3956 is mainly composed of
metalloproteases with smail amounts of cysteine proteases
and serine proteases. The obtained proteolytic activity
could be wsed in the production of hypoullergenic duiry
products,
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TRAVAUX COMPLEMENTAIRES

CHAPITRE |

Isolement et identification des bactéries lactiques (LAB) qui présentent une

forte activité protéolytique dans les produits laitiers traditionnels égyptiens

RESULTATS ET DISCUSSION

Isolement des isolats de LAB

Sept-cent deux isolats ont ¢té isolés des produits laitiers égyptiens collectés dans
différentes régions (Tableau 10). Aprés purification sur les milieux MRS et M17, les isolats
¢taient examinés au microscope puis testés pour leur coloration de Gram et leur activité
catalase. Les bactéries lactiques sont Gram-positives et catalase négatives. Les isolats ont été
classés en batonnets (173 isolats) et coques (330 isolats), démontrant la prédominance des

coques par rapport aux bétonnets, ce qui est en accord avec les résultats d’El Soda et al.

(2003) et El-Baradei et al. (2008).

Tableau (10): Distribution des bactéries lactiques qui présentent une forte activité

protéolytique dans les produits laitiers traditionnels égyptiens

Bactéries
@ Bactéries
8 @ | Bactéries lactiques
R~ ° g lactiques
v = = = protéolytiques
S P £ =
5 z 5 )
E ° 8 |8 s |2 3 f
ft = = = =] b = =
= o L =2 ) = )
= o] =g bl =) ®
o = o 2 o 3
Fromage Ras 5 12 3 9 2 ) :
£ |Fromage Cheddar | 3 8 0 6 0 1
=
E Fromage Domiatti| ° 22 2 14 2 5
o
« [Fromage Kareish | 3 16 7 9 5
Laban rayeb 4 19 4 13 3
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Fromage Ras 4 8 7 S 6 2 2
=
2 |Fromage Cheddar 3 7 1 6 1
E Fromage Domiatti| 2 45 17 27 15 9
& [Fromage Kareish | 3 31 16 21 14 1
= Laban rayeb 3 27 4 18 3

Fromage Ras 5 31 6 19 5 3 3
. |Fromage Cheddar | 3 9 3 8 3 1
E |Fromage Domiatti| 5 51 23 32 20 3
a Fromage Kareish | 3 23 21 17 i8

Laban rayeb 3 31 13 24 10 1

Fromage Ras 4 23 12 13 10 1 1
2 Fromage Cheddar | 3 13 5 10 4
°§ Fromage Domiatti| 3 41 29 29 25 1 1
A Fromage Kareish | 3 47 14 28 12

Laban rayeb 3| 31 | 20 | 22 |15 1

Total 75| 495 | 207 | 330 | 173 | 18 1

Fromage Ras (Fromage dur, coagulation enzymatique, maturation)
Fromage Domiatti (Fromage doux, coagulation enzymatique, salé et frais, stocké)
Fromage Kareish (Légérement salé, fromage doux, coagulation acide)

Laban rayeb (Produit laitier ferment¢)

Activité protéolytique
Activité protéolytique mesurée sur du lait écrémé UHT

Cing-cents trois isolats de LAB (batonnets : 173 isolats et coques : 330 isolats) ont été
testés pour déterminer leur activité protéolytique sur du lait UHT écrémé pendant 24 h a 37
°C. Les différents isolats ont été réactivés deux fois en mélangeant 50 ul de la pré-culture a
950 pi de lait UHT écrémé de marque « Délisse », suivi d’une incubation d’une nuit a 37 °C.
Le mélange a ¢té ensuite dilué au 1/10 (v/v) dans du tampon échantillon et chauffé a 100 °C
pendant 3 min, puis analysé par électrophoréses sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE).
Quarante-deux isolats montraient une activité protéolytique sur le lait UHT écrémé aprés une
incubation de 24 h a 37 °C. Les isolats ont ¢été classés en bacilles (17 isolats) et coques (25

isolats) (Fig. 2).
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Fig. 2: SDS-PAGE & 12% d’échantillons obtenus aprés 24 h d’incubation 4 37 °C en présence
de différentes isolats et contrdle sur du lait UHT écrémé. C : Contrdle sans isolat 01,3, 4,6,
7, 9: coques obtenus a partir de fromage Ras ayant subi une maturation et originaire de
Tanta ; 2, 5 et 8 : lactobacilles

Activité protéolytique déterminée sur le caséinate de sodium et le lactosérum dénaturé
Les 42 isolats montrant une activité protéolytique sur le lait UHT écrémé aprés une
incubation de 24 h 4 37 °C ont ét€ repiqués (5% inoculum) dans les milieux MRS et M17. Ces
isolats ont ét¢ alors testés sur le milieu Milk-Citrate-Agar (MCA) (Fira et al., 2001). Les
cellules ont ét¢ mélangées avec les différents substrats : caséinate de sodium (12 mg/ml} et
lactosérum dénaturé par un chauffage a 85 °C pendant 20 min (5 mg/ml) (1:1, v/v). Les
mélanges et le contréle ont été incubés pendant 24 h a 37°C. A la fin de la période
d'incubation, une centrifugation était réalisée (10 min & 8000 g) et le surnageant clair prélevé
puis analysé par SDS-PAGE. Vingt-neuf isolats (bacilles : 11 isolats et coques : 18 isolats)
montraient une activité protéolytique sur le caséinate de sodium aprés une incubation de 24 h
a 37 °C (Fig. 3). Pour le lactosérum, aprés analyse par SDS-PAGE 15% (Fig. 3) Pactivité

protéolytique était limitée.
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Fig. 3: SDS-PAGE a 12% d’échantillons obtenus aprés 24 h d’incubation & 37 °C en présence
des différentes isolats et contrdle sur du lait UHT écrémé. CN, CL : Contrdles; 1,3, 4, 6, 9 :
Coques obtenus & partir de fromage Ras ayant subi une maturation et originaire de Tanta ; 2,
et 5 : Lactobacilles

Ces isolats ont été purifiés et identifiés par amplification de I’ADNr 16S et séquencage
comme étant : Lactobacillus fermentum IF03956 (3 isolats), Lactobacillus rhamnosus LMS2
(4 isolats), Lactobacillus plantarum JDMI (4 isolats), Enferococcus faecium DO623 (5
isolats), Enterococcus faecium E1162 (1 isolat), Enterococcus faecium C68 (4 isolats),
Enterococcus faecalis HH22 (6 isolats), Enterococcus faecalis T8 (2 isolats) (Tableau 11). On
peut en conclure que le genre Enferococcus est prédominant dans les produits laitiers
égypliens, ce qui est en conformité avec les résultats présentés précédemment par El Soda et

al. (2003).
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Tableau (11): Distribution et identification des souches protéolytiques collectées a partir des

produits laitiers Egyptiens

No. Code Nom Produits Laitiers Ville
1 |Sh14-2 Lactobacillus fermentum IFO3956 |[Fromage Ras Alexandrie
2 [Sh15-3 Lactobacillus fermentum IFO3956 |[Fromage Ras Tanta
3 [Sh2-1 Lactobacillus fermentum IF0O3956 |Laban Rayeb Damiette
4 |Sh 16-1 Lactobacillus rhamnosus LMS2  |Fromage Cheddar |Alexandrie
5 |Sh 20-4 Lactobacillus rhamnosus LMS2  [Fromage Ras Kafr El-Sheikh
6 [Sh31-2 Lactobacillus rhamnosus LMS2  |Fromage Ras Kafr El-Sheikh
7 |Sh50-2 Lactobacillus vhamnosus LMS2  |[Fromage Ras Tanta
8 |Sh 34-2 Lactobacillus plantarum JDM1  |Fromage Cheddar |Tanta
9 |Sh3BSM Lactobacillus plantarum JDM1  [Fromage Domiati |Damiette
10 |Sh4BSM Lactobacillus plantarum JDM1  |Fromage Ras Damiette
11 |Sh 40-2 Lactobacillus plantarum JDM1  \Fromage Ras Tanta
12 |Sh 9-1 Enterococcus faecium DO623 Fromage Domiatti |Tanta
13 |Sh7-7 Enterococcus faecium DO623 Fromage Domiatti |Alexandrie
14 |Sh12-2 Enterococcus faecium DO623 Fromage Domiatti |Tanta
15 |Shi4-2 Enterococcus faecium DO623 Fromage Domiatti |Damieite
16 [Sh25-3 FEnterococcus faecium DO623 Fromage Ras Alexandrie
17 |Sh 17-3 Enterococcus faecium E1162 Fromage Kareish |Kafr El-Sheikh
18 |Sh18-5 Enterococcus faecium C68 Fromage Ras Kafr El-Sheikh
19 |Sh 48-2 Enterococcus faecium C68 Fromage Domiatti |Kafr El-Sheikh
20 |Sh 18-3 Enterococcus faecium C68 Fromage Ras Alexandrie
21 |Sh24-2 Enterococcus faecium C68 Fromage Ras Tanta
22 i1Sh 39-2 Enterococcus faecalis HH22 Fromage Ras Damiette
23 iSh 11-3 Enterococcus faecalis HH22 Fromage Domiatti |Alexandrie
24 {Sh 13-4 Enterococcus faecalis HH22 Fromage Domiatti |Tanta
25 |Sh 63-1 Enterococcus faecalis HH22 Fromage Ras Tanta
26 |Sh 1-5 Enterococcus faecalis HH22 Fromage Ras Kafr El-Sheikh
27 |Sh 43-5 Enterococcus faecalis HH22 Fromage Domiatti |Kafr El-Sheikh
28 |Sh 3-5 Enterococcus faecalis 18 Fromage Ras Tanta
29 |Sh 27-3 Enterococcus faecalis T8 I.aben Rayeb Tanta

Détection des facteurs de virulence

Pour des impératifs de sécurité, il est indispensable de mettre en évidence 1’absence de

facteur de virulence, notamment les génes « transférables » conférant la résistance aux

antibiotiques chez la souche étudiée. Cette démarche permet de valider I'utilisation de cette

souche bactérienne comme ferment ou en co-culture dans les processus et les matrices

alimentaires. L’ADN génomique des bactéries Enferococcus faecium DO623, Enterococcus

Sfaecium E1162, Enterococcus faecium C68, Enterococcus faecalis HH22, Enterococcus

faecalis T8 a été utilisé comme matrice pour l'identification des génes codant pour des

facteurs de virulence connus : asal, eyl A et cyl, ace, efadfs et espfin. Leur présence a été

vérifiée par amplification spécifique des génes concernés grice a des amorces spécifiques
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détaillées dans le Tableau 9, par PCR classique. Enferococcus faecalis MM4594 a été utilisé
comme contrdle positif. Les génes asal, cyl A, ace ont été trouvés dans Enferococcus faecium
DO623, Enterococcus faecium E1162, Enterococcus faecium C68, Enterococcus faecalis
HH22 et Enterococcus faecalis T8 mais les génes cyl B et espfim ace n’ont été trouvés dans
aucune souche. Dans une étude réalisée sur des produits carnés fermentés artisanaux
tunisiens, 10 des 24 Enferococcus faecium ont été déclarés exempts de tous les facteurs de
virulence testés (Ben Belgacem et al., 2010). Pour cette raison, nous avons poursuivi nos
¢tudes sur les souches suivantes: Lactobacillus fermentum 1F03956, Lactobacillus

rhamnosus LMS?2 et Lactobacillus plantarum JDM1.

Facteurs influencant 'activité protéolytique

Cinétique d’activité protéolytique

Pour étudier la cinétique d’activite protéolytique, Lactobaciilus fermentum IFO3956,
Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus plantarum JDM1 ont été testés sur le méme
milieu (MCA) (Fira et al., 2001) comme décrit ci-dessus. Les cellules collectées étaient re-
suspendues dans un tampon phosphate de pH 7,2. Les mélanges et le contrdle ont été incubés
pendant 3, 6, 9 et 24 h 4 37 °C. A la fin de la période d'incubation, on prélevait le surnageant

clair pour I’analyser par SDS-PAGE.
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Fig. 4: SDS-PAGE du caséinate de sodium aprés différents temps d’incubation (3, 6, 9 et 24
h) avec Lactobacillus fermentum IF03956, Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus
plantarum JDM1 & 37° C. S : caséinate de sodium incubé avec la souche ; C: caséinate de

sodium incubé sans souche.

Pour Lactobacillus fermentum TFO3956, l'activité protéolytique sur du caséinate de
sodium a été révélée par SDS-PAGE aprés 3, 6, 9 et 24 h d’incubation (Fig. 4). Une
dégradation protéolytique a été observée aprés 3 h d'incubation ; elle augmentait avec le
temps d'incubation pour atteindre un maximum aprés 24 h (Fig. 4). Toutes les fractions de
caséines ont été dégradées aprés 6 h d’incubation,

Pour la deuxiéme souche étudiée, Lactobacillus rhamnosus TLMS2, aprés 3, 6, 9 et 24
h d’incubation sur du caséinate de sodium, l'activité protéolytique a été révélée par SDS-
PAGE (Fig. 4). Comme précédemment, 'activité protéolytique variait en fonction du temps.
Une dégradation protéolytique a pu étre observée aprés 6 h d'incubation en particulier pour la
caséine . Les caséines o, gy et [ étaient dégradées aprés 9 h d'incubation.

Pour la troisieme souche étudiée, Lactobacillus rhamnosus LMS2, aprés 3, 6,9et 24 h
d’incubation sur du caséinate de sodium, on mesurait I'activité protéolytique par SDS-PAGE.
Une dégradation protéolytique a pu étre observée aprés 6 h d'incubation, en particulier pour la
caséine f} et elle augmentait avec le temps d'incubation pour atteindre un maximum aprés 24 h
(Fig. 4).

Par conséquent, selon les critéres retenus par Kunji et al. (1996), il peut étre conclu

que les protéases produites par Lactobacillus fermentum IFQ3956, Lactobacillus rhamnosus
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LMS2 et Lactobacillus plantarum JDM1 appartiennent au groupe P III puisqu’elles sont

capables d’hydrolyser les caséines oy, tisz €t .

Effet du pH

Pour déterminer l'influence du pH sur l'activité des protéases, les souches précédentes
ont été testées sur le milieu MCA (Fira et al., 2001) mais les cellules collectées étaient re-
suspendues dans un tampon phosphate de différentes valeurs de pH (5,4 ; 6,0 ; 6,5 et 7,2) et
dans 100 mM de Tris-HCl & pH 8,2. Les mélanges et le contrdle ont été incubés pendant 24 h
4 37 °C. A la fin de la période d'incubation, ont prélevait le surnageant clair pour I’analyser
par SDS-PAGE. La Figure 5 montre que le pH optimal d'activité protéolytique est de 6,5 pour
Lactobacillus plantarum JDM1 mais se situe entre 6,5 et 7,2 pour les souches Lactobacillus
Jermentum IFO3956 et Lactobacillus rhamnosus LMS2.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Fira et al. (2001) qui ont déterminé 'activité

protéolytique de certains lactobacilles thermophiles et ont trouvé un pH optimal de 6,5.

Caséine ug
Caséine ag;
Caséinef

Contrdle L. fermentumlFO3956 L. rhamnosus LMS2 L. plantarum IDMI1

Fig. 5: SDS-PAGE a 12% d’échantillons obtenus aprés 24 h d’incubation 4 37 °C en présence
de différentes souches et contréle sur du caséinate de sodium a différents pH.

Effet de 1a température

Pour déterminer l'influence de la température sur l'activité des protéases, les souches
précédentes ont ¢été testées sur le méme milieu (MCA) (Fira et al., 2001). Les cellules
collectées étaient re-suspendues dans un tampon phosphate de pH 7,2. Les mélanges et le
contrdle ont été incubés pendant 24 h a différentes températures : 25, 30, 37 42 et 50°C. A la
fin de la période d'incubation, ont prélevait le surnageant clair pour I’analyser par SDS-
PAGE. La Figure 6 montre que la température optimale d'activité protéolytique est situce

entre 37 et 42 °C pour toutes les souches.
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Ces résultats sont en accord avec ceux de Fira et al. (2001) qui ont trouvé que les
températures optimales pour la protéolyse par Lactobacillus acidophilus BGRA43 et

Lactobacillus delbrueckii BGPT1 ¢tait respectivement de 45 et 40 °C.,

Temperature (°C)
25 30 37 42 50 25 30 37 42 50 25 30 37 42 50 25 30 37 42 50

Caséine g
Caséine ag,
Caséine B

Contréle L. fermentumlFO3956 L. rhamnosus LMS2 L. plantarum IDM

Fig. 6: SDS-PAGE & 12% d’échantillons obtenus aprés 24 h d’incubation & différentes
température en présence de différentes souches et contrdle sur du caséinate de sodium.

Effet des inhibiteurs

Pour déterminer & quel type de protéases correspondent les activités protéolytiques
observées, les souches précédentes ont été testées sur le milieu (MCA) (Fira et al., 2001). Les
cellules collectées étaient re-suspendues dans un tampon phosphate de pH 7.2, Différents
inhibiteurs (EDTA pour inhiber les métallo-protéases, acide iodoacétique pour inhiber les
protéases acides et Pefabloc pour inhiber la sérine protéases) ont été ajoutés 4 la suspension
cellulaire & une concentration finale de 10 mM et incubés 4 37 °C pendant 1 h avant l'ajout du
substrat. Les inhibiteurs testés étaient dilués dans un tampon phosphate 10 mM de pH 7,2 &
une concentration équivalente a celle des autres inhibiteurs. Les cellules ont été mélangées
avec le substrat ; caséinate de sodium (12 mg/ml ; 1:1, v/v). Les mélanges et le contrdle ont
été incubés pendant 5 h a 37 °C. A la fin de la période d'incubation, ont prélevait le
surnageant clair pour ’analyser par SDS-PAGE (Fig. 7). Les résultats obtenus démontrent
que les protéases sont principalement des métallo-protéases. Cependant, on retrouve des
protéases & sérine pour Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus plantarum JDM1
(Fig. 7).

Ces résultats sont en accord avec ceux de Pereira et al. (2001), mais en désaccord avec
ceux de Tsakalidou et al. (1999) qui ont trouvé que la protéinase brute de Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis ACA-DC 178 était fortement inhibée par le PMSFE, mais peu inhibée

par 'EDTA. Ces différences peuvent étre attribuées au type de souches étudiées.
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Fig. 7. SDS-PAGE du caséinate de sodium (C) hydrolysé par le surnageant de culture de
Lactobacillus  fermentum IF03956, Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus

plantarum JDM1, en présence ou non d’inhibiteurs
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Chapitre 11 :
La protéolyse des caséines B et as; par Lactobacillus fermentum IF0Q3956,
Lactobacillus rhamnosus LMS?2 et Lactobacillus plantarum JDM1 isolées de

produits laitiers égyptiens diminue leur immuno-réactivité.

Proteolysis by Lactobacillus fermentum IFO3956 isolated from egyptian

milk products decreases og;-casein immuno-reactivity

El-Ghaish, S., Rabesona, H., Choiset, Y., Sitohy, M.,

Haertlé, T., & Chobert, J.-M.

Journal of Dairy Research, 2011, 78, 203-210.
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RESUME

La protéolyse de la caséine o par Lactobacillus fermentum IFO3956 isolée de

produits laitiers égyptiens diminue son immunoréactivité

L’activité¢ de la protéinase de Lactobacillus fermentum 1F0O3956 était plus élevée
quand les cellules étaient cultivées sur du lait écrémé reconstitué 3 10% mais l'activité de la
protéase la plus faible était observée sur un milieu sans lait (MRS). L'extraction des protéases
liges & la cellule de Lactobacillus fermentum IFO3956 induite par la présence de lait était plus
efficace en utilisant 1% de Tween 80 tandis que I'utilisation de SDS a 1% inhibe toute activité
protéolytiqgue. Deux bandes ont été observées par zymogramme en présence de gélatine,
indiquant que l'activité protéolytique correspondait a la présence d'au moins deux types
d'enzymes. L’analyse par spectrométrie de masse des hydrolysats de caséine og; avec
Lactobacillus fermentum IFO3956 révélée la présence de 24 peptides ayant des tailles allant
de 5 a 36 acides aminés, dont 9 peptides phosphorylés. La plupart des peptides identifiés
provenaient de la partie N-terminale de la caséine og;. La souche bactérienne étudiée pourrait
hydrolyser la caséine os; dans de nombreux sites, y compris les épitopes déclenchant la
réaction allergique a cette caséine (par exemple, en positions 23, 30, 41, 71, 91, 98, 126, 179).
En conséquence, I'immuno réactivité de la caséine og; peut étre considérablement réduite par

son hydrolyse avec Lactobacillus fermentum IFO3956.
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Proteolysis by Lactobacillus fermentum IFO3956 isolated from
Egyptian milk products decreases immuno-reactivity of ag;-casein
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Froteinase activily of Lactobacillus fermentum IFO3956 cells was higher when they were grown on
milk-hased meclia than on 10% reconstituted skim milk. The lowest protease activity was observed
when cells were grown on milk-free media, The extraction of milk-induced cell-hound proteases from
Lb. fermentum IFO3956 was most efficient using 1% Tween B0 while the use of 1% SDS inhibited all
proteolytic activity, Twe bands of ~35 and »100 ki3a were abserved by zymogram, indicating that
proteolytic activity corresponded to the presence of at least two types of enzymes or two molecular
forms of one enzyme. Mass spectromelry analyses of eg)-casein hydrolysales detecied 24 peplides
with sizes ranging from 5 to 36 amino acids, including 9 phospharylated peptides, resulting from the
fermentation of Lb. fermentun: IFO3956 of as-casein, iviost of the identified peptides originated from
the N-termiral portion of ag-casein. The studied bacterial strain could hydrolyze ¢g,-casein in many
sites including the epitcpes triggering the allergic reactions against g;-casein e.g, at the positions
23,30, 41, 71, 91, 98, 126, 179, After hydrolysis of eg,-casein with Lh. fermentum IFO3956 the
recognition and the binding of this casein 1o IgE from the pooled sera of 18 palients with cow’s milk

allergy was significantly recuced,

Keywords: Egyptian dalry products, Lactobaciifus fermenium, pratenlylic aclivity, allergy.

Cow milk i one of the first foods incorporated into the
humar: diet, either replacing or supplementing maternal
milk. Allergy to cow milk (CMA) concems ~2.5% of
children hefow 3 vears of age, the feeding of an infant,
aflergic to cow milk casein, may be a major problem
{Anderson, 1996). Caseins are the main milk allergens and
accaunt for 80% of the total protein in cow milk. They
include 4 fractions ag,- (32%), ts- (10%), B- (28%) and
k-caseins (10%). Bovine ag-casein is one of the major
allergens responsible for CMA (Nakajima-Adachi et al.
1998). Itis asingle-chain phosphoprotein of 199 amino acid
resicues, characlerized by a high content of proly| residues,
which are distributed throughout the molecule, ft lacks
disulphide bonds, which resuits in its reduced structural
stability (Kumosinski et al, 1991), These factors increase the
chance that the major allergenic epitopes of ag;-casein are
linear rather than canformational (Cocco et al, 2003}, thus
making this casein a good subject for study of the linear
epitope breakdown by protealysis.

*For corespondence; e-mail: choher@nantes.inra.fr

An increasing interest in reduction of the allergenicity
of foods during processing points to the potential use of
enzyme meodifications 1o cleave the allergic proteins and
to praduce hypoaliergenic foods {ltoh, 1996), Immuno-
reactivity of milk proteins can be decreased by proteolysis
{Pedas et al, 2006}, Nowadays, protein hydrolysates are also
included in specific formulations, as well as hypoallergenic
infant formulas to seduce thelrantigenicity as compared with
intact protein, Proteclytic systems of factobacilli are complex
and are composed of proteinases and peptidases with dif-
ferent sub-cellutar localions. Proteases of cells grown on
mitk showed similar hydrolytic activity o os- and ficasetns
(Coceo ef al. 2003). Most of work on protenlytic activity of
factobacilli has been caried out using strains grown in
culture media conlaining milk.

In & previous study (EI-CGhaish et al. 2010), we character-
ized the proteclylic activity of Lactobaciflus fermentum
IFG3556 isolated from mitk products fram Fgypt describing
the factors affecting this activity. Isolating new strains or
isolates of nonstarter lactic acid bacteria (NSLAB) with
technological functions potentially applicable in the food
industry is scientifically or commerciaily highly interesting
and impaortant. These NSLAB can be used in different types
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of cheeses, especially those produced from raw milk due
to their positive nfiuence on cheese manufacture through
lpolytic activity, citrate utilization, and production of
aromatic volatile compounds as well as proteolytic and
antimicrobial properties, Ir: the current study, this strain was
used in optimal conditions aliowing the highest proteinase
activity towards a major allergen component {os)-casein),
The obtained hydrolysates were characterized by [C/MS/MS
mass spectromety to confirm the hydiolysis of the epitopes.
The binding strength of the hydrolysates with [gE was
evalualed by competitive ELISA to confinn the potential
impact of hydralysis on immuna-reactivity of us;-casein,

Material and Methods
Materials

All products were of analytical grade and obtained from
different companies such as Merck, Germany (skim mitk
powder, calcium chloride and Triton X-100), Sigma-aldrich,
USA (glycerol, sodium citrate, Tween-20, Tween-80,
sadium acetate, magnesium sulphate, manganese sulphate,
cysteine, sodiurn dodecyl sulphate, gelatin, Tris, ammoniam
sulphate, triffuoroacetic acid, pefassivm chlaride, polyviny!
alcohol and 4-methylumbelliferyl phosphate), Biokar diag-
nostics, France (MRS and meat extract), Fisher Biobiock
Scientific, France {yeast extract and agar, Acres, USA
{glucose), Panréac, France Wi-potassium phosphate, potas-
sium phosphate, glycine and sodium chloride), 8D, France
(peptone, Bio Basic INC., Canada {Coomassie Brilliant Blue
(-250), Fisher BioReagents, USA (polyacrylamide), Applied
Biosystems, Ireland acetonitrile}, Riedel-deHagn, Germany
{potassium dihydrogen phosphate).

Furification of wg,-casein from folal casein

Total casein was prepared from fresh milk by precipitation at
pH 4:6 with 6 sHC fellowed by centrifugation (4000,
20 min} accorting lo Mailliarl & Ribadeau Dumas {1988).
og-Caseins {og;~+wgy-caseing) were prepared from lotal
casein by anion exchange chromatography FPLC; BioCad/
Sprint, PerSeptive Biosystemns, USA) according to Thorn ef al,
{2008). Tolal casein (50 mg/ml) was re suspended in 50 mu-
Tris-HCl+ B m-urea, pH 80+ 20 mudithiothreitol (DT,
Column source (@ Sepharose High Performance (v=50mi)
was equilibrated with buffer A (25 mw-Tris-HCl + 4 m-urea,
pH 82+5mm-DTT) and elution was performed with
gradient from 0 to 30% buffer B (buffer A+1s-NaCl) at a
flow rate of 5 mifmin. og-Caseins were collected, dialyzed
and lyaphilized. as-Caseins £35 mg/ml) were re suspended
in 20 mv-sodium acetale + 8 avrurea, pH 6:0+420 mu-DTT.
Colunwn source Q IV=8ml} was equilibrated with buffer C
(20 myesodium  acetate+4 m-urea, pH 6 +5mm-DTT) and
elution was performad with a gradient from 0 to 30% buffer
D (buffer C+ 1 m-NaClyat a flow rate of 5 mb/min, ag, -Casein
was collected, dialyzed and lyaphilized.

Strain and growth conditions

Lb, fermentum IFO3956 was Ssolated from traditional Ras
cheese collected from local markets of Lower Egypt (Tanta
city) and identified by 165 rRNA gene amplification. The
purified strain was re-grown in sterile skim milk (12-3%, wh)
supplemerted with 30% dwiv) glycerol and stored at — 20 °C.
Before use, the strain was grown twice in MRS broth.

Four different media were used to study the production
of the lactobacillus proteinase: MCA (milk-citrate-agar), RSM
{10% reconstituted skim milk), MRS (de Man, Rogosa andd
Sharpe) and CYG {casein-yeast extrack-glucose). MCA is
composed of 4-4% skim milk powder, 0-8% Na-cilrate,
0-1% yeasl extract, 0-5% glucose and 1-3% agar. RSM s
10% reconstituted skim milk and the composition of MRS
(g/li was as follows: polypeplone, 10; meat exlract, 10;
yeast extract, 5; glucose, 20; Tween 80, 1-08; di-potassium
phosphate, 2; sodium acetate, 5; ammonium citrate, 2;
magnesivm suiphate, 0-2 and manganese sulphate, 0-05.
CYG composition (g/) was as fallows: yeast extract, 3;
peptone, 5; cysteine, 0-2; MgSO-7H30, 0:2; MnSO4.H,(,
0:05; sodium acelate, 5: sodium citrate, 4-4; potassium
phosphale, 2; sodium caseinate, 10; glucose, 10 and Tween
a0, 1 ml.

Influence of the media on the proteciytic activity

The pH of each medium was adjusted to 6-8. In case of MCA
media, an aliguot (~0-5 ml} of the activated pre-culture was
applied on the lop of MCA plates (Fira et al. 2001), The plates
were incubated for 48h at 37 °C prior to cell collection.
For RSM, MRS and CYG media (tiébert et al. 1997}, a pre-
culture was prepared by inoculating these media with 5%
(v} overnight culture and incubation at 37 °C for 24 h. Fresh
cells were collected from different media and re-suspended
in 100 mw-Ma-phosphale buifer (pH 6:8) and brought to
final aptical density (Ol of 20 just before application,
One volume of the cellular suspension was combined
with an equivalent volume of solulion of sodium caseinate
{12 mg/mil in 100 ma-Na-phosphate buffer (pH 6-8) so that
the ©Dggq of the final combined suspension is equal 1o 10,
and incubated for different perinds (5 ancl 24 bjat 37 °C. The
cantrol was sodium caseinale (12 mg/ml) in 100 mw-Na-
phosphate buffer, pH 6-8 without addition of strain, the
volume of which being reptaced by the buifer in order to
keep equivalent concentration of protein. All samples were
analyzed by SDS-PAGE,

Extraction and characterization of cell wall-bound proteases

Cells were collected from MCA media as previously
described and washed twice with 100 mw-Na-phosphate
buffer (pH 68) confaining 20 rwm-CaCly. To extract celi-
wall-hound proteases, the washed cells were incubated with
1% of different detergents (5D, Tween 8C and Triton X-100)
dissolved in 100 mu-Na-phosphate buffer (pH 6-8) far 16 b
at 37°C with agitation, Supermatants were colfected by
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centrifugation (12000g at 4°C for 20 min). The released
protease was considered as an indication of intracellular
enzyme {Tsakalidou et al, 1999}, The proteclytic activity of
the supernatants was measured by SDS-PAGE. One volume
of the supernatants was combined with an equivalent
volume of solution of sodium caseinate {12mg/ml} in
100 mw-Naphosphate buffer (pH 6-8). The final mixtures
were incubated for different periods (3 and 24 b at 37°C,
Control was prepared as described above, All samples were
analyzed by gelatin Zymogram {12% polyacrylamide) and
by SDS-PAGE.

SDS-PAGE

The samples were applied to  12% polyacrylamide slab gel,
The migration bufier contained 50 mu-Tris, 0-384 mglycine
and 0:1% SDS. After running at 10mA on the stacking gel
and 20 mA an the running gel, staining was performed with
Coomasste Brilliant Blue G-250 followed by a convenient
destaining. The gels were scanned with Image scanner i
{GE Healthcare, USA) and the intensily of the bands was
quantified by Image software. Analysis was performed hy
tising Fuji Film Image Gauge V3.0 software (Fuji Photo Fiim
Co. Lid, Japan). Data were expressed as the ratio of the area
and intensity of the band. The reduction in the intensity of
band during incubation with respect to the original infensity
wis taken as the percentage of hydrolysis {Ong et al. 2006),

Gelatin-SDS-PAGE Zymogram

The samples were applied to a 12% polyacrylamide gel
containing 001% gelatin, where the migration buffer con-
sisted of 50 ma-Tris, 0-384 meglycine and 0-1% SDS. After
unping at 10mA on Lhe stacking gel and 20mA on the
running gef at 4 °C, the gel was washed twice in 2-5% Trilon
X-100 for 30min then twice in distilled water for 15 min,
Washed gel was placed in incubation buffer (50 mw-Tris-
HCE, 100 mweNaCl, 5 my-CaCly, pH 7 for 16h at 37°C
before fixaticn i a solution of 4% ethanal/H; POy (141, viv),
twice for 641 min, then the gel was washed in 2% phasphoric
acid for 60min, Finally, the gel was transferred to a
sensitization solution (17% ethanol, 15% (NH),504, 2%
H3PO,) for 20min before staining willy 0-1% Coomassie
Brilliant Blue G-250 and fixing in 4% ethanoliH;PO, (141,
viv). The gel was rinsed twice for 10 min in distiled water
and destained in 20% ethanol for 10min before keeping in
distilled water, Bands revealing activity appeared a5 clear
zones on the blue gel. The gel was scanned with Image
scanner Hll and the location of the clear bands was marked
and compared with the standard malecular weights,

Characterization of wg-casein fiydrolysates

Proparation of hydrofysates. os;-Casein hydrolysates pro-
duced by Lb. fermentun: IFQ3956 were prepared as pre-
viously described for sodium caseinate (El-Ghaish et al.
2019} except the concentration of ag;-casein was 5 mgiml,

At the end of incubation periods (3, 6 and 24hj, the
supernatant was analyzed by SDS-PAGE €12% polyacryl-
amide}, liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS)
and competitive enzyme linked immunosorbent assay
{ELISA).

LO/MS/MS analyses, Mass spectrometry analyses were
conducted on the plalform “Biopolymers-Interaction-
Stuctural Biofogy” located at the INRA centre of Mantes
{NRA  Research Unit 1268) (Wtp:fwww.nantes.inra.fy
plateformes_et_plateaux_techniquesplateforme_bibs),

tr-Casein peptides were separated hy reversed phase-
HPLC (RP-HPLC) with a Waters HPLC syslem fWaters 616
purp controlled by Waters 500 controllen) coupled to a
Finnigan LC(Y fon trap spectrophotometer {Finnigan MAT,
San Jose, CA). The column (2 mmx 150 mm, 904, 4um,
Jupiter, PROTEQ, Phenomenex) was equilibrated with
solvent A (0-11% trifluoroacetic acid (TFA} in distitled
waler, wv} al a llow rale of 015 ml/min. After injection, the
column was washed for 5 min with 100% solvent A then
efution was performed by applying a finear gradient to 100%
of solvent B (80% acelonifrile, 20% H,0), 0-09% TFA, vivA)
from 5 to 35 min followed by a 2 min step at 100% solvent B,

Spectra were acquired in automated MS/MS mode, The
scan rate for MS mode was set between the masses of 400 to
2000 Da. Peptide identification was performed using the
Mascot software {version 2.5, Matrix Science) on the MS/MS
ion search mode with the following parameters: enzyme:
nong, peptide mass toferance: 1-5 Da, fragment mass tol-
erance: 0-6 Da, fixed modification: phosphoryiation, Identi-
fication was performed by comparing the ablained peptides
with tg;-casein sequences,

Competitive ELISA. Wells of 96 microplates {Maxi Sorp,
Nune, Roskillde, Denmark) (plate 1) were coated with 100 !
per well of asi-casein diluted fo Spg/mi in 1.-PBS pH
74 (0136 m-NaCl, 268 mw-KCl, 1:76 mm-KH,PO,, and
10-14 mu-NaztPOy 12 H;0) for 3h al 30°C. Negative
control (hiank] was prepared by replacing og,-casein with
equal volume (100 ph of PBS. All wells were coated with
100ul of a mouse monoclonal anti-human IgE, clone
M60419% (Abi, Fitzgerald, Concord, USA) diluted to
1:2500 in PBS. After coafing, ail wells were washed three
limes with PBS conlaining 0-1% {vv} Tween-20 (PBS/T) and
saturated with 23021 of the PBS/T solution containing
1% twivd polyvinyl alcohol (PBS/T/PVA} far Th at 37°C,
Standard curve was performed with adding 100l of
serial dilutions from 160 to 0-13 ng/ml (5000 1U) of human
serum gk (WHO international reference preparation Code
75502}, to the wells coated with the antthuman IgE antibody
only twithout os;-casein).

A pool of 18 sera from patients allergic to ag-casein
was coliected by the Laboratory of immuno-Allergalogy of
Academic Hospital, Angers, France and used after approval
of the internal Ethical Committee of the hospital. The serum
poof was diluted to 1:10 and mixed with equal volumes
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Fig. 3. SDS-PAGE profile of Na-cascinate hydrolysate oblained by
Lactobachlus fermentumy IFO3956 after 5 and 24 h incubatlon at
37 *Con different media IMCA (lane 2); CYG tfane 3j; RSM (lane 4);
MRS {lane 5} as compared 1o control [Na-caseinale without strain,
fane 1},

(60:60, phpl) of serial dilutions of mg;casein ar og-casein
hydrolysate in 1% PBS/T/PVA (1000, 640, 160, 40, 10, 25,
1, 023, and 0-062 pgfmli on a separate plate {plate 2) and
incubated at 37°C for 1 h.

An aliquot of 100l was teansferred from each well in the
plate 2 to the wells coated with og;-casein in plate 1 or the
negative control. Affer an overnight incubation a1 4°C,
the plates were washed three times with PBS/T and incu-
bated for 2 h a1 37 °C with the secandary antibody {alkaline-
phosphatase-conjugated pofyclonal antihuman Igk, Sigma)
dited 1:1000 on PBS/PVA. After three washings with
PBS/T, the free secondary antibody was revealed by the
adlition of 4-methylumbeffiferyl phosphate (4-MUPJ sub-
strate diduted 1:5 m Tris-HCl, pH 98, The fluorescence
emission was measured afler 90 min of incubation at 37 °C
with the Flxgpg plate reader {Biotech Instruments, Inc.,
Winooski, VT) fitted with a 360 nm excitation filter and a
440 nm ernission filter,

The calcutation of the results was performed as described
by Taheri-Kafrani et al. (2069). The concentration of protein
dnhibitor) needed to inhibit 50% of IgE binding (IC5) was
caleulated from the inhibition curves by relating fluor-
escence intensity to inhibitor concentration. The Cge, is the
concentration of eg-casein binding 50% of the Igk in the
sera of the CMA patient group. The value abtained by
dividing the Cspe, of the hydralyzed ng-casein by Cagy, of
the intact ogcasein is an indicator of the effect of the
proteobysis on the IgE binding and consequently of the
immuno-reactivity of the oy -casein, The experiment was
realized in triplicate.

Results and Discussion
Effect of the culture medium on proteinase activity

Prateinase activity of Lb. fermentum IF03956 cells grown in
different media (MCA, CYG, RSM and MRS} is shown in

Usp-Lusein

vispcasein —
Beusein ~———y

Fig. 2. SDS-PAGE profile of Na-caseinate hydrolysate (3 and 24 h
incubsation at 37°C) by Lartobacillus fermentum IFO3956 super-
natanis ohtained by treating bacterial cefls with different deterpents:
1% 08 {lane 2); 1% Triton X-100 lane 3}; and 1% Tween 80 dlane
4 as compared to ron-hydrolyzed Na-caseinale flane 1),

Fig. 1. The rate of casein hydrolysis was much higher in
the milic-hased media (MCA and RSM; lanes 2 and 4,
respectively) than in the free-milk media (CYG and MRS;
fanes 3 and 5, respectively) either after 5 or 24 b of incu-
bation at 37 °C. Highest extent of proteolysis was achieved in
MCA (lane 2) followed by RSM (lana 4}, However, the band
intensity of casein fractions indicate that the degree of
hydrolysis in MCA after 5 his still superior to that achieved in
RSM medlium after 24 h incubation at 37 °C. The free-milk
mexdia exhibited limited hydralysis only, after 24 h incy-
bation at 37 °C but practically nothing after 5h. it can also
be observed that alf major casein fractions were nearly
hydrolysed to the same degree without any noticeable
preference,

These results remain in agreement with those of Hébert
et al. (1997), studying the influence of different media (RSM,
CYG and MRS} on the proteslytic activily of Lb. helvelicus
CRL 581 shawing that the highest protease activily was
achieved in the cells growing in milk media and the lowest
one in the free-milk medium {MRS), This suggests that
the: synthesis of proteolytic enzymes is stimulated by milk
medium. Also, the micro-array analysis shawed that the
grovih of Lb. hefvelicus CNRZ32 is associaled with raised
expression of the penes of celi-envelope associated protein-
ases (Pederson at al, 199%; Smefanov et al. 2007) and with
raised expression of the genes of a variety of intercellular
peptidases as well as with raised expression of the genes of
aspecific protein required for proteinase maturaion in milk-
based medium than MRS (Smeianov et al. 2007),

Characterization of the cell-bound proteases

The ability of Lh. fermentum 1FO3956 supernatant to
hydrolyze v -, osa- and P-caseins was tested after growing
the bacterial cells in MCA for 48 h at 37 °C, then extracting
the cells with different detergents and assessing the pro-
tenlytic activity of the supernatants, after incubation with
sodium caseinate for 3 and 24 at 37°C, by SDS-PACE
{Fig. 2). Proteolysis of casein fractions could be observed
aiter 3 h incubation at 37 °C with the proteases extracted by
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Fig. 3. Gelatin SDS-PAGE zymogeam patlerns of Lactobacilus
Fermentum [FO3956 supernatants oblained after cultivation for 48 h
al 37 °C on MCA and subsequent incubation for 24 h at 37 *C with
different delergents |1% SDS tlare 2); 1% Triton X-100 (lane 3) and
1% Tween 80 flane 43}, Lane 1 is molecular weight markers,

1% Triton X-100 (Fig. 2, lane 3) and 1% Tween-80 (Fig. 2,
lane 4) while no proteolysis could be detected with the
proteases extracted with 1% SDS (Fig, 2, lane 2}, The
proteolysis increased wilh the lime of incubation reaching
a maximum after 24 b, The prolease extracted with 1%
Tween-80 was more active than that extracted with 1%
- Triton X-10C either after 3 or 24 h incubation at 37 °C with
the substrafe. The proteases extracted in these conditions
coutd hydralyze all casein fractions albeit to different
degrees, Conseguently, the proteases of Lb. fermentum
IFO3956 can be classified to PlIl \ype according to Konji
et al. (1996}, being able to cleave asy-, B, and x-caseins,
Based on the band colour density, osy- and osa-caseins were
complelely hydrolyzed (H)0%) while pcasein was only
hydralyzed 10 90% after incubation of sodium caseinate
at 37°C for 24 h with proteases extracted with 1% Triton
X-100. However, the degree of hydrolysis of these two
fractions was similar {100%) in case of the proteases
extracted with 1% Tween 80, independently of the fime of
incubation (3 or 24 hi. Simitar resuits were observed by
Tzvetkova el al. (2007) an 21 factabacili isolates gathered
from three types of Balkan home-made yogurts. However,
the ceil-wall bound proteinase of th. defbrueckii subsp.
factis ACA-DC178 was found to hydrolyze mainly f-casein
angt to lower extent s~ and x-caseins (Tsakalidou et al.
1999}, Consequently it was classifiect as Pl-type proteinase.

Cell-iree supernatants of [h. fermentum [FO3956 showed
twor clear bands (corresponding o 35 and >100kDa} on
gefatin-zymogram (Fig. 3). Similar band pauern was ob.
fained using casein instead of gelatin as a subsrate in the
zymogram {data not shown). These resulls indicate the
presence of at least two lypes of proteolylic enzymes of
molecular masses 35 and >100kDa. The low molecular
band {35 kDaj was obtained only with 1% Tween-80 ex-
tractica (Fig, 3, lane 41, The high molecular mass band
{100 kDa} was seen in case of the extracts of the protease
with either 1% Triton X-100 or % Tween-80 (Fig. 3, lanes 3
& 4, respectively] bul nol with 1% SDS extraction (Fg, 3,
lane 2). The proteinase inhibition by 505 was reported by
Wang et al, (2008), Mohamed et al. {2009), and Tanskul

& al. (2009). Hence, it is possible that the band of high
molecular mass may be ascribed fo the mature oligomeric
form of cell-wall bound proteinase while the band of {ow
molecular mass may be its degraclation product, It has been
reported that the mature proteinase of tactococcus faciis
subsp, cremoris W2 has a molecular mass of 180-19C kDa
although breakdown products of smaller sizes could be
detected upon isnlation (Laan & Kenings, 1989). It has been
reported also that cell-envelope profeinases of LAB are
synthesized as pre-proteins of approximately 2000 amino
acic residues (Fernandez Espla et al, 2000,

Characlerization of ag,-casein hydrolysates

LC/MS/MS Mass Spectrometry. Figure 4 shows the sequence
of bovine og-casein (199 amino acids). This primary
structure contains as reported by Chatchatee et al, (2001),
8 epitopes defined as 5 major plus 3 miner IgE-binding
epitopes, The major epitopes are the following peptide
fragments: N17-K36, KB3-K102, L109-L1120, Ni39-F153
and Y159-T194, The minor epitopes are: E39-548, £69-078
and M123-K132, These epitopes are marked on Fig, 4 by
bordered hoxes, Similar results were reporied by Wang etal.
(2010) stating that the major epitopes are the peptides
F28-144, Q78-195, 11095122 and A163-F179. Cerecedo
et al. 2008) observed using peptide microarray, a single
region differentially recognized by the reactive IgE group
{peplice F28-£50}, The reported new epitopes were already
observed by Chatchatee et al. (2001) with slight differences
so they are not indicated on the diagram. However, & new
epitope reported by Lin et al, (2009) is different hence, it s
marked on the diagram by shadowed bax. Mass spectro-
metry analyses of hydrolysate of ug-casein obtained after
the incubation with L, fermentum IFO3936 for 24 hat37°C
revealed the presence of 24 peplides of different sizes, ran-
ging from 5 to 36 amino acids (634-2662 to 1520-5089 Da)
and included § phosphorylated peptides (F24-E55, V31~
E50, K36-E53, L40-E55, K42-171, D56-Y01, L101-8122,
L109-5122 and 1.109-G126) (Table 1, Fig. 43, Phosphory-
latad peplides were shown lo be much more resistant to
hydrolysis by peptidases from Lb. fermentym IFO3956 than
ather peptides, what remains in accordance with what was
observed by Deutsch et al, (2000 using the three LAB
Lb. hetveticus, th. delbrueckii and Sirepiococcus thermo-
phifus, There was only one epitope {L109-L120) that resisted
hydrolysis, which is characterized by the presence of one
phosphoseryl sestdue located nearly in the centre and in a
highly hydraphobic domain since 6 out of 12 residues are
hydrophobic amino acids 2 L, 11,1V, 1 P, 1 A). Although
this epitope contains 3 glutamyl residues, which are pre-
ferably hydrolyzed by this lactobacilli protease, the hydro-
phobic nature and the presence of phosphorylated serine
hindered the enzymatic action. On the other hand, there
were two phosphorylated epilopes subject ta the hydrolytic
action of L0, fermentun 1FO3956 (£39-K58 and £69-Q78)
but their cleavage site is far away from the phosphorylated
serines,

98



6 EFGhaish and others

Table 1, Characlerization of the 24 peptides contained in hydrolysate of we;-casein by Lactobacifius fermentum IFO3956

Sequence assignment

{1g1-casein amino Experimental
acids) Peptide sequence mass ([a)
1-5 RPKHP 6342662
8-13 HQGLPQ 679 1466
8-14 HQGLPQE 808-2517
8-23 HQGLPQEVLNENLLRF 9539858
13-18 QEVLNE 7301142
24-30 FVAPFPE 806-1401
24-55 FVAPFPEVFCRERYNELSKINGSESTEDQAME 1266:5461
25-35 VAPFPEVFGKE 12199210
31-36 VIGKEK 707-2372
31-50 VFGKEKVNELSKDIGSESTE 1177:9427
36-55 KVNELSKDIGSESTEDQAME 1185-4203
40-55 LSKDIGSESTEDQAME 8503427
42-71 KDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEE 1239-9660
56-91 DIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERY 1520-5089
92-98 LGYLEQL 8351534
92-98 LGYLEQL 8351534
101-122 LKKYKVPQLEIWVPNSAEERLES 886-9328
109-122 LEIVPNSAEERLHS 837-2816
109-126 LEIVPNSAZERLHSMKEG 1060-0959
127-141 IHAQOKEPMIGVNQE 8613992
129135 AGQQKEPM 831-2434
156~162 tDAYPSG 7221302
169-197 LGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTIMP 1549-2976
174-197 TDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMP 12681127
180~197 SDIPNPIGSENSEKTTMP 4386200

) i) X 4
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iy o
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Fig. 4. ug-Casein sequence and peplides reloased by the pteolytic action of Lactobacifl fermentuny IFO3956 afler 24 h incubation at
37°C, as indicated by aows. The peptides marked hy borders show the main 8 epitones reported originally by Chaichatoe ot al. 2007 and
the peplide marked by a shadow refers 1o a new epilope reported try Lin et al, (2009), The sequence uses the one-letter amino acid code and
the phosphoryfated serines are indicaled by §.

it can also be observed that the proteolytic cleavage  resulls were oblained by Héberl et al. (2008). They
accurred preferentially at glutarsic acid (, 9 cleavages,  characterized the pattern of osy- and p-casein breakdown
leucire (L, 8 cleavages), proline (P, 4 cleavages). Simifar  and release of bioactive peplide by cel! envelope proteinase
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Fig. 5. Binding of o5, -casein () and its Lactobacillus fermentum

hydrolysate (s} fo Igt in the sera pool of CMA patients. Averages are
indicated by harizontal black bar.

from b, detbrueckii subsp. factis CRL 581 and determined
that this strain prefers glutamic acid (£} and glutamine (Q)
from dagi-casein, The preference 1o cleave proline excly-
sively from the C-side is typical of prolyl endopepticases,
which are serine proteases widely distrbuled in bacler,
which can be used also to hydrolyze proline-rich prolamines
(Shan et al. 2004). On the other hand, it was previcusly
reported that cell-envelope proteinases from LAB have
a strong preference for hydrophobic caseins (Swaisgood,
1982). Majority of identified peplides originated from
the N-terminal portion {15 peptides) and smaller number
{9 peptides) from the C-terminal end of o, -casein {Table 1 &
Fig. 4.

Competitive ELISA, Dalain Fig. 5 show the binding of infact
ugi=casein of its Lb. fermentum IMO3936 hydrolysate to the
IgF in sera pool of 18 CMA patients. # is observed that the
binding of ag<asein hydrolysate to IgE was considerably
weaker from binding with intact as,-casein. The Cspy, of
imact ogy-casein was aboul 017 ug/ml while what was
abserved Jor the eg-casein hydrolysale was as high as
24-8 pg/ml. This means that the binding of the hydrolyzed
protein is about 150 times lower than that of the intact
profein, This weaker binding of IgE cauld Jead to weaker
allergic reactions. Consequently, the hydrolysis of -
casein by L. fermentum F(G3956 would atlenuate allergic
reactions. It can be ohserved in Fig, 5 that for concentrations
of ogy-casein equal to or higher than 1-0 ug/ml the maximurm
vatue of binding of 1gE to over 80% is oblained while the
hinding of 1-0ug/ml hydrolysate of asy-casein is less than
10%. The high binding activity of og-casein to fgf is
evidently due o the presence of nurmerous specific epitopes
defined or stilf unknown. The diminution of the gk hinding
of the hydrolysates of es;-casetn is due to the breakdown of
some of the known epitopes of eg;-casein as seen in Fig, 5.
The persistence of weak binding of the g, <asein hydro-
ysates may be due to the resistance of some epitopes to the

proteolysis, which still bind to 1gE such as the epitope
LEIVPNSVEQ) {109-120). All other epitopes are cleaved
by the proteolytic activity of Lb, fermentum IFO3956 at
more than one site excep! two epitopes (E69-Q78 and
N139-F153), which were cleaved at only ene site. Some
other unidentified epitopes may be also binding with IgE,

Analysis of the peptides during os;-casein hydrolysis by
Lh. fermentum FO3956 showed the ability of the proteases
of this stain to hydrolyze many allergic-epitopes le.g.
cleavage of pepfide honds F23-F24, E30-V31, E39-140,
S41.K42, E55-D56, 171-V72, Y91.L92, L98-L9Y, Gi26-1127,
E141-0142, 162 and F179-5180} of ogy-casein. Conse-
quently, the immuno-reactivity of mitk protein may be
consicderably reduced by hydrolyzing og;<casein with
Lh. fermentum {FO39506.

Similar results were found by Tzvetkova et al. (2007) who
studied the hydrolysis of major dairy proteins by LAB from
traditional Bulgarian yogurts. 1t was shown that during
fermentation process, milk proteins are acidified by the
production of lactic acid and are hydrolyzed by proteases
and peptidases from bacteria. This protealysis is followed by
areduction of the number of epitopes and consequently by a
decrease in allergenicity of hydrolyzed protein,

In conclusion, the studied strain Lb, fermentunt IFO3956
displays proteclytic activity, which can be useful for the
formulation of diversifiec nove! dairy products or to improve
health properties of Wraditional products, It can also be used
for the hydrolysis of preline-rich proteins normaliy resisting
hvdrolysis like cereal prolamines. Depending on the red-
uced recognition and binding by 1gE of asy-casein hydro-
lyzed by Lb. fermentum IF33956, this strain may be used for
the production of milk and possibly milk products with
recluced ug;casein immuno-reactivity.
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worlc in the frame of project £ 982164 Study of antimicrobial and
hypoallegenic products of factic acid bacteria” to NATO *Science
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TRAVAUX COMPLEMENTAIRES

CHAPITRE 11

La protéolyse des caséines B et os; par les protéases de Lactobacillus
fermentum 1F03956, Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus
plantarum JDM1 isolées de produits laitiers égyptiens diminue leur

immuno-réactivité

RESULTATS ET DISCUSSION
Les Lactobacillus fermentum 1F03956, Lactobacillus rhamnosus [LMS2 et

Lactobacillus plantarum JDM1 ont ét¢ repiqués (5% inoculum) dans le milieu MRS. Ces
souches ont été testées sur le milieu Milk-Citrate-Agar (MCA) (Fira et al., 2001). Les cellules
collectées étaient re-suspendues dans un tampon phosphate de pH 6,5. Les cellules ont été
mélangées avec la caséine og; ou la caséine P (5 mg/mly (1:1, v/v). Les mélanges et le
contrle ont été incubés pendant 24 h a 37 °C. A la fin de la période d'incubation, une
centrifugation était réalisée (10 min & 8000 g) et le surnageant clair prélevé puis analysé par

SDS-PAGE et RP-HPLC.

La Figure 8 montre que les caséines o et B ont été dégradées aprés 24 h d’incubation

a37°C.
CA 1 23 CB1 2 3

Fig. 8: SDS-PAGE des caséines as; et B aprés 24 h d’incubation avec Lactobacillus
fermentum IFO3956 (1), Lactobacillus rhammosus LMS2 (2) et Lactobacillus plantarum
JDM1 (3) 4 37 ° C. CA: caséine ag) incubée sans souche ; CB : caséine  incubée sans

souche.
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Profils RP-HPLC
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Fig. 9: Profils RP-HPLC des caséines og) et B aprés 24 h d’incubation avec Lactobacillus
fermentum IF03956, Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus plantarum JDM1 a 37
°C.

La présence de peptides n’a été observée (Fig. 9) que dans le cas de Putilisation des
souches Lactobacillus fermentum IFO3956, Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus
plantarum JDMI1, ce qui confirme les résultats obtenus précédemment par SDS-PAGE. Le
profil HPLC des hydrolysats de caséines o) et 3 aprés protéolyse par les souches ¢tudiées

montre que de nombreux peptides de petite ou moyenne taille, hydrophiles, sont générés.
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Par ailleurs, Panalyse des profils HPLC des hydrolysats obtenus par Iutilisation de
différentes souches a montré qu’ils étaient différents et que chaque hydrolysat devait donc

étre étudié en test ELISA.

Types de protéases produites par les lactobacilles

Des amplifications PCR ont été réalisées sur I'ADN des souches de Lactobacillus
fermentum TFQ3956, Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus plantarum JDMI1 qui
présentaient une activité protéolytique (Fig. 10). Les réactions PCR ont été réalisées a Iaide
des amorces pour huit génes de protéases connues (PriP/PriM, PriB, PriH, et PriR) comme
indiqué sur le Tableau 7.

On peut observer que les souches Lactobacillus fermentum IFO3956 et Lactobacillus
plantarum JDM1 sont similaires dans leur production de protéases mais que celles produites
par la souche Lactobacillus rhamnosus LMS2 sont différentes.

100
bp LFLP LR

Base Pairs Massing)

PrtP PrtR
(685bp) (1052 bp)
Fig. 10: Détection par PCR de génes codant pour des protéases connues dans les souches
Lactobacillus  fermentum 1F03956 (LF), Lactobacillus rhamnosus LMS2 (LR) et
Lactobacillus plantarum JDM1 (LP).

Les souches Lactobacillus fermentum 1F03956 et Lactobacillus plantarum JDMI1
renferment le géne de structure de la protéase PriP, tandis que la souche Lactobacillus
rhamnosus LMS2 contient les genes de structure de la protéase PriR. Aucune présence des

génes de structure des protéases PriB ou PreH n’a ét¢ détectée dans les trois souches testées.
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Des résultats similaires ont été obtenus par Strahinic et al. (2010) et Pastar et al.
(2003). Strahinic et al. (2010) ont étudié l'activité protéolytique de différents Lactobacillus
plantarum issus d’isolats naturels et examiné les génes de structure des protéases. Gréce a des
amorces spécifiques ils ont trouvé que toutes les souches protéolytiques de Lactobacillus
plantarum contenaient le géne de prt P. Aucune présence des génes des protéases PriB, priR
ou PriH n’a été détectée dans toutes les souches testées. Pastar et al. (2003) ont identifié un

isolat de Lactobacillus rhamnosus BGT10 renfermant le géne prt R.

ELISA compétitif

La Figure 11 montre la fixation de la caséine as; intacte et de ses hydrolysats obtenus
par D’activité protéolytique de Laciobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus plantarum
JDM1 sur les IgE d’un pool de sept sérums de patients. La fixation aux IgE des hydrolysats de
caséine s obtenus par I’action protéolytique de Lactobacillus rhamnosus LMS2 et de
Lactobacillus plantarum JDM1 était considérablement plus faible que celle de la caséine as)

native.

30000
- 27500
- 25000
- 22500
-+ 20000
- 17500
- 15000
- 12500
- 10000
-+ 7500
- 5000
. - 2500
| L i 0
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

Inhibiteur {pg/ml)

Absorption 360/440 nm

Fig. 11: Immuno-réactivité des hydrolysats de caséine agy aprés 24 h d’incubation avec
Lactobacillus rhamnosus LMS2 (B) et Lactobacillus plantarum JDM1 (C) a 37 °C et d’un

contrdle (A) obtenu par incubation de la caséine wg; en absence de souche.

105



Tableau (12): Inhibition de la fixation des IgE avec la caséine a1 (contrdle) et ses hydrolysats
obtenus par l’action protéolytique de Lacfobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus

plantarum JDM1 aprés 24 h d’incubation a 37 °C

caséine og

Contrdle| Lactobacillus rhamnosus LMS?2 | Lactobacillus plantarum JDMI

ICsp (ng/ml) 1,87 50,6 50,6

L’ICs0 de la caséine oy intacte était d'environ 1,87 pg/ml, alors qu’il s’élevait a 50,6
ug/ml pour ses hydrolysats obtenus par ’action protéolytique de Lactobacillus rhamnosus
LMS2 et Lactobacillus plantarum JDM1 (Tableau 12). Cela signifie que la fixation de la
caséine ag; hydrolysée est d’environ 27 fois plus faible que celle de la protéine intacte. Cette
fixation plus faible aux IgE pourrait conduire & de plus faibles réactions allergiques. En
conséquence, 1'usage des hydrolysats de caséine o) obtenus par action protéolytique de
Lactobacillus rhamnosus LMS2 et de Lactobacillus plantarum JDM1 pourrait conduire a des

réactions allergiques atténuées.

De la méme maniére, nous avons étudié la fixation aux IgE d’un pool de cing sérums
de patients allergiques, de la caséine P et de ses hydrolysats obtenus par 1’action protéolytique
de Lactobacillus rhamnosus LMS2, Lactobacillus plantarum JDMI1 et Lactobacillus
fermentum IF03956. 11 a été observé que la fixation aux IgE des trois hydrolysats de caséine 3

était considérablement plus faible que celle de la caséine B intacte (Fig. 12).

Absorption 360/440 nm

Inhibiteur {pg/ml )
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Fig. 12: Immuno-réactivité des hydrolysats de caséine P aprés 24 h d’incubation avec
Lactobacillus fermentum IF03956 (D), Lactobacillus rhamnosus LMS2 (B) et Lactobacillus
plantarum JDMI (C) a 37° C et d’un contrdle (A) obtenu avec de la caséine §§ incubée sans

souche.

L’ICsp de la caséine B intacte était d’environ 2,04 pg/ml, alors que les valeurs
obtenues avec les hydrolysats de caséine P étaient nettement plus élevées, respectivement de
60,9 et 74,5 pg/ml pour Lactobacillus rhamnosus 1LMS2 et Lactobacillus fermentum
IFO3956. Cependant, aucune différence significative n’était observée avec Lactobacillus
plantarum JDM1 (2,38) (Tableau 13). Cela signifie que la fixation aux IgE de la caséine {3
hydrolysée est d’environ 30 (Lactobacillus rhamnosus LMS2) et 37 (Lactobacillus fermentum
IF03956) fois plus faible que celle de la protéine intacte. Cette fixation plus faible aux IgE
pourrait conduire a de plus faibles réactions allergiques. En conséquence, I'hydrolysat de la
caséine P obtenu par Iactivité protéolytique de Lactobacillus rhamnosus IMS2 et de

Lactobacillus fermentum IFQ3956 atténuerait ou diminuerait les réactions allergiques.

Tableau (13): Inhibition de la fixation des IgE a la caséine B (contr6le) et & ses hydrolysats
obtenus par Dactivité protéolytique de Lactobacillus rhamnosus LMS2, Lactobacillus

plantarum JDM1 et Lactobacillus fermentum IFO3956 aprés 24 h d’incubation 4 37 °C

Caséine p
Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
Contrdle rhamnosus plantarum fermentum
LMS2 JDM1 [FO3956
[Cso {(ng/mi) 2,04 60,9 2,38 74,5

En conséquence, l'immuno réactivité des caséines P et oig; peut étre considérablement
réduite par I’hydrolyse de la caséine as) avec Lacfobacillus rhamnosus LMS2, Lactobacillus
plantarum JDM1 et Lactobacillus fermentum IF03956 et par I’hydrolyse de la caséine [ avec
Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus fermentum IFO3956.

Des résultats similaires ont été trouvés par Tzvetkova et al. (2007) qui ont étudié
I'hydrolyse des protéines majeures du lait par des LAB utilisées pour la fabrication
traditionnelle de yaourts bulgares. 11 a été démontré que pendant le processus de fermentation,
les protéines du lait sont acidifiées par la production d'acide lactique et sont hydrolysées par
des protéases et peptidases des bactéries, Cette protéolyse est suivie d'une réduction du
nombre d'épitopes et par conséquent par une diminution de l'allergénicité des protéines

hydrolysées.
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Chapitre III :

Isolement et identification de bactéries lactiques (LAB) qui montrent une

activité antimicrobienne dans les produits laitiers traditionnels égyptiens

Characterization of two safe Enferococcus strains producing enterocins

isolated from Egyptian dairy products

El-Ghaish, S., Hadji-Sfaxi, I., Ahmadova, A., Choiset, Y., Rabesona, H.,

Sitohy, M., Haertlé, T., & Chobert, J.-M.

Beneficial Microbes, 2011, 2, 15-27.
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RESUME

Caractérisation de deux espéces d’Enterococcus sans facteurs de virulence, isolées de

produits laitiers Egyptiens, produisant des entérocines

Deux souches actives (Enferococcus faecium TX1330 et Enterococcus faecium E980)
isolées de produits laitiers égyptiens se sont révélé capables de produire plusieurs
bactériocines (ent A, ent B, ent P et ent L50A) présentant une activité considérable contre
Listeria monocytogenes. L'activité antibactérienne n'était pas affectée par le traitement du
surnageant de culture avec de la catalase, mais était complétement ¢liminée apres un
traitement avec la protéase K, I'a-chymotrypsine et Ja trypsine, ce qui confirme la nature
protéique des agents antimicrobiens. L'activité antimicrobienne était stable sur une large
gamme de pH (2-10) et aprés des traitements thermiques sévéres (100 °C pendant 10 min). La
quantité¢ de bactériocine produite dans les milicux de culture des souches isolées actives
atteignait son maximum & la fin de la phase exponentielle et restait stable jusqu'a la fin de la
période d’incubation (24 h). L'analyse des souches Ewnterococcus faecium TX1330 et
Enterococcus faecium E980 par les méthodes de biologic moléculaire a révélé l'absence de
génes de facteurs de virulence asil, cyl A et ¢yl B, ace, efadfs et espfin quand on les comparait
avec la souche Enterococcus faecalis MM4594 présentant ces facteurs. Enferococcus faecium
TX1330 était sensible a l'ampicilline, au chloramphénicol, & la ciprofloxacine, & la
vancomycine, a la gentamicine et A la pénicilline, mais était résistante & la tétracycline.
Enterococcus faecium E980 était sensible a l'ampicilline, 4 la ciprofloxacine, a la
vancomycine, & la gentamicine et a la pénicilline, mais était résistante & la tétracycline et au
chloramphénicol. L ensemble de ces résultats montre que ces deux souches (Enferococcus
Jaecium TX1330 et Enterococcus faecium E980) productrices d’entérocines, dépourvues de
facteurs de virulence et surtout sensibles aux antibiotiques, peuvent étre utilisées comme

levain ou en co-culture dans les processus de fabrication alimentaire.
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Abstract

Five bacterial eocci isolates were selected from a wide pool of 503 isolales coliected from traditional Egyptian dairy
products on the basis of their inlibitory activities against Lactobacillus brevis F145, Lactobacillus bulgaricus 340,
Enterococeus faechum HKLHS, Listeria ivanovii ATCC, Listeria innocua CIP 80.11 and Listerin monocytogenes EGDe
107776, These 5 isolates were identifted as E. faeciunst TX1330 and E. faeclur E980 by 168 rDNA amplification
and sequencing. The antibacterial activity of the two straing was not affected by treatment of the cell free culture
supernatant with catalase but theix activities disappeared completely when digested with protease X, a-chymotrypsin
and trypsin. The antimicrobial substance was stable over a wide range of pH (2-10) and was active after heating at
100°C for 10 min. Bacterioein yleld in bwo strains reached 2 maximum (1,600 AUfml) at the end of the exponential
phase (6 h) and remained stable untif the end of 24 h-incubation pertod when the medium reached pH 5.5, Maximal
production of bacteriocin was obtained when growing the bactertal cells at tempetetures ranging between 30 and
37 *C. Bacteriocin production was unaffacted when the bactertal cells grew under severe conditions of pH (9.6) and
in high salt (6.5% NaCl), Thanks to PCR gene araplification the bacteriocing produced by E. faecium TX1330 could
be identified as enterocins A and B struetural genes, while the bacteriocins produced by E. fgeciurs F980 could be
identified as enterocins P and L50A structural genes, which can be classified into two enterocin subclasses (Ia and
1lc), respectively. PCR amplification demonstrated that the two studied strains did not contain virulence factors
asal, oyl A and B, ace, efadfs and espfim, These two straing were sensitive to most of the tested antibiotics but were
registant to letxacycline, E, faeciunt E980 was also resistant to chloramphenicol,

Keywords: 165 yRNA, enterococci, Egyptian dairy products, antimierobial, food safety

LAB embrace ¢ variety of industrially important genera,
including Lactococens, Enterococcus, Genococeus,
Sereening and characterisation of non-starter lactic scid  Pedivcocens, Straptococens and Lactobaeillus species (Di
bacteria for potential technological ot biological functions  Cagno ef al, 2003).

is highly interesting for possible new industrlal applications,

Lactic acid bacteria (LAB) are commionly defined as Gram-  Stuclies on the microbial content of many traditional
positive, nan-sporulating, catalese-negative, acre-tolerant, cheeses in the Mediterranean countries have indicated that

1. Infroduction

actd tolerant, nuteitionally fastidions, strietly feementative
organizms that lack cytochromes and produce lactic acid
as the major end product of carbohydrate metabolism,

enterococe playan limportont role In thelr tipesing. They
are used as non-starter LAB in different types of cheeses,
especially those produced from raw milk. The positive
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action of enterococei in cheese production is due to speciftc
biochemical activities such as Bpolysis, citrate wtflisation,
production of aromatie volatile compounds, proteolysis
and antimicrobial antagonism (Foulguié Moreno et al,
2006), In 4 recent survey of the bacterial surface-ripening
flora of French and Getman cheeses, different Enterococcas
Spp. straing were found to have a long history of safe use
in fond (Sarantinopoulos ef af,, 2001),

Currently, the gents Enterococeus has been defined as
containing mote than 20 species, with Enferocacous faectum
and Enterococous faecalls being the most largely distributed
in food systems. Enteracoced play important roles in daizy
technology. Some enterococcl of dairy origin (E. faecalis and
E, faecium) have also been reported to produce bacteriocing
{enterocins), with antimicrebial activity limiting food
spoilage or jnhtbifing growth of pathogenic bacteria suchas
Listeria monocytogesnes, Staphplococcus aureus and Bacillus
spp. {Giraffa, 2003).

Enterocins produced by enterococci usually belong to class
1l bacterigeing, which are simall, cationic, hydrophobic
and heat-stable peptides with a genexnlly strong anti-
Listeria effect {Giraffa, 2003). Extensive research has
been carried out on the characterisation of enterocins,
or enterocin-producing straing, for patentlal applications
in dairy technology, Several studies have demanstrated
the inhibitory effect of enterocin-produclng £ faeclum
or E, faecalis strains against artificially contaminated
with L. monocytogenes daivy systems stich as milk, soft
<heeses and soymilk, The presence and soti-Listeria
activity of enterocing produced by protective cultures in
cheeses was observed at the end of ripening while no or
negligible effects on the organcleptic properties of the
preducts were observed. Therefore, the functionality
of enterocin-producing strains in industrial conditions
depends strongly on the cheese systems and the apalied
technologies (Foulqui¢ Moreno et af,, 2006; Cumer et al.,
2001}, Potential technological applications of enterocing
produced during cheese manufacture goalify enterocacel ag
potential starters or pratective cultures in cheese industry.
Enterecocci can propagate in intestinal or environmental
conditions, forming persistent colonies that survive
even adverse medium conditlons such as extreme pH,
temperuture und salinity {Giraffs, 2003).

E. facciunt and E. faecalls species have been applied in
huraan, probiotic supplements. E. faecium predominates
in different fermented foods, including sausages, cheeses,
fermented vegetables, and fermented milk, all with long
histories of safe consumption (Hugas et al,, 2003}, It
plays a beneficial role in the production of a variety of
fermented food products, and contributes to the ripening
and aroma development of these products (Yoon el al.,
2608). In Denmark, a fermented mitk product containing
E, faecium SF 68 has been sold for many years because

of its hypocholesterolaemic benefits for the consumer
{Aperbuelc e¢ al., 1995},

The fear that antimicrobial resistance genes or genes
encoding virulence factors can be transferxed to other
bacteria in the gastrointestinal tract creates the need
to verify their absence before use. A virulence factor is
an effector molecule that enhances the ability of micro-
organisms to cause disease. Sone virulence factors are
aggrepation substances, pelatinase, extra-celiulur superoxide
and extracelindar surface protein (Franz et al,, 2003).

The selection of safe Brterococcus straing for potential
use in the food industry as co-cultures or starter caltures
depends not only on their antimicrobial or bacteriocin
activities but alsa on the absence of pathogenic hazards
produced by virulence fnctors. Henee, the studied stratus
[roen traditional Egyptian dairy products were screened
for the patentfal production of enterocins ag well as the
absence of transferable antibiotic resistances and absence
of virulence factors, Genetic and chemical characterisation
of the sntimicrobial substances was carried out, Le.
genotyping, stabillty against enzymes, pH, heat and the
factors influencing its production.

2. Material and methods

Materials

Skimmed mille powder, Triton X-108, and 3% hydrogen
peroxide were obtained from Merck (Darmstadt, Germany).
Glycerol, sodinn citrate, tris, potagsium chloride, Luria-
Bertani (L.B) medium, ampicillin, vancomycin, ciprefloxacin,
profeizase I, trypsin, a-chymotrypsin, catalase, x-amylase
and fipase were purchased from Sigrma-Aldrich (5t. Louds,
MO, USA). The medin MRS (De Mun-Rogosa-Sharpe),
M17 and BHI (Brain Heart Infusion) were obtained [rony
Biokar Diagnosties {Beauvais, France). Agar was purchased
from Tisher Bioblock Scientific (Tllkirch, France}., Sodium
chlaride and sodium hydrexide were obtained from Panxéac
(Lyon, France), YPD (Yeast extract-Peptone-Dexirose) was
purchased from $erva (3t. Germain en Laye, France). The
supplier of hydrachlorie acid was Carlo Erba (Val de Reuil,
France) and the suppliex of antibioties (chloramphenicol,
penicillin, tetracyciine and gentamicin) was Euromedex
{Souffelweyersheim, France}). All other products used wete
of analytical grade,

Strains

Lactobacilius bulgaricus 340 (Rhodia Food, Pasis, France)
was grown on MRS at 37 “C. E. facelum HKLHS [INRA,
Nantes, Franee), Listeria ivanovii {ATCC, Molsheim,
Prance), Listeria innecna CIP 80,11 (ONIRIS, Nantes,
France), L. monocytegenes FGDe 107776 {ONIRIS),
Salmonetla enterica 13076 {ATCCY, Bacillus cerens
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(ONIRIS), S, aureus CIP 53154 {QNIRES), and Pserdomonas
aeruginoss (ONIRIS) were grown on BHI at 37 °C,
Esclrorichia coli ATCC 23355 was grown on LB at 37°C,
Candida pseudotropicalis (INRA) and Saecharomyces
cerevisiae DSH 213,83 (ONIRIS) were grown on YPD at
30°C,

Samples colfection

Seventy-five samples of traditional dairy products, Cheddar
cheese {enzymatic coagulated hard cheese), as cheese
(bard cheese prepared from rennet coagulated raw mitk),
Daomiatii cheese {enzymatic congulated soft cheese), Kareish
cheese (acld coagulated soft cheese), and Rayeb milk
(home-made fermented milk) were coltected from the locak
matkets of four Egyptian cities, Alexandula, Kafr EI-Sheikh,
Damietta and Tonta, The first three citles are located on
the northern Mediterranean coast, to He east, middle and
west, respectively, while the fourth one is sitnated in Delta
just to the south of Kafr Ei-Sheikh.

Iselatlon and identification of lactic acid bacteria culfures

An amount {10 g) of each dairy product was weighed,
added aseptically to 50 ml of sedium cltrase (2%, w/v} and
homogenised in a sterile bag. The resulting homogenate
was decimally and serially diluted up to 10°® using Ringer
solution (0.9% NaCT, wiv), One ind from each dilution was
plated onta M17 and MRS agar. All plates were incabated at
37 °Clor 48 h znd grown colonies were selected according
to their shape and colour fram plates with colony numbers
between 30and 300, They were examined with an optical
microscope for Gram staining, Catalase activity was
detected by placing draps 0f 3% M0, (w/v) on cultures, The
cuitures were dagsified into bacilli {Gram-positive, catalage-
negative rods) and cocel (Gram-positive, catalase-negative
spheres), The culttires were further purified by streaking on
suitable media and the purified isolates were reconstituted
in sterile skimmed milk (12.5%, wiv) supplemented with
30% (wiv) glycerol and stoted nt -20°C.

Antimicroblal activity assay

The diffexent isolates were reactivated by combining 50
pl of the pre-culture with 950 ul of M7 or MRS broth
and incubation at 37 °C overnight, The antimicrobin}
activily of cell-free supernatant was determined by well
diffusion method {(Schillinger and Lucke, 1989} with slight
modification. Cell-{rze supernatant was obtained after
cenfrifuging the overnight cultures {16-18 h) at 8,000 rpm
for 1¢min at 4 "C and adjusting the pH to 6.5. An aliquot of
100 pd enltore of the indicator test bacterin (Lactobacillus
brevis F145) grown o the early stationary growth phase in
nutrient medhm, was added to 20 ml of soft nutcent agar
{0.8%, w/v). Wells were made in the lawn of hardened soft
agars in Petrf dishes and aliquats (50 pl} of the supernatant

Safs Enlarovaccus strains producing enterocing

were pofired in them, The plates weve left for 1 hat room
temperature in sterile conditlons before Incubating at 37°C
for 24 h A clear zone was accepted as positive,

The isofates active against L. brevis F145 (24 strains) were
tested further for thelr antimicrobial activities against other
strains such as L, bulgaricys 340, E, faecium HKLHS, L.
vanovii ATCC, L. innocua CIP 80,11, L. manocytogenes
EGDe 107776, 8. enterica ATCC 13076, B. cereus, 5. aureus
CIP 53154, B aeruginosa, E. coli ATCC 23355 (BAS), C.
pseudotropicalis and S, cerevisiae DSH 213,83,

Factors affaeting antimicrobial activity
Enzymas

The effect of various enzymes ona antibacterha] activity
against L. brevis F145 was determined according to
Noonpakee et af. (2003) with slight modification. 200 n1l
of fifter-stevilised celi-free supernatant of the isolate was
ineubated with 20 pl of the following enzymmes: proteinase
K, trypsin, a-chymotrypsin, catalase, ¢-amylase and lipase
ata final concentration of .1 mg/mlin 20 mM phosphate
buffer, pH 7. After 2 I of incubation at 37 *C, enzyme
activity was stopped by heating at 100°C for & min, Negative
control was made with 200 pd MRS or MI7 broth and 20
sterilised water, Positive control was constituted from 200
pd bacterial supernatant and 20 pl sterilised water. The
residual antibacterial activity was determined by spot-on-
Jawn method (Batdor ef al, 2006).

pH

The pH of cell-free supernatant was adjusted to values
between 2 and 10 with NaOH or HCl, After 2 h incubation
at 37 °C, the pH was readjusted to 6.5 in all samples and the
residual bacteriocin activity was determined as described
ealier against L. brevis F145,

Heat treafment

Volumes of cell-lves supernatant (5 mi) were hoiled in a
water bath at 100 °C for 10 and 30 mén and in an autoclave at
121°C for 20 min. Unheated samples were sed as controls,

165 rDNA amplification, identification and sequencing

FINA was extracted from the isolates using Dneasy Blood &
Tissue Kit {Qiagen GinbH, Hilden, Gerinany) and used as
2 template for 165 rRNA gene amplification. The universal
primera (31 (F-AGAGTTTGATCCTIGGCITUAG-3')
and ¥D1 {5-TAAGGAGGTGATCCAGGL-3) were used
{Weisburg et al,, 1991}, DNA amplifications were petformed
in DNA thermal cycler model (Techno; Barloworld
Scientific, Cambridge, UI). The mix reaction contained:
PCR buffer (20 mM Tris-HCE 50 mbi KC), pH 8.4), LEmM
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MgCl,, 0.2 mM of gach ANTPs, 1 U Tag DNA polymernse
(Qingen GmbH)}, 1 mM of each primer and 40 ng DNA in
a final volume of 56 g, PCR amplifications were perforned
under the following conditions: denaturation at 94 °C for
5 min, 35 cycles of denaturation at $4°C for 1 min, primer
annealing at 56 *C for 1.15 min and DNA extension at
72°C for 1.15 min. A final extension was added at 72 °C
for § min. Amplicons were analysed on 1% (w/v) agarose
gel with ethidium bromide {0.5 mg/ml) in 0.5xTAE {40
mM Tris-acetate, 1 mM EDTA} buffer pH 8.2-8.4, for 30
min at 100 V and made visible by UV trans-fllumination.
DNA sequencing was carried out by MilleGen sequencing
service (Labége, France).

Production of bacteriecinlike substance

One millilitee of an overnight culture of the tested isolate
was added to 30 ml M17 medivm and incubated at 37 *C
under non-regulated pH conditions. Cell growth was
monitored every hour for turbidity {ODg, ) and pH
determination. Antimicrobial activity was calculated
according to spot-on-lawn method (Yamomoto ef wl.,
2003} and expressed as AU/ml {arbltrary units per k).
Soft nutrient agar was solidified in a sterile Petr} dish
after addition of 100 pi of an overnight calture of L. brevis
F145, Ceil-free supeenatants were serially difuted two-fold
with M17 medium. An aliguot (10 pl) of each dilution
was spotted onto the plate before overnight incabation at
37*C. The titre was defined us the reciprocal of the highest
diution (27) ceusing the inhibition of the indicator lawa.
Thus, the AU of antimicrobial activity per millilitre was
defined as 2 x 1000 1l / 10 pl.

Factors affecting production of becteriocin
Tempetature

Ten mi of an overnight culture of the tested isolate were
ineculated into 200 ml of M17 broth media and incubated at
different tempetatures, 4, 16, 30, 37, and 45 *C, Bacterfocin
production was determined by spot-on-lawa method
ngalnst L. brevis F145 {Batdorj ef al., 2006).

pH and sall

Bacterioctn production was also determined as above but
the isolates wete grown in ML7 broth containing 6.5% NaC]
or M17 broth at pH 9.6 for 24 h at 37 °C and compared to
control (pH 6.5 and withont salf).

Enterocin typing by PCR gena amplification and
identification

DNA was extracted fram overnight E. faecitam TX1330
and Z, faecium E980 cultures by Dneasy Blood & 'Tissue
Kit as previously described, Primer sequences for eight

genes of known enterocins (4, B, £ 31, Q, AS48, L50A and
Cyl} were used for gene amplification {Table 1), The DNA
extract from the two defined strains was used as templates
for gene nmplification. of the elght known enterocing, DNA
amplification was performed in DNA thermal eycler
medel, Mix reaction contained (final concentration): 1x
reaction buffer (10 mM Tris-HC! pH 9, 50 mM KCl, 1.5
mM MgCl, and 0.1% Triton. X-100), 200 b4 of each N'TPs,
0.025 U/l Tag DINA polymerase {Promega, Mrdison, Wi,
USA), 1 M of each primer and 40 ng DNA in s final volume
of 50 L, For the amplifications of penes encoding enterocins
A, 31 and Cyl, the thermocycler wos programmed to the
following conditions: denaturation at 95 *C for 5 min, 30
cycles of denaturation at 94 °C for 30 ¢, primer annealing
at 58 °C for 30 s and DNA extension at 72 °C for 30 5,
For the amplificationy of the genes encoding enterocins
B and A543, the thermocycler was programmed at the
following conditions: denaturation at 95 °C for 5 min, 30
cyches of denaturagion at 94.°C for 30 s, primer annealing at
56°C for 30 s and DNA extension at 72 °C for 30's. For the
amplifications of genes encoding enterocins P and Q, the
thermocycler was programmed at the following conditions:
denaturation at 95 °C for 5 min, 30 eyeles of denaturation
at 94 °C for 30 s, prirex anpealing at 60 *C for 30 s and
DNA extension at 72 °C for 30 s. For the amplificatlons
of genes encoding enterocin L50A, the thermocycler was
programmed at the following conditions; denaturation at
95 *C for & min, 30 eyeles of denaturation at 94 °C for 30's,
primer annealing at 50 *C for 45 & and DNA extension at
72°C for 305, In all cases a final additional 10 min extension
was applied at 72 *C, Amplicons weie spread on 1.2% (w/v)
agarose gel with ethidium bromide (0.5 mg/ml) in 0.5% TAE
(40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA) buffer pH 8.2-8.4, for
30 min at 100 V and visualised by UV trans-Dlumtnation,

Detection of virulence factors by PCR amplification

DNA was extracted from overnight cuitures of E.
faeciuwns TX1330 and E faecina E380 by Dneasy Blood &
Tissue Kit vsing Z, frecalfs MM4594 as posizive control,
Primer sequences for five known virulence genes, asal
{aggregation substance), 230 A and cpl B {eytalysin), ace
(collagen-binding protein), efaAfs (E. faevalls endocarditis
antigen), and espfim {enterococeal surface protein) were
used {Table 1), DNA extracts of the two strains were
used as ternplates for virulence gene amplification. DNA
amplifications were performed in DNA thermal cycler
model. Mix reaction was the same as deseribed above. [n
case of the amplifications of genes asal, ace and espfin, the
thermocycler was programmed as following: denaturation
at 95 °C far 5 min, 35 cycles of denaturation at 94 *C for
1 min, primer annealing at 56 "C for 1 min and DNA
extensior at 72 "C for 1 min. For the amplifications of gene
efadfs the thermoeycler was programmed as following:
denaturation at 45 °C for 5 min, 35 cycles of denaturation
ar 94 °C for 1 min, primer annealing at 54 "C for 1 min and
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Table 1. PCR primers and products used for the detection of genes encediag for the virulence factors and known enterocins,

DNA extension at 72 "C for 1 sig, For the amplifications of
genes oyl 4 the thermocyeler was programmed as follawing
denaturalion at 95 °C for § min, 30 cycles of denaturation
at 94 °C for 45 5, primez annealing at 58 °C for 45 5 and
DNA extension at 72 °C for 45 s, For the amplifications of
genes oyl B the thermocycler was programmed as following:
denaturation at 95 °C for 5 min, 25 eycles of denaturation
at 94 °C for 1 min, prlmer annealing at 52 °C for I min
and DNA extension at 72 *C for 1 min, In all cases a final
addittonal 10 min extension was apphied at 72 "C. Amplicons
were analysed ax described above.

Disk diffuslon antibiotic sensifivity testing

The antihiotic resistances of the two Isolated strains, E.
Javcinm TX1330 and E. feechern F9%) were assessed against
ampicillin, chloramphenicol, ciprofloxacin, vancomyein,
gentamicin, penieillin, and tetracyeline by disk diffusion
antibiotic sensitivity testing. The breakpoints were

< Product st (hp)

375 LB

defined according to the National Committes for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) method (Karmackar ef
al, 2004). An aliquot (100 b} of the bacterial culture (E.
Saecium TX1330 and E faesiiom E980) grawn to the early
stationary growth phase in M17 medium wag added to 20
ml of soft M17 agar (0.8%, w/v) and left to sclidify, The
antibtotic disks {Prat Dumas, Couze-St-Front, France; 9
rarie) wete placed on the surface of the inoeulated media
and atiquots (39 p) of the antibiotic sclntions with different
concenteations were poured on the disks, The plates were
left for 1 h at room temperature under sterile conditions
before incubating for 24 h at 37 *C (Andrews, 2001). The
applied antibiotic concentrations were 0.0,0.2,04, 1,2, 4,
8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 750 and 1,500 pg/mi. A clear
zone surrounding the disk was taken as positive, Mininmum
inhibitory concentration (MIC) is defined as the lowest
concentration of an antimicrobial that will inhibit the
growth of microorganisin: after avernight incubation, MIC
values are used to confirm the resistence of microorganisms
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toan antimicrobia! ugent and 1o estimate MIC breakpoints,
MIC values were compared to MIC breakpoints descebed
by the Enropean Food Safety Authority (EFSA, 2008),

3. Results and discussion
lsolation and identificafion of various LAB isolates

The greater part of the dairy jsolates (71.7%) was Gram-
paositive and catalase-negative, i.e, LAR what rermaing in
agreement with what was veported by Beukes e al, (2001)
ina parallel study in South Africa. Data in Table 2 indicate
that 503 LAB isolates were recovered from 75 traditional
dairy product samples being Gram-posktive, and catalase-
negative. Opticat microscopy classified this group into 330
coech and 173 lnctobacilli isalates, ie. 65.6% and 34.4% of
the total LAB isolates, respectively. This rosult shows the
predominance of coced over Iactobacilli, which is consistent
with reports by Bl Soda et af. (2003) and El-Baradel ef al,
(2008},

Antimicrobial activity
AlI LAB jsolates {503) were tested primarily for their

inhibitory actions against L. hrevis E145 by well diffusion
method revealing that only 24 cocci lsolates were active,

Tabls 2, Geographical distribution of lactic acid bacteria (LAR}isclates collocted from Egyptian dajry products.

Algjandia

Kalr E-halkh.

These 24 active cocci isolates weve tested further against
other bacteria and yeasts, revealing 18 [solates with
inhibitory activities against L bulparfens 340, 16 isolates
with inhibitory activities against E. fazcium HKLHS, 9
Isolates with inhibitory activities against L. ivanovii
ATCC, 8 isolates inhibiting growth of L. innocua CIP
B0.11 and 5 tsolates with inhibitory activity against L.
menacytogenes EGDe 107776, No inhibitory activities
were observed against S, enterica ATCC 13076, B. cereus,
S, aurens CIP 53154, P neruginosa, E, colt ATCC 38855, C.
posudoiropicalls and S cerevisias DSH 213.83. The 5 coccl
isofates (named 52, S14, Shi6, SA2 and $46) with inkibitory
activities against L monecytogenes EGDe 107776 were
also the most active against all other tested straing. The
results obtained remain In agreement with previous studies
indicating that enterococdd produce bacteriocins tetmed
enterocing, which are small peptides with activities against
closely retated Gram- positive bacteria including spoilage
ar pathogentc bacterda, such as Listeréa spp. (Batdor} et
2k, 2006; Belgacem et af., 2010: De Vuyst and Vandamme,
1994; Giraffa, 2003; Yamamoto et al., 2003},

Tanka: - .
Damiette : : .

: -+ o Chaddar heesa- - -

w Doimlalt chease 7
- Kareish gheesq .o
Laban rayab - - :

Total 7
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Effects of enzymes, pH and heat treatments

The pH of the supernatants of the 5 cocci isclates (52, 514,
5h36, SAZ and 546) was adjusted to 6.5 before combinin I's
with 0.1 mg/ml of different enzymes (catalase, protease
K, a-chymotrypsin, trypsin, a-amylase and lipase) and re-
assessing their antibacterial activity against L. brovis F145 as
Indicated in Table 3. It can be abserved that treatment with
catelase did not reduce the inhibitory activities of 4 isolates
(514, SA2, 546 and SH36) while only 52 tsclate activity was
inhibited, Thiy indicates that in most eases the bacterial
inhiibitory activities are not due to hydrogen peroxide but
ta other antimicrobtal compounds secreted into the growth
meeclium. The antimicroblal activity observed in the case of
52 isolate was at least partially dug to hydrogen peroxide
production. These results are in line with what was tepotted
by Batdorj et /. (20068) and Yoon ef 4. (2008} who found
that the antimicrobial activity of Entoracoceus durans did
not decreae in the presence of catalase, thus excluding lts
inhibition by hydrogen pevoxide.

The antibacterial activity of 514, SA2, 546 and Sh3s was
campletely inactivated by treating their supernatant of
culture with protease K, a-chymotrypsin and trypsin. In

Safs Enteracoccus sfrmins prodicing enterosing

the case of 82 isolate, total reduction of the antimicrohial
activity was exclusively observed after a-chymotrypsin
treatment while only a partial reduction was ebserved
after trypsin and protense K treatments. Thege results
indicate that the antimicrobjal substances produced by
these isolates rmay be of proteinaceous nature and belong
to bacteriocing, Most of the antibacterial activities of the
cocel isolates were not inhibited by the lipase or o-amylase
except $46 isolate, which was completely inhibited by
a-amaylase. This may indicate that the bacteriocin of §46
isolate may involve a carbohydrate moiety. The protein
nature of the antimicrobial agent was also demonstrated
in a similer study on E. durans A5-1, as the antibactesjal
activity was completely eliminated after treatment with
proteinase K and n-chymotrypsin. However, the activity
was not completely Inactivated by other proteases such 2s
trypsin and pepsin {Batdor] e ek, 2008). Data in Table 3
show that the antimicrobial substances in different isolates
were active over # wide range of pH (2-10) in aceordance
with the results obtained for enterocin A5-11 by Batdorj
et al. (2006) nad in the case of B, faccim straing Isolated
from Chungkukjang, a fermented soy product {Yoon et al,
2008). This may mean that the active substance is quite
soluble and hence active at different pl values,

Talde 3, Effect of some physicochemical factors an the antimicroblal activity of lactic acld bacteria lsblates agalnst Lactobacilins

hravig 145.1

Heat legiments

T
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1 Activlty s repnesehied as diameters afinhibiflon zones In m:
2ona »6 mm,

-=nainhibition; + = Ishibitior zane <3 mm; ++ = inhibition zone 3-5 im; ++4+ = inhibitions
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52, 514; 3h36, SAZ and $46 coccl isolates were completely
heat stable at 100 *C/10 min but a little bit lass stable at
100 *C/30 it Heat stability was reduced al121.°C/20 min
especiatly for 2 isolutes (52 and Shae) followed by 514 and
SA2) 846 ost canapletely lts activity aftéy thils heatiredtinent,

The observid heat and pH stability of antimicrabial activity:

of the cocei isolates are In accordance with previous studies
on characterised enterocing. Enterocin 900 isolted from E,
Jaecium BFE 900 was reported to be Heat stable, retadninig
ts activity after heating at 121 °C for 15 min nird was active
at pH values ranging from 2.0 to 100 {Franz et al., 1998).
Enterocin B isolated from E. JSutecinm P13 is heat resistant
(60 min at HI0 *C, 15 wmiin at 121 "C) (Clntas er al, 1997),
Enterocin SE-K4 produced by £ _faccalis Kod i very heat
stzble (Egucht etal, 2001). Enterocin E-760 isulated {rom
. dwrans, E. faeciuey, or Enterocoeens hivde, vetalnied its
antimiceoblat activity after 5 min at 100 °C and was stable
at pH values bexrwieen 5.0 and 8,7 {Line et af, 2008),

Strain identification

The 5 antimicrobial active coed isolates ($2, 514, $has, SA2
end 846) were identified by 165 tDNA amplification and
sequencing yielding two different strains, Le. £ faecinm
TX1330 for three isblates {52, S14 and Sh38) aud E. faecint
E9BO for' 7 igolates (SAZ and $46), The two idendified cocel
strains were further characlerised for enterocin production
and factors inflaeneing it, enterocin type, virulence factors
and resfstunice to antibiotics,

Prodution of bacterfocin-lke inhlbitory substance

Bactetincin praduction and the pH of the mediz of the bwo
identiffed straing were followed over 24 h el bacterial growth
on M17 medium (Figure ). The amount of bacteriocin
produced by the 2 studied strains reached a-maximum
{1,800 AU/ml) st the end of the [ogarithuiic phase {6 K and
remained stable to the end of the 24 h incubation time, while
the pH dropped to 5.5 dizring the sarie period. In a similir
study pn £ faetalis strain RI-11, Yamamoto ef al; {2003}
noticed that the amountof bacteriocdn in the culture fluid
reached the maximum level in the early statinnary phage,
the point at which the pH of the medium was equal to 5,

Factors influencing bagteriocin prodastion

The influente of temperature, pH and salt concentration
oh bacteriocin produrtion was determined for the two
idertified sizaing, The two straing were grown in M17 broth
for-24 b at different temperatures (4,10, 30, 37 and 45 *C3.
The miximum production 6f bacterivein of the 2 strains
againgt L, birgvis F145 was observed when the temperatute
was in the range 30-37 °C, bug a relative reduction was seen
when the temperature was raised 10 45 *C {data not shown),
At relatively-low temperatures {4 and 10C) the rate of
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Figure 1. Evolution of hacterlocin productior: during the growth
of (A) Enferogoecus faecium E980 and (B) Enferococcus
fagefum TX1330 fn MY broth at 37 °C. Bactérlochh concsntration
Is expressed as arbltrary unlts per mililliter {AUfmI), pH (m);
OB 60D aii (o),

growth of £ faeciicn TX1330 and E. faection E380 a5 well
as bacterioeln production were almost nopligible after 24 b,

‘The'twis strainis were grown in M17 broth gt 37 °C under
extreme condltions of pH (9,6) and salt concentration
{6.5% NaCl) and compared to eontrol (pH 6.5, without
salt) ylelded no difference in bacteriocin production,
which suggests that ihe 2 straing can resist these severe
condilions, This is 2 good result for indastrial purposes
sinee: the changes in géfowing conditions that might oceur
during praduction will not affect the rate of hacterioiu
production,

Enterogin typing

PCR amplifications weteperformed on the DNA templates
of £ faecium TX1330 and £ fueciun E980 that previously
exhibited antinicrobial activity against L. monoeptogenes
(Figure 2). It can be observed hat the? strains are different
in the enterocin they produced. Every sitain has two
different structural peaes. The strain E firecium TX1330

containg entarocing A and B structioal genes, while the:

steain I faeciizns E980 contains enterocios P and LS0A

struetiral genes. The enterocin compusition of £, faecium
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Figure 2. PCR detestion of penes ensoding known enteraclns In Enferococeys faeclum lsolates. Lane 1: molecular marker {160
bp); lane 2: onferocin 31; lane 3: enterosin S48, lane 4: enterocin L50A,; lane 5: enterocln Q; lane &: enterocin F; Jane 7: enterocin

Cyl; tane 8; enterocin B and jane 9: enterocin A,

TX1330 is similar to previously studied 6 enterococci
strains, £ freclien 26, E. faeciuny 386, E. fueciun 131, 5,
Jaecium 134, . faecinwn 135 and B, fracium 137, while that
of £, faeciwem FIBU is identical to the strain E. fireciuns 27
{De Vuyst ef al, 2003),

Based on structural, physicochemical and molecular
properties, LAB bacteriocins could be subdivided into
three major elesses (1, I and 11}, Class I1 bacteriocins are
small (-6 kDa) cationic, hydrophebic, heat-stable peptides,
witich are divided into 8 subclasses (s, ITh, Ile). Subclass
Ila, which is characterised by the consensus sequence
YGNGV and a strong anti-Eisteriq effect (Ennahar et
al, 2000) comprises enterocin A (Aymerich ef al., 1996),
enteracin P (Clntas ez 4L, 1957), enterocin CRL35 (Farias
et al., 1996), enterocin 31 (Tomita ef af,, 1996}, Subclass FIb
requires two polypeptide chatng for full activity, Subclass e
are bacteriocins that do not belong to other subgroups, e.g.
enterocin B (Casaus et al,, 1997), enterocins L50A and L50R
{Cintas et al, 1997}, enterocin AS-48 (Martinez-Bueno et
al., 1994). Hence, the enterocing identified for strain F.
Jaeeiupr TX1330 (enterocing A nxid B structaral genes) can
be sttributed to subclass Ila and Ile, respectively. Likewlse,
the enterccins identified for the strain £ frecium E980,
which containg entetocing P and L50A structural genes
cin be classified under subclass Ha and Ilg, respectively,
In conelusion, the enterocins identified for the two strains
beleng to 8 comunon class (closs 1) end more specifically to
common subtlasses (Ila and Tlc) afthough they ave dilferent
from each other

Virulenge faciors

For safety requirements, it is indispensable to prove the

absence of virulence gene fagtors and transferable antibiotic
resistance in the studied stewins (£, freciurn TX1330 and £

Jaecium L980) enabling thejr aceeptable and pexmissible

applicatfons as starter cultures or co-cultures in some food
systems. A virulence factor fs an effector molecule that
increases the ability of microorganisms to cause disease

beyond that intrinsic to the specles background (Mundy
et al., 2000}, The presence of five known virulence factors
[asal (aggregation substance), cpl A and eyl B (cytolysin), ace
(collagen-binding protein), efadf (£, feecalls endocardiris
antigen), and espfin {extracellular or enterocaceal
surface proteln)] was traced in the 2 enterococci strains
studied by PCR amplification (Figave 3). Comparing the
electrophoretic patterns of the detected virulence factors
in the 2 studied straing (E. faceinurm TX1330 and E. fugcium
E980) with a positive controd stratn (E, farcalis MM4594)
indicates that they were devoid of these virulence factors.
This is in accordance with previous results on similar
straing. Ganerally, E. faccium stralns of food origin were
reported free of the virulenee factots with some exceptions
(Eaton and Gasson, 2001). £, fzecium strains isolated from
Chungkuljang were reported free of virulence determinants
(Yoon et ai., 2008). Likewise, £. faecium lsolated from
traditional fermented meat products produced in the north
of Portugal was generally found to be free of virulence
determinants (Barbosa ef al, 2010}, In a stucy performed
on arilsanal Tunisian fermented meat products, 10 cut of
24 E. faeclum isolates were found 1o be free of all tested
virulence factors (Belgacem et al., 2010),
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Figure 3. Multiplex PER detectlon of genes encodin

@ major virnlence factors In (B) Enferococcus faschum TX1330 and {C) &

faccium E980 as compared to (A} the rofarance strain, Enleracescus faocalis MMHS04, Lanwe 1: molecular marker {100 bp); lane
2t asaf; fane 3: asp; lana 4: ace; lane 5: ofaAfs; lans &: cylA; lane T: cy!B and lane 8: molectlar marker (1 kb,

Anfihiotiz resistance

The potentiat role of enterocoed as peservoirs of antibiotie
resistance genes capable of spreading to other strains or
species is a matter for concetn (Valenzuela et af,, 2008).
The antibiotic resistance is mainly associated with the MIC
breukpoints as described by the EFSA (2008). The antibiotic
resistance of the 2 studied straing was assessed against
different known antibiotics with the following respective
breakpoints: ampicillin (<4 yg/ml), chloramphenicol (<8
ug/ml), ciprofloxacin (4 pg/al), vancomyein (<4 pg/
mi), gentamicin {32 pg/ml), penicillin (<4 pgfml), and
tetracycline (32 pg/tnl} by disk diffusdon antibiotic sensitivity
testing (Table 4), Based on the indicated breakpoints and

the obtained MIC it can be concluded that £, Jaccium
TX 4230 steain was sensitive to nmpicithin, chloramphenical,
diprofloxacin, vancomyein, gentamicin, and penicillin but
resistant to tetracycitne. On the other hand, £. faecium
E980 strain way sensitive to ampicillin, ciprofloxacin,
vancomycin, gentamicin, and penicillin but resistant to
tetracycline and ehloramphenicol, This limited antibiotie
resistance of the 2 straing may keep their application within
safety framework, A study on the antibiotic resistance
pattern of enterococcl solated from food of anfmal oxigin In
Germany revealed that 54 E, Faecium strains were sensitive
to ampicillia and vancomycin but reslstant to teiracycline
and chloramphenicol. E. fagcium isolates separated from
foods (meat, dairy and vegetables fouds) in Mororeo were
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Table 4, Aniiblotic reslstance of Enferococcus faeclum ES8D and E. faechsm TX1330,

found to be sensltive to ampicillin, penicillin and gentamicin
but resfstant to tetracyeline (Valenzuela et af., 2008).
The basis of tetracycline resistance was attributed to the
potential transfer of the associated resistance gene [TCR, tot
(S)+] In Entercepcens italicus (Zago et al,, 2010), which wag
Isolated from human clinicat specimens as well as various
dalry products indicating the ubility of this micraorganism
to horizontaily transter tet(S)+ or other resistance genes,

4, Conclusions

The 2 active steains (E. fzecium TX1330 and E. fuecium
E980) isolated from Egyplian dairy products were proved
capable of producing a variety of bacteriocing (ent A, ent
B, ent P and ent L50A) with considerable activity against
L. monocytogenes. The antibacterial activity was not
affected by treatment of the supernatant of eulture with
catalase but was completely eliminated after treatment
with protease K, a-chymotrypsin and teypsin, confirming
the proteinacecus natute of the antimicrobial agents, The
antimicrobial activity was stable overa wide pH range (2-10)
and resisted intense heating (100 °C/10 min), The amount of
bacteriocin praduced in the media of active isolated strains
reached its maximum at the end of the logarithmic phase
and remained constant untl the end of the 24 k incubation
period, Electrophoretic analysis revealed the absence in
the 2 studied strains (£, faechunt TX1330 and E, faecium
ES80) of the virulence genes (asal, cyl A and eyl B, ace,
efeAfs, and espfin) as compared with a positive strain (£

Sfaecatis MMA594), E, faecium TX1350 strain was sunsjtive
to ampicillin, chloramphenicol, ciprofloxacin, vancomyein,
gentamicin, and peniciliin but resistant to tetracycline, £

JSaecium E980 was sensitive to ampicillin, clprofloxacin,
vancomycin, gentamécin, and penielllin but resistant to
tetracycllne and chloramphenicol.

The resuolts obtained show that the twa studled strains, E.

Jaeviurt TX1330 and E. fazcinm E980, were producers of
enterocins, devold of virulence factors, mostly sensitive to
antiblotics, and may safely be employed as usefu starter
cuftures or co-cultires.
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Activité protéolytique

Les isolats utilisés dans cette ¢tude ont été identifiés par amplification et séquengage
de PADN 168 comme étant : Lactobacillus fermentum IFO3956 (3 isolats), Lactobacillus
rhamnosus LMS2 (4 isolats), Lactobacillus plantarum JDM1 (4 isolats), Enterococcus
Jaecium DO623 (5 isolats), Enferococcus faecium E1162 (1 isolat), Enterococcus faecium
C68 (4 isolats), Enterococcus faecalis HH22 (6 isolats) et Enferococcus faecalis T8 (2
isolats). Cela démontre que le genre Enterococcus est prédominant dans les produits laitiers
traditionnels Egyptiens. Tous ces isolats montraient une forte activité protéolytique. Les
protéases produites par Lactobacillus fermentum TF0O3956, Lactobacillus rhamnosus 1TMS2 et
Lactobacillus plantarum JDM1 appartiennent au groupe P III puisqu’elles sont capables
d’hydrolyser les caséines ag;, asy et B. Le pH optimal d'activité protéolytique est de 6,5 pour
Lactobacillus plantarum JDMI1 mais se situe entre 6,5 et 7,2 pour Lactobacillus fermentum
IFO3956 et Lactobacillus rhamnosus TMS2. La température optimale d'activité protéolytique
est située entre 37 et 42 °C pour tous les isolats étudiés. Les résultats obtenus démontrent que
les protéases sont principalement des métallo-protéases. Cependant, on retrou\-fe des protéases
a sérine pour Lactobacillus rhamnosus LMS2 et Lactobacillus plantarum JDMI.
Lactobacillus fermentum IFO3956 et Lactobacillus plantarum JDM1 renferment le géne de la
protéase PriP, tandis que Lactobacillus rhamnosus LMS2 contient le géne de la protéase
PriR. Aucune présence des génes codant les protéases PriB ou PriH n’a €té détectée dans
tous les isolats testés. L’analyse par RP-HPLC des hydrolysats obtenus aprés incubation des
caséines as; et B avec les bactéries lactiques montre la production de peptides de petites et
moyemnes tailles, principalement hydrophiles. L'immuno réactivité des caséines B et os
mesurée par interaction avec les IgE peut étre considérablement réduite par hydrolyse de la
caséine og; avec Lactobacillus rhamnosus 1LMS2, Lactobacillus plantarum JDMI1 et
Lactobacillus fermentum 1FO3956, et de la caséine P avec Lactobacillus rhamnosus TMS?2 et
Lactobacillus fermentum IFO3956. Ainsi, Lactobacillus fermentum 1F0Q3956, Lactobacillus
rhamnosus LMS2 et Lactobacillus plantarum JDMI1 pourraient étre utilisés pour réduire la

reconnaissance par les IgE des caséines o et .
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Les perspectives pour la suite de ce travail peuvent étre orientées vers la sélection de
souches de LAB afin de les introduire au sein des levains classiques utilisés jusqu’a présent,
offrant ainsi plusieurs actions bénéfiques. Ce processus nécessitera 1'adaptation des protocoles
de production existants, en fonction des conditions de culture des nouvelles LAB introduites,
et I'introduction de nouvelles technologies dans le systéme de fabrication traditionnelle du
fromage. L'utilisation de cultures de lactobacilles en traitement adjuvant dans le
développement du fromage Ras devrait générer I'accumulation de quantités plus élevées
d'acides aminés libres et d’acides gras libres qui contribuent 2 la saveur du fromage Ras, en
agissant comme précurseurs des composés d'arbme du fromage. Les LAB peuvent étre
utilisées dans I'hydrolyse de protéines de soja dans des formules enrichies solubles, dans des

régimes spéciaux ou des mélanges avec des protéines de céréales.

Activité antimicrobienne

Les 2 souches actives (Enterococcus faecium TX1330 et Enterococcus faecium E980)
isolées a partir de produits laitiers égyptiens se sont révélé capables de produire plusicurs
bactériocines (ent A, ent B, ent P et ent L50A) présentant une activité considérable contre
Listeria monocytogenes. L'activité antibactérienne n'a pas ét¢ affectée par le traitement du
surnageant de culture avec de la catalase, mais a été complétement éliminée aprés le
traitement avec la protéase K, ’a-chymotrypsine et la trypsine, ce qui confirme la nature
protéique des agents antimicrobiens. L'activité antimicrobienne était stable sur une large
gamme de pH (2-10) et aprés des traitements thermiques sévéres (100 °C pendant 10 min). La
quantité¢ de bactériocine produite dans les milieux de culture des souches isolées actives a
atteint son maximum 2 la fin de la phase exponentielle et est restée stable jusqu'a la fin de
periode d’incubation (24 h). L'analyse des souches Fnferococcus faecium TX1330 et
Enterococcus faecium E980 par des techniques de biologie moléculaire a révélé l'absence de
genes de facteurs de virulence as/l, ¢yl A et cyl B, ace, efudfs et espfm quand on les comparait
avec la souche Enferococcus faecalis MM4594 présentant ces facteurs. Enferococcus faecium
TX1330 était sensible a l'ampicilline, au chloramphénicol, a la ciprofloxacine, a la
vancomycine, a la gentamicine et & la pénicilline, mais était résistante a la tétracycline.
Enterococcus faecium E980 était sensible a l'ampicilline, a la ciprofloxacine, a la
vancomycine, a la gentamicine et a la pénicilline, mais était résistante a la tétracycline et au
chloramphénicol. 1’ensemble de ces résultats montre que ces deux souches (Enferococcus
Saecium TX1330 et Enterococcus faecium E980) productrices d’entérocines, dépourvues de
facteurs de virulence et surtout sensibles aux antibiotiques, peuvent étre utilisées comme
levain ou en co-culture dans les processus de fabrication alimentaire et peuvent étre des

candidats prometteurs pour des applications antivirales, antifongiques ou autres.
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ENGLISH CONCLUSION

Proteolytic activity

The isolates used in this study were identified by 16S rDNA amplification and
sequencing as: Lactobacillus fermentum 1F03956 (3 isolates), Lactobacillus rhamnosus
LMS2 (4 isolates), Lactobacillus plantarum JDM1 (4 isolates), Enterococcus faecium DO623
(5 isolates), Enterococcus faecium E1162 (1 isolate), Enterococcus faecium C68 (4 isolates),
Enterococcus faecalis HH22 (6 isolates), and Enferococcus faecalis T8 (2 isolates), showing
that the genus Enterococci was predominant in Egyptian dairy products. All these strains
showed a strong proteolytic activity. Proteases produced by Lactobacillus fermentum
IFO3956, Lactobacillus rhamnosus LMS2 and Lactobacillus plantarum JDM1 may be
classified as P III type, since they proteolysed ous-, oigo- and B-caseins. The optimal pH of
activity of proteases of Lactobacillus plantarum JDMI is 6.5. It is in the range 6.5-7.2 for
Lactobacillus rhamnosus LMS2 and Lactobacillus fermentum IF03956, The optimum
temperature for proteolytic activity is between 37 and 42 °C for all the strains studied. The
results show that proteases are mainly metallo-proteases. However, there are small amount of
serine proteases for Lactobacillus rhamnosus LMS2 and Lactobacillus plantarum JDM1, The
strains Lactobacillus fermentum 1803956 and Lactobacillus plantarum JDM1 included PreP
protease, while the strain Lactobacillus rhamnosus LMS2 contain PriR protease. No presernce
of genes encoding proteases Pr/B and Prfll has been detected in all strains tested. The RP-
HPLC profiles of agi- and B-caseins generated populations of small and medieum sized
peptides with moderate hydrophilic properties. Depending on the reduced recognition and
binding by IgE of og;-, and f-caseins hydrolyzed by Lb. fermentum IF03956, Laciobacillus
rhamnosus 1MS2 and Lactobacillus plantarum JDMI these strains may be used for the

production of milk products with reduced og;- and B-caseins immuno-reactivity.

Future research efforts may be oriented towards the selection of mixed cultures of
non-starter lactic acid bacteria (NSLAB) providing several beneficial advantages. This
process will require the adaptation of the existing production protocols to the nature and
specifications of NSLAB and will involve introducing new food technology in the traditional
system of cheese manufacture. The use of adjunct cultures of lactobacilli in Ras cheese may
generate higher amounts of free amino acids and free fatty acids, which can contribute to the
cheese flavor, as they may represent flavor precursors. LAB may be used in the enzymatic
hydrolysis of soybean protein yielding soluble formulas that can be utilized in special diets or

mixed with cereal proteins.
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Antimicrobial activity

The 2 active strains (Enferococcus faecium TX1330 and Enterococcus faecium E980)
isolated from Egyptian dairy products were proved capable of producing a variety of
bacteriocins (eni A, ent B, ent P and ent L50A) with considerable activity against Listeria
monocytogenes. The antibacterial activity was not affected by treatment of the supernatant of
culture with catalase but was completely eliminated after treatment with protease K, a-
chymotrypsin and trypsin, confirming the proteinaceous nature of the antimicrobial agents.
The antimicrobial activity was stable over a wide range of pH (2-10) and resisted severe
heating (100 °C/10 min). The amount of bacteriocin produced in the media of active isolated
strains reached its maximum at the end of logarithmic phase and remained constant until the
end of 24 h incubation period at 37 'C. Analysis of Enferococcus faecium TX1330 and
Enterococcus faecium E980 by the molecular biology techniques has revealed the absence of
the virulence factor genes (asal, ¢yl A and ¢yl B, ace, efadfy, and espfin) as compared with a
positive strain (Enferococcus faecalis MMA4594). Enterococcus faecium TX1330 strain was
sensitive to ampicillin, chloramphenicol, ciprofloxacin, vancomycin, gentamicin, and
penicillin but resistant to tetracycline. Enferococcus faecium E980 was sensitive to ampicillin,
ciprofloxacin, vancomycin, gentamicin, and penicillin but resistant to tetracycline and
chloramphenicol.

Since two studied enterocin producing strains (Enferococcus faecium TX1330 and
Enterococcus faecium E9800) were proved devoid of the virulence factors and mostly
sensitive to antibiotics they may be used as safe and useful starter cultures or co-cultures and

may be promising candidates for antiviral, antifungal and other applications.
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RESUME et MOTS CLES

TITRE EN FRANCAIS: Usage des bactéries lactiques issues de produits laitiers fermentés ou de fromages
locaux obtenus en Egypte dans la protéolyse des protéines du lait afin de diminuer leurs propriétés
allergéniques et dans 1’obtention de produits antimicrobiens

Résumé

Les souches Lactobacillus fermentum 1F03956, Lactobacillus plantarum JDMI et
Lactobacillus rhamnosus LMS2 montraient une forte activité protéolytique. Les souches Lactobacillus
fermentum TFO3956 et Lactobacillus plantarum JDM1 renferment le géne de la protéase PriP, tandis
que la souche Lactobacillus rhamnosus LMS2 contient le géne de Ia protéase PriR. Les protéases
produites par les souches de lactobacilles isoleés appartiennent au groupe P/ puisqu’elles sont
capables d’hydrolyser les caséines o), oz et P. Lactobacillus fermentum 1703956, Lactobacillus
vhamnosus LMS2 et Lactobacillus plantarum JDMI pourraient étre utilisés pour réduire la
reconnaissance par les IgE des caséines oy et B. Les perspectives pour la suite de ce travail peuvent
atre orientées vers la sélection de souches de LAB afin de les introduire au sein des levains classiques
utilisés jusqu’a présent, et offrant ainsi plusiewrs actions bénéfiques.

Les souches actives (Enferococcus faecium TX1330 et Enterococcus faecium E980) isolées &
partir de produits laitiers égyptiens se sont révélé capables de produire plusicurs bactériocines (ent A,
ent B, ent P et ent L50A) présentant une activité considérable contre Listeria monocylogenes. L'analyse
des souches Enterococcus faecium TX1330 et Enterococcus faecium E980 par les méthodes de
biologie moléculaire a révélé Tabsence de genes de facteurs de virulence asll, cy! A et cyl B, ace,
efadfs et espfin quand on les comparait avec la souche Enterococcus faeealis MM4594 présenfant ces
facteurs. L'ensemble de ces résultats montre que ces deux souches (Enterococcus faecium TX1330 et
Enterococcus faecium E980) productrices d’entérocines, dépourvues de facteurs de virulence et surtout
sensibles aux antibiotiques, peuvent &tre utilisées comme levain ou en co-culture dans les processus de
fabrication alimentaire et peuvent étre des candidats prometteurs pour des applications antivirales,
antifongiques ou autres,

Mots-clés - Produits laitiers Egyptiens, bactéries lactiques, activité protéolytique, aHergénicité, activité
antimicrobienne :

Title : The use of lactic acid bacteria collected from Egyptian fermented dairy products in the proteolysis of
milk proteins for reduced allergenicity and in the production of antimicrobial agents
Abstract

The strains Lactobacillus fermentum 1F03956, Lactobacillus plantarum JDMI, et
Lactobacillus rhamnosus LMS2 showed a strong proteolytic activity. The strains Lactobacillus
fermentum TF03956 and Lactobacillus plantarum JDMI1 included PreP protease, while the strain
Lactobacillus rhamnosus LMS2 contain PrfR protease. No presence of genes encoding proteases PriB
and Prfl has been detected in all strains tested. Proteases produced by isolated lactobacillus strains
may be classified as P // type, since they proteolysed o=, Oisz- and B-caseins. Depending on the
reduced recognition and binding by IgE of as)-, and {-caseins hydrolyzed by Lb. fermentum 103956,
Lactobacillus rhamnosus LMS2 and Lactobacillus plantarum JDM1 these strains may be used for the
production of milk products with reduced og,- and B-caseins immuno-reactivity. Future research
efforts may be oriented towards the selection of mixed cultures of non-starter lactic acid bacteria
(NSLAB) providing several beneficial advantages.

The active strains (Enterococcus faecium TX1330 and Enterococcus faecium E9R80) isolated
from Egyptian dairy products were proved capable of producing a variety of bacteriocins (ent A, ent B,
ent P and emt L50A) with considerable activity against Listeria monocylogenes. Analysis of
Enterococcus faecium TX1330 and Enterococcus faecium E980 by the methods of molecular biology
has revealed the absence of the virulence factor genes (asal, cyl A and cyl B, ace, efadf;, and espfy) as
compared with a positive strain (Enterococcus faecalis MM4594). Based on the obtained results
showing that the two studied strains producers of enterocins were devoid of virulence factors and
mostly sensitive to antibiotics, Enterococcus faecium TX1330 and Enterococcus faecium E980 may be
used as safe and useful starter cultures ot co-cultures and may be promising candidates for antiviral,
antifungal and other applications.

Key-words : Egyptian dairy products, lactic acid bacteria, proteolytic actjvity, allergy, antimicrobial activity
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