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Introduction



Introduction générale

Depuis toujours, les produits naturels ont été une source importante de molécules
uniques et précieuses (Wilson et al., 2020) pouvant avoir plusieurs effets bénéfiques tels que,
des effets antioxydants, anti-inflammatoires et antimicrobiens, et qui peuvent provenir des
différents organismes vivants, plantes, animaux ou microorganismes (Demain et Sanchez,
2009). Ces derniéres années, les produits microbiens d'origine bactérienne sont devenus une
des principales sources de ces molécules, en effet les bactéries possedent la capacité a
produire de nombreux métabolites qui sont dotés d’activités antioxydantes, comme par
exemple, les caroténoides qui sont produits par les Micrococcus freudenreichii, Pseudomonas
aeruginosa. (Tan et al.,, 2019). Les composés phénoliques qui sont produits par les
actinomycetes, Streptomyces sp (Rani et al., 2021), et les superoxydes dismutases (SOD) qui
sont produites par les Streptococcus, Enterococcus et lactobacillus (Feng et Wang, 2020). Ces
composés antioxydants peuvent étre associés au traitement de diverses maladies (Poletto et
al., 2020).

Aussi, plusieurs de ces bactéries possedent des activités anti-inflammatoires qui peuvent étre
utilisées en thérapie pour réduire I'apparition de maladies inflammatoires chroniques, telles
que Faecalibacterium prausnitzii (Martin et al., 2018), Bacillus licheniformis (HS et Halami
,2021), Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc et Pediococcus (Li et al.,
2023).

D’autres propriétés biologiques importantes peuvent aussi se trouver chez les bactéries
comme par exemple les propriétés antimicrobiennes. En effet, les bactéries peuvent produire
une variété de composés antimicrobiens contre des agents pathogenes comme par exemple,
Streptomyces carpaticus (Subramanian et al., 2017), les actinomycétes (Rani et al., 2021),
Listeria monocytogenes (Galvez et al., 2007) qui peuvent produire des bactériocines, qui sont
capables d'inhiber la croissance de nombreuses agents pathogénes (Mataragas et al., 2003 ;
Hassan et al., 2020 ; Soltani et al., 2021). Ceci permet d’utiliser ces composés antimicrobiens
dans le traitement des maladies infectieuses qui sont une cause importante de mortalité et de
morbidité (Dey et Ray Chaudhuri, 2022 ; Liu et al., 2022).

Ainsi, les bactéries ont été décrites comme des sources potentielles pour de
nombreuses propriétés biologiques et c’est pour cette raison que l'objectif de notre travail est
de rechercher des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes dans les
surnageants bactériens de 2 isolats du sol (IBS1, IBS2), d’un isolat du yaourt (IBY) et d’une
souche de référence E. coli.
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Synthese bibliographique

1. Propriétés biologiques dans la nature

Depuis I’antiquité les étres humains ont pu découvrir et identifier, parfois par hasard, des
plantes et des animaux importants pour eux (Goswami et Ram, 2017). Ces plantes et animaux
ainsi que leurs dérives étaient utilisés par 1’étre humain pour sa santé et son alimentation, en
raison des propriétés biologiques importantes qu’ils contenaient. Par exemple, les é&tres
humains ancien ont utilisé divers composes de la nature pour traiter leurs maladies et

améliorer leur santé (Alves et Alves, 2011).

Aussi a savoir que la nature est une source importante pour la découverte de nouveaux
médicaments (Newman et Cragg, 2012), cette nature comprend des organismes vivants
terrestres ou marins (bactéries, protozoaires, insectes, champignons, plantes et animaux), ainsi
que leurs dérivés sous forme d’extraits, de fractions ou décomposés purs (Lianet, 2014) qui

peuvent étre généralement des métabolites primaires et secondaires (Hartmann, 1996).

Les produits naturels peuvent étre utilisés en industrie pharmaceutique pour produire des
médicaments et contribuer ainsi dans I’amélioration considérable de la qualité de vie de I’étre
humain (Steele et al., 2019). Ces produits naturels jouent un role majeur en tant que
médicaments puisqu’ils sont dotés de propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
antimicrobiennes (Wink, 2015 ; Grkovic et al., 2020). Au cours des derniéres années, 50 %
des médicaments déja mis sur le marché sont issus directement ou indirectement de petites

molécules biologiques (Lianet, 2014).

En plus de l'utilisation des molécules naturelles dans 1’industrie pharmaceutique, elles
peuvent ¢étre aussi  utilisées dans d’autres secteurs d’industrie comme 1’industrie

agroalimentaire et cosmétique (Dini et Laneri, 2021).

Par exemple, dans l'industrie agroalimentaire de molécules antimicrobiennes et
antioxydantes récupérées des extraits des plantes telles que les huiles essentielles et les
composés phénoliques peuvent étre utilisées pour conserver les aliments (Oulahal et
Degraeve, 2022). Aussi les déchets des végétaux, des animaux ou encore les microorganismes
sont utilisés pour la biotransformation et la fertilisation du sol afin d'améliorer le rendement

(Lakhal et al., 2018) pour les propriétés qu’ils contiennent.

Dans l'industrie cosmétique et dermatologique il existe un grand intérét d’utilisation des

extraits naturels biologiquement actifs comme les extraits polyphénoliques des plantes dotées
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d’activités importantes comme les activités antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-age,

antimicrobiens et anti-UV (Lima et al., 2020).

En raison de I’importance de ces propriétés biologiques dans différents secteurs, plusieurs
études se sont portées sur la recherche de ces propriétés biologiques dans la nature (chez les

végétaux, les animaux et les microorganismes). Par ces propriétés biologiques, on peut citer :

1.1. Les propriétés antioxydantes

1.1.1. Les radicaux libres et le stress oxydatif

L’oxygene est une molécule essentielle a la survie d’une grande partie des étres
vivants aérobies en raison de son implication dans la satisfaction de la plupart de leurs besoins
énergétiques (Di Meo et Venditti, 2020).

Cependant, lors des activités métaboliques normales de 1’organisme, les processus
d'oxydation (anabolisme et catabolisme) non seulement fournissent de 1’énergie d’organisme
mais en méme temps, ils contribuent & I’apparition des composants dérivés de l'oxygene,
appelés « radicaux libres » (Ponnampalam et al., 2022). L’ensemble de ces radicaux libres
peuvent étre defini comme des Especes Réactives de I’Oxygéne « ERO » (Sule et al., 2022)
ou des Espéces Réactives de I'Azote « ERA » (De Souza et al., 2015).

Les radicaux libres sont des molécules chimiques contenant un ou plusieurs électrons
non appariés dans leur structure, ce qui leur confére une trés grande réactivité (Popa et Popa,
2022).

Il existe plusieurs types de ces radicaux oxygénés tels que le radical hydroxyle (OH),
le radical alcoxyle (RO), I'anion superoxydes (O2), le radical perhydroxyle (HO2), le peroxyde
d'hydrogene (H20,) et le radical peroxyde (ROO) (Trinity et al., 2016).

Le processus d’apparition de ces radicaux libres au cours de métabolismes cellulaires
se fait par la réduction tétravalente de I'oxygéne moléculaire (O2) en molécule d’eau (H20)
(Reéaction 1). Cependant, cette réduction se fait d’une fagon séquentielle, par transfert

d’électrons un par un, ce qui conduit a la formation des ERO (Gardes-Albert et al., 2003).

+e  +e(2HY) +e +e’(2H")
Oy == Oy =—p Hy0; =—p OH (OH+) —> H,O  (Réaction 1)
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En plus des ERO, il existe aussi les Espéces Réactives de I'Azote ou ERA qui
comprennent le radical oxyde nitrique (NO), le nitrite (NO2), le radical dioxyde d'azote (NO-)
et le peroxynitrite (Trinity et al., 2016).

Les radicaux libres, par leurs actions peuvent avoir un double effet au niveau des

cellules des organismes vivants :

1) Un effet néfaste di aux dommages occasionnés par oxydation des molécules
biologiques importantes telles que les protéines, les lipides, I’ADN et I’ARN. (Davies et al.,
2017 ; Tungmunnithum et al., 2020), ce qui peut provoquer des modifications dans les
propriétés intrinséques de la membrane (Tungmunnithum et al., 2020), ou I’apparition des
maladies chroniques et dégénératives telles que l'arthrite, les maladies de Parkinson et
d'Alzheimer (Davies et al ., 2017), les maladies auto-immunes, cardiovasculaires,

neurodégénératives et le cancer (De Souza et al., 2015).

2) Un effet positif d0 la capacité de ces radicaux libres de servir comme des molécules
signales activant des réponses bénéfiques pour 1’organisme (Di Meo et Venditti, 2020). En
effet, leur production & des doses raisonnables, dans des conditions normales, ont de
nombreux roles physiologiques bénéfiques comme par exemple, régulation des voies de
signalisation des processus biologiques et physiologiques (Sule et al., 2022). Ces especes
réactives ont également des fonctions physiologiques importantes impliquées dans la réponse

immunologique (Andrisic et al., 2018)

Au niveau des organismes aérobies, il existe un systéme dit la balance
antioxydants/pro-oxydants ou balance redox, ce systéme est responsable du maintien d’un
équilibre entre le taux de production et le taux d’élimination des ERO, I’élimination des ERO
se fait par la production des antioxydants naturels dans la cellule comme par exemple,
vitamines E et C, acide urique et le B-carotéene (Nakazawa et al., 1996 ; Migdal et Serres,
2011 ; Mesias et al., 2019).

L'équilibre redox est essentiel pour maintenir I'noméostasie cellulaire (Popa et Popa,
2022), cependant, malgré la présence d’un systéeme de défense antioxydante sophistiqué, dans
certaines conditions, I'équilibre entre la production des ERO et ce systeme de défense est
affaibli ou perdu entrainant un déséquilibre entre oxydants et antioxydantes, ce qui conduit a

I’apparition d’un stress oxydatif (Aouache et al., 2018 ; Peyrat et al., 2019).
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1.1.2. Les antioxydants
Les antioxydants sont des molécules ou des substances stables qui peuvent donner un
électron a un radical libre pour les neutraliser (Begum et al., 2021) (Figure 1). Ce qui permet
de prévenir les dommages irréversibles d'une molécule cible (Mendonca et al., 2022).
Les antioxydants peuvent étre classés de diverses facons, ils peuvent étre naturels ou
synthétiques, enzymatique ou non enzymatique, endogéne ou exogene (Vichnevetskaia et al.,
1999 ; Kotha et al., 2022).

Il existe deux grands groupes d'antioxydants dans les cellules vivantes : les
antioxydants enzymatiques « endogenes » et les antioxydants non enzymatiques « exogenes »
(Shebis et al., 2013).

Les antioxydants présents dans le cytoplasme cellulaire (endogéne) contiennent les
principales enzymes antioxydantes qui sont, les superoxydes dismutases (SOD), la catalase,
les glutathion peroxydases (GPx), la glutathion-S-transférase, la thiorédoxine réductase et
bien d'autres (Lee et al., 2019). Les antioxydants exogenes non enzymatiques sont
principalement dérivés d'organismes photosynthétiques (Yadav et al., 2016), de fruits, de
légumes et de thés et d'herbes, de graines, d'épices, de céréales et d'arbres appartiennent a
différentes familles telles que les vitamines E et C (Lourencgo et al., 2019), les antioxydants a
thiols (glutathion, thiorédoxine et acide lipoique), la mélatonine, les caroténoides et des
flavonoides naturels (Andrisic et al., 2018).

Les antioxydants présentent divers modes d'action, qui peuvent étre influencés par
leurs structures chimiques et leurs modes d'interaction, ainsi que par les facteurs
physiologiques (Manessis et al., 2020). Ces divers modes d'action peuvent étre par exemple le
piégeage du radical (en formant un nouveau radical stable par liaison hydrogene
intramoléculaire), ’inhibition de formation de radicaux lipidiques libres et I’inhibition des
enzymes pro-oxydantes (Carocho et Ferreira, 2013),la diminution des concentrations
localisées d'oxygéne (Gutteridge, 1995 ) ou en corail peuvent agir comme chélateurs de
métaux qui convertissent les métaux pro-oxydants, les dérivés du fer et du cuivre en produits
stables (Nakazawa et al., 1996).
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Figure 1: Les Especes réactives de I’Oxygene et les antioxydants responsables de leur
détoxification (Haleng et al., 2007).

1.2 Les propriétés anti-inflammatoires
1.2.1. L’inflammation

L'inflammation est un ensemble de réactions immunitaires (Kunnumakkara et al.,
2018) et des mécanismes physiologiques (Arulselvan et al., 2016) qui peuvent étre causés par
des agressions microbiennes (bactéries, virus, champignons), des réactions auto-immunes (par
exemple polyarthrite rhumatoide), allergiques, métaboliques (Hawiger et Zienkiewicz,
2019),0u par des agents physiques (comme les brdlures, le stress, les traumatismes dus a des
coupures, des radiations) ou encore des produits chimiques (médicaments, toxines,
alcool).(Ansar et al., 2016) (Figure 2).

La réaction inflammatoire se caractérise par une perméabilité vasculaire accrue, des
modifications du flux sanguin et la migration des leucocytes vers les sites affectés (Odira et
al., 2022).

Les inflammations sont principalement divisées en deux catégories : une inflammation

aigué et une inflammation chronique.

L’inflammation aigué, elle est de courte durée (en quelques jours ou semaines) causee,

entre autres, par une infection, un traumatisme ou une blessure (Anderton et al., 2022). Cette
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inflammation est genéralement éliminée par le systéme immunitaire (Stanke-Labesque et al.,
2020).

L’inflammation chronique, est une réponse immunitaire adaptative de longue durée,
non résolutive, principalement entretenue par les macrophages et les lymphocytes (Ziegon et
Schlegel, 2022). Cette inflammation implique les systémes immunitaires inné et adaptatif
(responsable de maintenir I'homéostasie tissulaire en éliminant les stimuli nocifs, y compris
les cellules endommageées, les irritants, les agents pathogenes et les Iésions stériles) (Zhao et
al., 2021).

L'inflammation se caractérise par une série de changements biochimiques et cellulaires
telle que le gonflement (exsudation), la rougeur (érythéme), la douleur (par les nerfs et les
médiateurs chimiques), 1’augmentation de la chaleur (hyperémie) et la perte de la fonction
organique (Libby, 2007). L’inflammation se fait par intervention de diverses cellules du
systéme immunitaire de I’hdte tel que des leucocytes, des monocytes et des macrophages qui
entrainent la libération de médiateurs inflammatoires (lwalewa et al., 2007), qui englobent
certains composés bien étudiés comme les anaphylatoxines, les protéines kinines du systéeme
de coagulation, les prostaglandines, les leucotrienes et de nombreux autres médiateurs

lipidiques apparentés (Deby-Dupont et Lamy, 1995).

La réponse inflammatoire joue un rdle principal de protection mais ce processus n'est
nécessaire que pendant une courte période sinon elle peut entrainer des conséquences
indésirables, telles que des lésions tissulaires (Ahluwalia et al., 2022), conduisant, par
exemple au développement et la progression de nombreux cancers (Vanoirbeek et al., 2011),
le développement de la polyarthrite rhumatoide, du diabete, maladies pulmonaires, auto-
immunes et cardiovasculaires (Patil et al., 2019). Un trouble du systéme immunitaire ou la
maladie d’Alzheimer (Roe, 2021).
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Figure 2: Schéma montrant les voies des lésions tissulaires, des maladies et des troubles

inflammatoires (Iwalewa et al., 2007).

1.2.2. Les anti-inflammatoires

Pour éliminer I’inflammation il existe des réactions anti-inflammatoires, qui sont sous
I’action des anti-inflammatoires. Les anti-inflammatoires représentent un groupe diversifié de
médicaments symptomatiques qui peuvent agir de facon efficace avec la physiopathologie de
I'inflammation, permettant ainsi de réduire les lésions tissulaires et a offrir un plus grand bien
étre au patient (Lima et Alvim, 2018).

Les anti-inflammatoires peuvent étre classés de diverses fagons, les principaux sont les
anti-inflammatoires stéroidiens AIS (glucocorticoides) et les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) (Barnes, 1998). La majorité des médicaments existant sur le marché sont
constitués de produits naturels et méme les médicaments semi-synthétiques ou synthétiques
proviennent des sources naturelles (Patil et al., 2019).

En général, les anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) représentent un
groupe d'hormones dérivé du cholestérol et qui sont secrétées par les glandes surrénales
(Yang et al., 2021). Ces glucocorticoides agissent en inhibant les prostaglandines et les
protéines impliquées dans les processus inflammatoires (Lima et Alvim, 2018). Ces
glucocorticoides sont largement utilisés pour la suppression de la production de médiateurs

inflammatoires (Cain et Cidlowski, 2017) et de [linflammation dans les maladies
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inflammatoires chroniques telles que l'asthme, la polyarthrite rhumatoide, les maladies

inflammatoires de I'intestin et les maladies auto-immunes (Strehl et al., 2019).

Concernant les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), sont les médicaments qui,
en général, ont des effets qui sont liés a I'inhibition des cyclooxygénases (COX) ; enzymes
impliquées dans la synthése des prostaglandines (Giovanni et Giovanni,2002). Il existe la
cyclooxygénase 1 (COX-1) et la cyclooxygénase 2 (COX-2). Les AINS inhibent non
seulement la COX-2, mais également la COX-1, responsable de la régulation des fonctions
physiologiques normales (Micallef et al., 2016) (Figure 3). Les AINS représentent une classe
de médicaments les plus couramment utilisés dans le monde pour traiter la douleur aigué et

chronique résultant d'un processus inflammatoire (Neal et al., 2014).
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Figure 3: les cyclooxygénases (COX) et leur inhibition par les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) (Fauré et al., 2015).

1.3 Les propriétés antimicrobiennes
1.3.1. L’infection

L’infection microbienne est une pathogenése des maladies infectieuses (Zachary,
2017) causées par l'intégration d'agents pathogenes au sein d’un microenvironnement hote et
produit la réponse immunitaire (Frisan, 2021).0n peut classer les infections, selon le type de
I’agent infectieux, en infections bactériennes, fongiques et virales (Terrones-Campos et al.,

2022).Ces infections peuvent provoquer diverses maladies, chez les différents organismes
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vivants les végétaux (Enebe et Babalola, 2019), les animaux (Seyedmousavi et al., 2018) et
I’homme (Martin et al., 2020).

Chez I’étre humain, les maladies infectieuses sont la premiére cause de déces dans le
monde, et elles représentent environ la moitié de tous les décés dans les pays tropicaux (Iwu
et al., 1999) et tuent plus de 17 millions de personnes par an dans le monde selon les rapports
de I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) (Bloom et Cadarette, 2019).

Les maladies infectieuses peuvent étre définies comme 1I’émergence des infections,
apparues recemment, dans une population, ou qui ont existé mais dont l'incidence ou la
répartition géographique augmentent rapidement (Morens et al., 2004). Ces maladies
infectieuses sont soit d’origine virales comme par exemple virome humain causé par le virus
d'Epstein-Barr (Foulongne, 2015) ou causées par des bactéries comme par exemple
Staphylococcus aureus qui provoguent de nombreuses maladies, notamment la gastro-entérite
(Liu et al., 2022) ou d’origine fongique comme des infections sanguines causées par Candida
(Ké&émmer et al.,2020). La transmission de ces infections se fait soit d’une fagon directe
(toucher, morsure, rapports sexuels, projection directe de gouttelettes...) ou d’une facon
indirecte c¢’est-a-dire 1’infection est véhiculée par un objet ou liquide contaminé (eau, aliment,
objet, produit biologique, sang, organe, ustensile médical, main contaminée d'un soignant...)
(Desenclos et DeValk, 2005).

1.3.2 Les antimicrobiens

Le terme antimicrobien représente toute substance chimique, naturelle, synthétique ou
semi synthétique (Sweileh, 2021), qui a la capacité a faible concentration d’inhiber ou de
détruire des microorganismes (Waksman, 1947) qui sont utilisées afin d’empécher 1’hote,
d'une invasion par des bactéries, des virus, des champignons (Kang et al., 2012) ou des

protozoaires (Liew et al., 2022).

Les agents antimicrobiens peuvent avoir un effet biostatique ou biocide. Un effet
biostatique lorsque I’agent antimicrobien empéche la croissance des microorganismes (Sohnle
et Hahn, 2000) ou un effet biocide lorsque I’agent antimicrobien inactive ou detruit les

microorganismes (Roedel et al., 2019).

Les agents antimicrobiens peuvent étre dotés de propriétés antibactériennes (Davey et
al., 2013), antifongiques (Tang et al., 2019), antivirales (lanevski et al., 2022) ou anti
parasitaires (Hancock et Diamond, 2000). L’action des antimicrobiens sur les

microorganismes peut étre de différentes facons (Figure 4), par exemple :

10
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- Une inhibition de la biosynthése des peptidoglycanes de la paroi cellulaire (Hooper,
2001).

- Une destruction de la membrane lipidique des bactéries (Epand et Epand, 2009).

- Une inhibition de la réplication et de la transcription d’ADN (Muylaert et Mainil,
2013).

- Un blocage de la traduction de I’ARNm en protéines spécifiques (Walsh, 2003).

- Une inhibition de I’activité de certaines enzymes (Erb et Zhu, 2012) ou inhibition de la

formation des biofilms (Munir et al., 2020).
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Figure 4: mode d’action et sites cibles des antibiotiques (Etebu et Arikekpar, 2016).

Parmi les agents antimicrobiens, il existe les antibiotiques. Ces derniers sont classés en
différentes classes en fonction de leur mécanisme d'action, de leur structure chimique ou de
leur spectre d'activité (Spina et al., 2020). Généralement ils peuvent classés en douze familles

B-lactamines (céfotaxime), aminosides (streptomycine), phénicoles, tétracyclines,
polypeptides, macrolides (érythromycine), rifamycines, glycopeptides (vancomycine),
nitroimidazoles, quinolones (ciprofloxacine), sulfamides et oxazolidinones (Etebu et
Arikekpar, 2016).

L'utilisation excessive et incorrecte des antimicrobiens constitue un risque énorme, par
exemple, l'utilisation excessive et incorrecte des antibiotiques provoque un mécanisme de

résistance intrinséque ou acquise des populations bactériennes (Silva et al., 2010), comme le

11
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cas du Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM), les entérocoques resistants a
la vancomycine (ERV) et la multi résistance, des bactéries Gram-négatives telles que
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli (Bistrovi¢ et al., 2018), ce qui constitue une
menace importante pour la santé humaine. Dans ce cas, il existe un besoin urgent de
développement de nouveaux agents antimicrobiens (Tang et al., 2019), issu surtout de sources
naturelles (champignons, animaux, flore marine, bactéries, plantes), qui restent des sources
majeures d'agents thérapeutiques innovants pour diverses maladies, dont les maladies
infectieuses (Cos et al., 2006). Seule une fraction de la variété de ces substances a été

découverte malgré la richesse et la biodiversité de la nature (Clardy et Walsh, 2004).
1.4 Les autres propriétés biologiques

En plus des propriétés mentionnées précédemment, la nature est caractérisée par
plusieurs autres propriétés importantes, comme par exemple des propriétés enzymatiques
(Shugrueet Miller, 2017), anticancéreuses (Huang et al., 2021), anesthésiques (Costa-Neto,
2005), anticoagulantes (Millis, 1953), antithrombotique (Wang et al., 2017), antidiabétiques
(Al Kury et al., 2022), antidépressives (Cipriani et al., 2009) ..., etc.

Parmi les propriétés recherchées, importantes pour plusieurs secteurs et applications, il
existe les propriétés liées a l'activité catalytique des enzymes (Tsume et Amidon, 2012). Les
enzymes sont des biocatalyseurs de nature protéique agissant a faible concentration et qui
permettent I’accélération des réactions biochimiques chez les organismes vivants (animaux
microorganismes, plantes) (Cooper, 2000 ; Robinson, 2015). Les enzymes sont classées, selon
leur spécificité au substrat et la spécificité de réaction catalytique, en sept classes différentes
(les oxydoréductases (EC1), les transférases (EC2), les hydrolases (EC3), les lyases (EC4), les
isomérases (EC5), les ligases (EC6) et les translocases (EC7)) (Tao et al., 2020).

Les enzymes (E) fonctionnent selon le mode suivant : un substrat (S) se fixe
initialement au site actif par complémentarité et par interactions non covalentes, formant ainsi
un complexe (ES) ce qui permet la transformation de (S) en produit (P) (Cleland, 1967)
(Réaction 2).

E+S <= ES — P+E (Réaction 2).

Ces enzymes ont un intérét majeur pour différents processus importants et cruciaux
chez les différents organismes vivants, comme par exemple elles sont impliquées dans la

réplication ou la réparation de I'ADN nucléaire comme les ADN polymérases (Pedroza-

12
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Garcia et al.,, 2019). Dans des processus métaboliques comme celui de 1’ascorbate, un
antioxydant, qui fait intervenir les aldonolactone oxydoréductases (isoenzymes) (Aboobucker
et Lorence, 2016), dans la régulation des flux d'énergie cellulaire comme les
phosphotransfases (Puurand et al., 2018),dans la régulation des protéines et des peptides
comme les protéases intracellulaires (Greenfield et al., 2020),dans des mécanismes de
défense comme les activités antibactériennes, qui font intervenir les alpha-amylases, les

alpha-glucosidases et les béta-galactosidases (Boulfia et al., 2021).

En plus de leur importance chez les différents organismes vivants, ces enzymes
présentent aussi une grande importance dans les différents secteurs comme le secteur
technologique utilisé comme outils de manipulation (réactifs analytiques) (Robinson, 2015).
Dans le secteur écologique utilisées dans la biodégradation des polluants comme I’hydrolase
impliquées dans la dégradation du polyéthylene téréphtalate (PET) I'un des plastiques les plus
utilisés et synthétisés (Magalhdes et al., 2021), dans le secteur de I’agroalimentaire (par
exemple la B-galactosidase, la pectinase, les protéases, les amylases) sont largement utilisées
dans les applications alimentaires, telles que I'attendrissement de la viande, la cuisson, le
brassage, I'aromatisation, la production de fromage et la transformation des aliments (Kumari
et al.,, 2021), dans le secteur médical, sont utilisées pour les traitements de nombreuses
maladies telles que les anomalies génétiques (LSD, CF, etc) et le cancer (Vellard, 2003) ou

les maladies cardiovasculaires (Lombardero et al., 2021).
Il existe également d'autres propriétés importantes comme par exemple :

- Les propriétés anticancéreuses, utilisées en immunothérapie anti-tumorale qui reposent
sur l'inhibition des protéines kinases, impliquées dans la croissance et la
différenciation cellulaires tumorales (Schlichtig et al., 2019). Par exemple dans la
phytothérapie chinoise la curcumine été identifié avec des activités anti-cancéreuses
émergentes telles que des effets anti-prolifératifs, pro-apoptotique, anti-métastatique,
anti-angiogénique (Luo et al., 2019).

- Les propriétés anesthésiques qui sont définies par leur capacité a produire un état dans
lequel la chirurgie peut étre tolérée sans avoir besoin de médicaments supplémentaires
(Rudolph et Antkowiak, 2004) et qui reposent sur la modification des propriétés
membranaires par des interactions non spécifiées avec la bicouche lipidique (Herold et
al., 2014) ou se lient directement aux protéines globulaires (Herold et al., 2017), telles
que la kétamine (Modica et al., 1990).

13
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- Les propriétés anticoagulantes utilisées pour réduire I'nypercoagulabilité et empéchent
la formation de caillots sanguins (la thrombose) (Amaral et al., 2020) comme les
antithrombotiques qui sont utilisés dans la chirurgie pour éviter le risque de
complications hémorragiques telle que la substance Warfarine (Madsen et al., 2016).

- Les analgésiques avec les propriétés anti-douloureuses, sont des médicaments qui
peuvent étre évalués pour leur efficacité a réduire la douleur (Negus, 2019), tel que le
tramadol (Dayer et al., 1994).

- Les propriétés antidiabéetiques qui sont utilisées pour abaisser la glycémie chez les
personnes atteintes de diabete de type 2 (Home et al., 2009), telle que la metformine
(Beck et Scheen, 2013).

- Les propriétés antidépressives qui sont utilisées pour soulager les symptomes de liés a
la dépression et permettent d’améliorer I’humeur des patients, ils agissent comme des
inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et/ou de la norépinéphrine (Luki¢ et al.,
2019).

2. Lessources et provenance des propriétés biologiques

Comme on I’a vu précédemment, les propriétés différentes propriétés biologiques
présentent une trés grande importance. Ces propriétés biologiques se trouvent des produits
naturels et des composés bioactifs dérivés des différents organismes vivants : les végétaux
(Atanasov et al., 2015), les animaux (Mahawar et Jaroli, 2006) et les microorganismes
(Lackner et al., 2017 ; Beutler, 2019).

2.1 Les propriétés biologiques issues des plantes

Les plantes sont connues pour leur production d’une grande diversit¢é de métabolites

secondaires (Zhu et al., 2021).

Ces métabolites secondaires sont trés riches en composés antioxydants tels que les dérivés
caroténoides, phénoliques, flavoniques, anthocyaniques, les acides gras insaturés, les
vitamines, les enzymes et les cofacteurs, capables de capter des radicaux libres (Maxwell,
1995), récupérés des plantes comme Mitragynaciliata, Trichiliaprieuriana, Chrysophyllum

perpulchrum et Disthemonanthus benthamianus (Bidie et al., 2011).

Ces meétabolites secondaires sont aussi riches en composes antiinflammatoires tels que
I’acide ascorbique, 1’acide asiatique, I’acide oléanolique, le stévioside, le stigmastérol et a-
humuléne capables de moduler la voie inflammatoire et récupérés d’extrait naturel de plante

Centellaasiatica (Infante-Garcia et al., 2019). De plus, ces métabolites secondaires peuvent
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étre aussi riches en composes antimicrobiens tels que 1’acide gallique, 1’acide tannique,
I’acide caféique, la catéchine, la rutine, la quercétine récupérés des extraits bruts de feuilles de
deux plantes aromatiques Thymusvulgaris (Lamiaceae) et Laurusnobilis (Lauraceae).

(YYakhlef et al., 2011) et qui agissent comme des agents anti-infectieux (Rios et Recio, 2005).

Ces métabolites secondaires peuvent étre aussi dotés de capacité a bio-synthétiser des
composés anticancéreux tels que les alcaloides appartenant au groupe B-carboline (Filali et
al., 2015) ou des polyphénols a partir du thé vert ou de la gelée royale (Mastuo et al., 2020) ;
des composes anticoagulants tels que les extraits phénoliques de Linumusitatissimum
(Boukeria et al., 2020). Des composés analgésiques tels que de polyphénols a partir de
Withania adpressa Coss (Salamatullah, 2022) ou également des composés antidiabétiques a
partir des extraits de Thymelaeahirsuta L (Toumi et al., 2022) et des extraites de Zygophyllum
gaetulum (EI Cadi et al., 2012).

2.2 Les propriétés biologiques issues des animaux

Comme c’est le cas des végétaux, la plupart des animaux sont capables de synthétiser
des molécules posseédant des propriétés biologiques comme par exemple des composés
antioxydants tels que I'ascorbate (Fujii et al., 2022), ou des protéines et des peptides du blanc
d'ceuf telles que l'ovotransferrine et les phosvitines qui peuvent empécher I'oxydation des
lipides catalysée par les métaux qui chélatent les fers ioniques (Abeyrathne et al., 2022).

Les animaux synthétisent aussi des composés antiinflammatoires comme par exemple
les éponges Stylissa massa qui synthétisent des substances bioactives antiinflammatoires
comme par exemple le dérivé SA D-Tyr-tBuSA qui pourrait inhiber la production d'IL-6 et de
TNFa (impliqués dans le processus de I’inflammatoire), le dérivé de la stylistine A (SA) qui
pourrait supprimer la production de NO dans les cellules macrophages murines RAW 264.7
induites par le LPS (Zhang et al., 2020). Aussi les polysaccharides synthétisés par des
Holothuries (concombres de mer) ont démontré également une puissante d’activité
antiinflammatoires tels que le fucane sulfaté, le fucoidane et le chondroitine fucosylé qui
peuvent réduire l'expression hépatique et les concentrations sériques des cytokines
inflammatoires et d'autres marqueurs inflammatoires (TNFa, 1L-16) (Ghelani et al., 2022).
Toujours par rapport aux propriétés antiinflammatoires des composés synthétisés par des
animaux, il a été montré que des extraits de I'oursin Evechinus chloroticus une réponse anti-
inflammatoire par exemple en diminuant I'expression de NFKB et de TNF, ou méme ces
extraits peuvent inhiber la reconnaissance de 1’histamine (qui provoque l’inflammation) et

bloquant la voie de signalisation (Moreno-Garcia et al., 2022).
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Les animaux peuvent egalement synthétiser des composes antimicrobiens tels que les
lectines animales qui présentent un rdle important dans la défense de I'hdte contre les
microorganismes (Dias et al., 2015). Il existe aussi des peptides antimicrobiens d'insectes qui
peuvent avoir aussi une activité antimicrobienne contre les bactéries et/ou les champignons,
ainsi que certains parasites et virus, tels que les peptides a-hélicoidaux (cécropine et moricine)
(Yi et al., 2014). De méme, les protéines/peptides (riches en cystéine) des venins du serpent
(terrestre et marin), du scorpion, daraignée et d'abeille, possedent des activités
antimicrobiennes. (Samy et al., 2017).

Les animaux peuvent également bio-synthétiser des substances anticancereuses tels
que les acides gras spécifiqgues comme I'acide butyrique et I'acide linoléique (Rodriguez-
Alcald et al., 2017), des substances antidiabétiques comme I’insuline bovine (Scheen et
Lefebvre, 2021), ou encore des substances anticoagulantes comme les héparines animales

(mucopolysaccharides (MPS) (glycosaminoglycans) (Hermans, 2021).

2.3 Les propriétés biologiques issues des microorganismes

Comme c’est le cas pour les végétaux et les animaux, plusieurs études ont demontré la
capacité des microorganismes a biosynthétiser des composés dotés de propriétés biologiques
(Zhang et al., 2022).

Les microorganismes, sont capables de synthétiser des composés (les polyphénols, les
caroténoides, les exopolysaccharides...) ayant une capacité d’inhiber significativement des
réactions d'oxydation, (Peyrat et al., 2019) qui sont présents par exemple dans le champignon
Thelephoraganbajun (Xu et al., 2016). 1l existe également des études qui ont montré que les
métabolites des micro-algues, tels que les caroténoides lutéine et astaxanthine, présents chez
Haematococcus pluvialis et les acides gras polyinsaturés, présents chez Phacodactylum
tricornutumont ont des effets antiinflammatoires (Montero-Lobato et al., 2018). De plus les
microorganismes marins de genres fongiques notamment Acremonium, Ascotricha,
Aspergillus et Asteromyces, possédent des activités antiinflammatoires (Youssef et al ., 2019).
Les microorganismes sont dotés aussi de capacité a bio-synthétiser des composés
antimicrobiens tels que les enniatines, produits par plusieurs souches de Fusarium (Roig et
al., 2014), ou des meétabolites secondaires antimicrobiens tels que des depsides, des
depsidones, des dibenzofuranes, des xanthones et des dérivés terpeniques, produits par les
lichens comme Cladonia furcata, Lecanoraatra et Lecanoramuralis (Rankovi¢ et al., 2011).

Les microorganismes peuvent synthétiser aussi, des composés anticancéreux tels que

les lipopeptides présents chez les cyanobactéries marins (Burja, 2008), et les polysaccharides
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ou les protéines présents chez les lichens (Furmanek et al., 2021), ou encore, peuvent
synthétiser des composés anticoagulants tels quelles enzymes fibrinolytiques, présentes chez
les Aspergillus versicolor (Zhao et al., 2022).

Parmi la plupart des microorganismes existants dans la nature, les bactéries sont les
sources les plus prolifiques de produits naturels, représentants le demi-million de produits
connus a ce jour, dont environ la moitié (~ 20 000) proviennent d'actinobactéries (Steele et
al., 2019). 70 % des métabolites des actinomycetes sont des sources utiles pour de nouvelles
gammes d'activités biologiques (Janardhan et al., 2014).

En regle générale, les bactéries sont riches en une grande variété de métabolites
secondaires, tels que les pigments, les alcaloides, les antibiotiques et autres, caractérisés par
des activités biologiques différentes. (Abdelghani et al., 2021) qui peuvent avoir une

excellente application dans différents secteurs (Sheikh, 2010).
2.4 Les propriétés biologiques issues chez les bactéries

Comme c’est le cas des autres microorganismes, les bactéries sont aussi capables de
produire des substances et des composés dotés de propriétés biologiques. Par exemple, ces
bactéries peuvent synthétiser des métabolites secondaires riches en composes antioxydants
comme ceux produits par les actinomycetes et les cyanobactéries (Flieger et al., 2021), tels
peptides, les polyketides, les peptides ribosomiques et non ribosomique, les alcaloides et les
isoprenoides (Kultschar et Llewellyn, 2018). Aussi diverses enzymes s, telles que les thiol-
alkyl hydroperoxyde réductases, la thiorédoxine réductase, I'alkyl hydroperoxyde réductase, la
peptide méthionine sulfoxyde réductase et la glutarédoxine (Zhang et al., 2009) ont été
identifiés chez des bactéries Deinococcus radiodurans (Gao et al., 2020). De plus, la bactérie
Pseudomonas aeruginosa possedent aussi possede des enzymes antioxydantes (Hassett et al.,
1992) pour éliminer les produits de réduction d'oxygene potentiellement toxiques tels que la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la peroxydase (Hassett et al., 1992).

Concernant les autres propriétés biologiques, il existe des études qui ont montré que
les probiotiques comme Lactobacillus rhamnosus et Bifidobacterium infantis pourraient avoir
des propriétes antiinflammatoires (Demers Mathieu, 2015), ces bactéries exercent un effet
inhibiteur sur la sécretion de TNF-a (anti-TNF-a) induite par le lipopolysaccharide (LPS).
D’autres études ont souligné aussi la spécificité des souches bactériennes Lactobacillus
reuteri et Lactobacillus revis, a induire des cytokines anti- ou pro-inflammatoires telles que
I'interleukine (IL) -1 et TNF- o (Menard et al., 2004).
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Les bactéries ont egalement la capacité de bio-synthétiser des métabolites antagonistes
antimicrobiens comme par exemple les Bacillus subtilis (Vlajkov et al., 2021) qui produisent
la mycosubtiline et lipopeptides (Roongsawang et al., 2002). Aussi ils existent d’autres
bactéries qui pourraient avoir des propriétés antimicrobiennes comme les Actinomycetes

Nocardiopsis (Janardhan et al., 2014) et les Lactobacillus reuteri (Allouche et al., 2010).

Les Actinomycetes Nocardiopsis ont la capacité potentielle de produire une grande
diversité de meétabolites secondaires bioactifs, notamment des composés antibactériens,
antifongiques tel que les terphényles et les alcaloides (Shi et al., 2022), et les Lactobacillus
reuteri également possedent une activité antimicrobienne due a leur production de reutérine,

un agent de type antibiotique (Aghamohammad et al., 2022).

Les bactéries ont également la capacité de bio-synthétiser des composés anticancéreux
tels que pléthore sécrétée par le genre Streptomyces (Beites et al., 2015). De plus, la bactérie
Listeria monocytogenes possede une activité anticancéreuse liée aux cellules myéloides
suppressives (Chandra et al., 2017).

Des composés anticoagulants comme 1’héparine et 1’acide hyaluronique produisent
chez une souche d’Escherichia coli, Agrobacterium spp, Rhizobium spp et Sphingomonas

paucimobilis (Guezennec, 2004).
2.4.1 Importance des propriétés biologiques issues des bactéries

Les propriétés biologiques bactériennes peuvent jouer tellement de réles importants,
qu'ils peuvent avoir de grandes applications dans les différents secteurs industriels tels que le
secteur pharmaceutique (Garcia-Gonzalez et al., 2021), agroalimentaire (Wang et al., 2021) et
cosmétique (Sivamaruthi et al., 2018).

Dans le secteur médicale et pharmaceutique, les métabolites secondaires riche
en composés antioxydants comme ceux produits par des bactéries lactiques telles que
Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Lactobacillus (Ghosh et al.,
2022), présentent une bonne capacité d'adaptation et d'adhésion dans le tractus gastro-
intestinal (Garcia-Gonzalez et al., 2021), ce qui ouvre de nouvelles perspectives sur les
maladies intestinales (Rani et al., 2021). Ces composeés antioxydants bactériens, peuvent aussi
retarder le vieillissement cutané et maintenir un état sain en favorisant la prolifération des

fibroblastes et la cicatrisation des égratignures (Bai et al., 2022).
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De méme, les composés anti-inflammatoires comme ceux produits par Bacillus licheniformis
peuvent étre utilisés comme des médicaments digestifs et comme des antiinflammatoires (HS
et Halami, 2021), aussi les Faecalibacterium prausnitzii peuvent étre appliquées comme des
thérapies probiotiques (Martin et al., 2018).

Concernant les propriétés antimicrobiennes, les bactériocines sécrétées par les
bactéries lactiques Lactobacillus montrent des activités antimicrobiennes et peuvent étre
utilisées pour le traitement de certaines maladies infectieuses (Hassan et al., 2020), de méme
que des actinomycetes peuvent produire environ les deux tiers de tous les antibiotiques qui
sont utilisés dans la lutte contre les pathogénes émergents multi-résistants (Hopwood et
al.,1995).

Dans le secteur agroalimentaire, les enzymes antioxydantes comme ceux produits par
Stenotrophomonas rhizophila montrent une efficacité qui permet de prolonger le temps de
conservation des aliments (Rivas-Garcia et al., 2022). Aussi, les variétés de composés
antimicrobiens appartenant aux bactériocines, produits par les bactéries lactiques, ont une
utilisation potentielle comme conservateurs alimentaires naturels (Mataragas et al., 2003).
Parmi les bactériocines commercialisées comme conservateur alimentaire il y a la nisine, la
pédiocine et la carnocycline A (Wang et al., 2021). Les antimicrobiens ont également des
applications vétérinaires dans la production animale (Rosengren et al., 2010), et méme les
bactéries lactiques peuvent utilisées comme des probiotiques dans I'alimentation de la volaille

et des poissons, ce qui a permis d’augmenter leur taux de croissance (Vieco-Saiz et al., 2019).

Dans le secteur cosmétique, les composés antioxydants comme ceux produits par
Lactobacillus brevis sont dotés d’une efficacité antirides accrue, une efficacité blanchissante
et un effet toxicologique réduit, ce qui permet donc de les utiliser comme des bioferments
cosmétiques (Lee et al., 2012). De plus des composés antiinflammatoires comme ceux produit
par Lactobacillus plantarum peuvent étre utilisés comme ingrédients cosmétiques
bioferments, favorisant la cicatrisation (Sivamaruthi et al., 2018). Aussi les substances
antiinflammatoires de Bacillus subtilis peuvent offrir une efficacité anti-age et une efficacité

de soins de la peau (Majchrzak et al., 2022).

Toutes ces propriétes biologiques importantes et plus spécifiquement celle qu’on peut
récupérer des bactéries (microorganismes disponibles et trés bien étudiés, faciles a cultiver,
croissance rapide et non-exigeante...), nous a poussé rechercher des propriétés biologiques,

(antioxydantes,  antiinflammatoires et  antimicrobiennes) chez des  bactéries.
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Ce travail rentre dans le cadre de la préparation du projet de fin d’étude pour
I’obtention du Diplome de Master en microbiologie appliquée. Il a été réalisé au niveau du
Laboratoire de Microbiologie de I’Université Belhadj Bouchaib- Ain Témouchent (UBBAT),

durant le second semestre du Master 2 de 1’année universitaire 2022/2023.

L’objectif de cette étude est de rechercher des propriétés biologiques antioxydantes,
antiinflammatoires et antibactériennes chez trois isolats bactériens (2 isolats bactériens du sol
qu’on va appeler IBS 1 et IBS2 et 1 isolat bactérien du yaourt qu’on va appeler IBY) et chez
une souche de référence Escherichia coli 25921 de la collection internationale ATCC

(American Type Culture Collection).

1. lIsolement et purification des isolats bactériens

Comme mentionné précédemment les isolats utilisés dans cette étude ont été isolés a partir

de deux échantillons : un échantillon du sol rhizosphérique et un échantillon du yaourt.
1.1 Isolement des bactéries a partir du sol rhizosphere

Un échantillon du sol rhizosphérique a été obtenu sur un site voisin du laboratoire situé a
UBBAT, I'échantillon de sol est prélevé a une profondeur d'environ 5 cm prés d'un arbre, le
sol récolté a été collecté dans une boite de Pétri stérile
Ensuite, une solution mére de ce sol a été préparée en mettant 0,9 g du sol dans 9 mL d’eau
physiologique. A partir de cette solution mére une série des dilutions décimales (allant de 10
a 107) a été réalisée, en transférant aseptiquement et successivement 1 mL de la solution mére

dans des tubes essai contenant 9mL d’eau physiologique stérile.

Puis & partir des dilutions103et 10°, 0,1 mL de chaque dilution a été prélevé et étalé

sur la surface de deux boites de la gélose nutritive (voire annexes).

Ces boites sont ensuite incubées a 30°C pendant 24 heures. Les colonies obtenues sont
ensuite isolées et purifiées.

1.2 Isolement des bactéries a partir du yaourt

A partir d’un pot de yaourt, un échantillon a été prélevée pour afin isolés les bactéries.
La méme technique de dilution-étalement utilisée pour I’isolement des bactéries du sol a été
utilisee pour cet échantillon. Une solution mere a été préparé a partir de 0,9 mL de yaourt
nature est mélangée avec 9 mL deau physiologique. A partir de cette solution mére une série

des dilutions décimales (allant de 101 & 10°°) a été réalisée.
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Puis & partir des dilutions 10 et 10, 0,1 mL de chaque dilution a été prélevé et étalé

sur la surface de deux boites de la gélose nutritive (GN) (voire annexes).

Ces boites sont ensuite incubées a 30°C pendant 24 heures. Les colonies obtenues sont

ensuite isolées et purifiées.

1.3 Purification et culture de la souche de référence bactérienne

Afin de purifier et de cultiver la souche bactérienne de référence Escherichia coli ATCC
25921 utilisée dans cette etude, a été ensemencée et purifiée sur le milieu de culture sélectif et

differentiel MacConkey (voire annexes) et ensuite incubée a 37°C pendant 24 heures.

2. Vérification de la pureté et de I’aspect macroscopique et microscopique des
isolats bactériens et la souche de réference.

2.1, Vérification de I’aspect macroscopique des colonies

Apreés incubation, 1’examen de I'aspect des colonies bactériennes sur boites se fait a I'ceil
nu afin de noter la forme, la taille, 1’¢lévation, le contour, l'aspect de la surface, I’opacité, la

consistance des colonies, la couleur ou la pigmentation, pour s’assurer de leur pureté.

2.2. Vérification de I’aspect microscopique des bactéries

Un examen microscopique a été réalisé par préparation d’un frotti fixé et coloré
(coloration de Gram). Cet examen permet d’apprécier la forme et la morphologie
microscopique des isolats bactériens et de la souche de référence, afin de vérifier leur pureté

et de confirmer leur Gram.

Apres la confirmation de la pureté et de 1’aspect macroscopique et microscopique des
isolats bactériens et de la souche de référence, une préparation des extraits de ces derniéres a

été effectuée.

3. Préparation des extraits bactériens des isolats bactériens et de la souche de
référence

3.1 Préparation des cultures bactériennes

Avant la préparation des cultures, des précultures de chaque bactérie utilisee dans cette
étude, ont été préparees par inoculation dans du bouillon nutritif (BN) (voir annexe) des
colonies obtenues précédemment sur la GN (IBS 1, 2 et IBY) ou sur le MacConkey (E.coli).
Les cultures sont ensuite incubées pendant 24 heures a 37 °C pour E.coli et a 30 °C pour IBS
let2etpourIBY.
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A partir de ces précultures de 24h, des cultures de 50 mL sont préparées avec une DO

initiale 8 600 nm de 0,01. Ces cultures sont incubées pendant 24h aux températures adéquates.

Les suspensions bactériennes obtenues sont centrifugées a 6000 tours/min pendant 3
minutes. Les surnageants sont ensuite récupérés pour étre utilisé dans la recherche des
différentes activités biologiques. Différentes concentrations de ces surnageant (25%, 50%,

100%) ont été testees.
4. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Une méthode de détermination des protéines rapide et précise a été réalisée pour
I'estimation et la quantification des concentrations des protéines présentes dans les
surnageants des isolats bactériens et de la souche de référence. Cette méthode est connue sous
le nom du test de Bradford (Cheng et al., 2016). Ce test repose sur la capacité du colorant
(Coomassie-Blue G250) a former un complexe avec des protéines utilisant a la fois des
interactions électrostatiques et hydrophobes (Banik et al., 2009). Ce test est tres reproductible
et rapide avec le processus de liaison de colorant pratiguement complet en environ 2 min avec

une bonne stabilité de la couleur pendant 1 h (Bradford, 1976).

Le spectre d’absorption maximal est estimé a 595 nm, le changement d’absorbance est
proportionnel a la quantité de colorant lié, indiquant par conséquent la concentration en

protéines dans 1’échantillon (Kruger, 2009).

Pour estimer la quantité des protéines présentes dans les surnageants des isolats bactériens
et la souche de référence, la protéine hémoglobine du sang bovin (Sigma-Aldrich) a été
utilisée comme protéine référence. Pour cela, une solution mere de protéine hémoglobine du
sang bovin (Sigma-Aldrich) a 1 mg/mL a été préparée, et a partir de cette solution mére une
gamme de solution étalon de différentes concentrations d’hémoglobine (0, 0,05, 0,1, 0,5 et 1
mg/mL) a été préparée (Tableau 01). Ensuite, 0,2mL du réactif de Bradford ont été ajoutés a
0,8 mL de chaque concentration d’hémoglobine. La DO est ensuite mesurée a 595 nm et a
partir des différentes DO, une courbe étalon DO = f ([hémoglobine]) a été tracée.

Afin de déterminer les quantités des protéines présentes dans les surnageants des isolats
bactériens et la souche de référence, 0,2 mL du réactif de Bradford ont été ajoutés a 0,8 mL de

ces extraits, puis la DO a été mesuré a 595 nm.
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Tableau 1: Gamme étalon utilisée pour la préparation du courbe étalon de I'hémoglobine du

sang bovin (Sigma-Aldrich).

Concentration (mg/mL) 0 0,05 0,1 0,5 1

Le volume de solution
de proteine 0 0,05 0,1 0,5 1
hémoglobine (mL) a1

mg/mL

Eau distillée (mL) 1 0,95 0,9 0,5 0

5. Recherche d’activités antioxydantes dans les extraits des isolats bactériens et la
souche de référence
5.1. Recherche d’activité catalasique dans les surnageants des isolats

bactériens et souche de référence

Une méthode de détermination de l'activité catalase a €té effectuée selon la technique
décrite par Aebi en 1984 (Mueller et al., 1997).

Le dosage des activités catalasique des extraits des isolats bactériens a été mesuré a 240
nm (Durliat, 1996), la catalase catalyse la décomposition de H20O2 en eau et en oxygéne

moléculaire (Mackay et Bewley, 1989), comme le montre la réaction suivante :

Catalase
2 HO2 e 0O, + 2H20
Pour déterminer les quantités d’H.O> dégradées par les catalases des isolats bactériens et
la souche de référence, une courbe étalon DO = f ([H202]) a été préparée. Pour cela, a partir
d’une solution mére de H20. & 10 mM une gamme de solution étalon de différentes
concentrations d’H20. (0, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 mM) a été préparée (Tableau 02) La DO est
ensuite mesurée a 240 nm en utilisant des cuves en Quartz et a partir des différentes DO, la

courbe étalon DO = f ([H20:]) a été tracée.
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Tableau 2 : Gamme étalon utilisée pour la préparation du courbe étalon de I’H20x.

Concentration 0 0,1 0,5 1 5 10
(mM)

Volume de
solution de
dilution H202 0 0,02 0,1 0,2 1 2
(mL)
(10mM)

Eau distillée 2 1,98 1,90 1,80 1 0
(mL)

Ensuite, la présence d’activité catalasique dans les surnageants des isolats bactériens et
la souche de référence a été déterminée par ajout a une solution de 1mL d’H2O2 a 100 mM,
0,5 mL de tampon phosphate (pH 7, 0,1mM) et de 0,5 mL du surnageant a différentes
concentrations (25%, 50%,100%).

La quantité d’H>O, dégradée par les catalases a été mesurée a une longueur d'onde de
240 nm aprés 5 min d’incubation, contre un blanc préparé dans les mémes conditions mais

I’ajout de I’H202 a été remplacé par 1’ajout de I'eau distillée.

5.2. Recherche d’activités de piégeage du DPPH parles surnageants des isolats

bactériens et de la souche de référence

Une méthode spectrophotométrique largement rapportée pour estimer la capacité
antioxydante des produits chimiques ainsi que de nombreux produits d'origine naturelle a été
utilisée. Cette technique a été décrite par Blois (1958) (Kedare et Singh, 2011). Le dosage est
basé sur la réduction du chromogéne violet du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
qui se fait ‘par transfert d'atomes d'hydrogéne ou d'électrons a partir de la molécule piégeuse,

c'est-a-dire antioxydante (voir réaction ci-dessous), ce qui provoque la formation de
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I'nydrazine jaune pale (Shojaee et al., 2022). La disparition de la couleur violette est mesurée

a la longueur d'onde de 517 nm (Flieger et Flieger, 2020).

DPPH+AH= DPPH-H* + A

AH: molécule donneuse de 1’atome d’hydrogéne (H+).

Pour déterminer les quantités du DPPH piégée par les surnageants des isolats
bactériens et de la souche de référence, une courbe étalon DO = f ([DPPH]) a été préparé.
Pour cela, a partir d’une solution mere de DPPH a 0,06 mM une gamme de solution étalon de
différentes concentrations d’DPPH (0 ; 0,0125 ; 0,025 ; 0,05 ; 0,1 mM) a été préparee
(Tableau 03). Les DO des différentes concentrations sont ensuite mesurés a 517 nm et une
courbe étalon DO = f ([DPPH]) a été tracee.

Tableau 3 : Gamme étalon utilisée pour la préparation du courbe étalon du DPPH

Concentration 0 0,0125 0,025 0,05 0,1
(mM)

Volume de
solution de
dilution DPPH 0 0,020 0,04 0,08 0,16
(mL)
(0,1 mMm)

Ethanol (mL) 1 1,98 1,96 0,92 0,84

Pour estimer les capacités de piégeage du DPPH, un mélange réactionnel constitué de
1 mL de la solution du DPPH a 0,06 mM et 1 mL du surnageant a différentes concentrations
(25%, 50%, 100%) a été préparé. La disparition du DPPH est mesurée a 517 nm apres 0 et 30
minutes d’incubation du mélange réactionnel. Un blanc a été préparé dans les mémes

conditions mais 1’ajout de DPPH a été remplacé par 1’éthanol pur.
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Le pourcentage d'inhibition du DPPH a été calculé selon la formule suivante (Ruiz-
Ruiz et al., 2017) :

Pourcentage d'inhibition (%) = [(Ao-A) /Ao] x 100
Ao : blanc absorbance dans 0 min ; A : absorbance échantillon dans 30 min.

L’acide ascorbique (vitamine C) est utilis¢é comme un antioxydant standard
(Martinello et da Silva, 2006) afin de comparer son activité de piégeage du DPPH avec celle
des surnageants de chaque isolat et de la souche de référence. Pour cela, 1’acide ascorbique a
été preparé a différentes concentrations (0,0125, 0,05 et 0,1 mg/mL). Chaque concentration

est testée pour ces capacités de piégeage du DPPH.

6. Recherche d’activité anti-inflammatoire dans les surnageants des isolats
bactériens et de la souche de référence

6.1. Recherche d’activité inhibitrice de dégradation de I’albumine

Pour rechercher les propriétés anti-inflammatoires des isolats bactériens et de la souche de
référence, la méthode d’inhibition de la dénaturation de I'albumine a été utilisée (Tona et al.,
2020). Cette méthode se base sur la capacité a inhiber la dénaturation thermique de 1’albumine
(Belinskaia et al., 2021), c’est-a-dire dans notre cas la capacité des surnageants des différentes
bactéries a inhiber la dénaturation de 1’albumine. La dénaturation des protéines tissulaires est
un marqueur d’inflammation alors que l'activité anti-inflammatoire peut inhiber la
dénaturation des protéines tissulaires et les protéger (Ruiz-Ruiz et al., 2017), ¢’est pour cette
raison que la protection de 1’albumine contre la dégradation, suite a un traitement thermique,

est considérée comme une activité anti-inflammatoire.

Dans notre étude, I’albumine de I’ceuf (ovalbumine) a été utilisée. Pour cela, 1’albumine
de I’ceuf a été préparée en mélangeant un blanc d’ceuf avec 200 mL d’eau distillée en
ébullition. Le blanc d’ceuf est récupéré lorsqu’il prend un aspect laiteux, par filtration.

Ensuite, une solution mére de I’albumine est préparée a 200 mg/mL. A partir de cette solution
meére une gamme étalon de différentes concentrations d’albumine (0, 25, 50, 100, 150 et 200
mg/mL) a eté préparée (Tableau 04). La DO est ensuite mesurée a 660 nm et a partir des

différentes DO, une courbe étalon DO = f ([albumine]) a été tracée.
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Tableau 4: Gamme étalon utilisée pour la préparation du courbe étalon de I’albumine de

I’ceuf.

Concentration 0 25 50 100 150 200
(mg/mL)

Volume
d’albumine

(200 mg/mL) 0 0125 0,25 0,5 0,75 1

Eau distillée
(mL) 1 0,875 0,75 0,5 0,25 0

Afin de rechercher des propriétés anti-inflammatoires des isolats bactériens et la
souche de référence, un mélange réactionnel constitué de 0,2 mL de la solution d'aloumine de
I'ceuf a 200 mg/mL, 2,8 mL de tampon phosphate a 0,1 M et pH 6,4, et de 2 mL du surnageant
(Banerjee et al., 2014) a différentes concentrations (25%,50%,100%) de chaque isolat
bactérien et de la souche de référence.

Ensuite, les mélanges réactionnels sont incubés a 37 ° C pendant 15 min, puis traités a
70 °C pendant 5min.Aprés traitement, 1’albumine non-dénaturée est mesurée a une longueur
d’onde de 660 nm. Pour déterminer les capacités des surnageant a protéger I’albumine de la
dénaturation suite au traitement thermique, une expérience a été réalisée sans 1’ajout des
surnageants.

Dans cette étude, I’acide acétylsalicylique (aspirine) est utilisé comme un anti-
inflammatoire standard (Posey et al., 2015) afin de comparer son activité anti-inflammatoire
avec celle des surnageants de chaque isolat et de la souche de référence a été préparée a

différentes concentrations.

Pour cela, I’acide acétylsalicylique a été préparé a différentes concentrations (0,125,
0,25, 0,5 et 1mg/mL). Chaque concentration est testée pour ces capacités a inhiber la

dénaturation de 1’albumine.

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de 1’albumine a été calculé comme suit :
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Pourcentage inhibition de la dénaturation thermique de I'albumine = [(Ac — As) /Ac] x 100
(Shovo et al., 2021).

Ac = absorbance du contréle et As = absorbance de I'échantillon.
7. Recherche du pouvoir inhibiteur des isolats bactériens et de la souche de référence

Afin de rechercher la capacité des isolats bactériens et de la souche de référence a inhiber
la croissance des bactéries (activités antagonistes) (Peterson et al., 2020), deux méthodes ont
été utilisées : la méthode de la diffusion en masse et la méthode d’étalement sur milieu Miller
Hinton Agar (MHA). Ces méthodes ont été effectuées en confrontant les 4 bactéries IBS1,
IBS2, IBY, E. coli entre elles.

Pour ce test, des cultures des bactériens IBS1, IBS2, IBY, E. coli ont été préparées par
inoculation de 10 mL bouillon nutritif (BN) avec ces bactéries, ensuite les suspensions
bactériennes sont incubées pendant 24h aux températures adéquates.

Apres incubation, les DOgoonm SONnt mesurées et des suspensions bactériennes a une

DOsoonm €gale a 0,1 sont préparées pour étre utilisées apres dans les deux méthodes.

7.1. Recherche du pouvoir inhibiteur des isolats bactériens et de la souche de
référence sur milieu Mueller Hinton Agar par la méthode de diffusion en masse

(technique de Tagg).

Pour estimer l'activité antibactérienne (effet bactéricide) des suspensions des bactéries
IBS1, IBS2, IBY et E. coli, la technique Tagg a été utilisée. Cette technique permet une
comparaison directe entre le diametre des zones d'inhibition et la quantité de bactériocine
produite par différentes souches poussant dans des conditions identiques (Tagg et McGiven,
1971).

Les bactéries testées pour leur pouvoir inhibiteur sont ensemencées par touche sur milieu
Mieller Hinton Agar et incubées pendant 24h aux températures adéquates. Ensuite, 8 mL de
milieu Mdaeller Hinton Agar semi-solide en surfusion sont inoculés avec 0,5 mL des
suspensions des bactéries (DOgoonm = & 0,1) testées pour leur sensibilité. Les boites sont
incubées a 37 C° pendant 24 h.

La présence d’une zone claire autour des colonies, signifie la présence de capacité

inhibitrice de la bactérie ensemencée par touche sur la bactérie ensemencée en masse.
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7.2. Recherche du pouvoir inhibiteur des isolats bactériens et de la souche de
référence sur milieu Mueller Hinton Agar par la méthode d’étalement (technique

de Fleming)

Pour estimer I'activité antibactérienne (effet bactéricide) des suspensions des bactéries
IBS1, IBS2, IBY et E. coli, la technique Fleming a été utilisée (Papagianni et Anastasiadou,
2009).

Pour cela, 0,1 mL de chaque suspension bactérienne testée pour sa sensibilité a été étalé
sur la surface du milieu Mueller Hinton Agar. Ensuite, les bactéries testées pour leur pouvoir
inhibiteur sont ensemencées par touche sur milieu Mueller Hinton Agar et incubées pendant

24h aux températures adéquates.

La présence d’une zone claire autour des colonies, signifie la présence de capacité

inhibitrice de la bactérie ensemencée par touche sur la bactérie étalée.
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Résultat et discussion

1. Vérification de la pureté et de I’aspect macroscopique et microscopique des
isolats bactériens et la souche de référence.

1.1. Vérification de I’aspect macroscopique des colonies

Aprés la période d'incubation a 30 °C et 37 °C pendant 24 h, des colonies des isolats
bactériens et de la souche de référence sont apparues, chacune sur leur milieu respectif. Ces
colonies ont été examinées visuellement pour vérifier et confirmer leur pureté. Les résultats

de vérification de 1’aspect macroscopique des colonies obtenues sont présentés comme suit :

La souche de référence E. coli ATCC 25921 sur milieu MacConkey, présente une forme
des colonies circulaires, réguliéres convexe, roses opaque avec pigments non diffusibles
(seules les colonies sont colorées), lisses d'aspect superficiel sont de taille différents ,la
plupart sont des colonies inférieure a un millimétre et quelque colonies de taille moyenne
entre 02-03mm, et méme quelque colonies dont le diamétre est supérieur & 5mm ces colonies
sont de consistance crémeuses (Figure 05 A), caractéristique de la souche d’E. coli.

L’isolat bactérien de sol IBS1 sur la GN, présente des colonies punctiformes reguliéres
avec une élévation, de couleur blanchéatre opaque avec pigments non diffusibles (seules les
colonies sont colorées), lisses d'aspect superficiel et sont de taille différente, la plupart sont
des colonies inférieures a un millimétre avec des colonies de taille moyenne entre 02-03 mm,
et présentent une consistance seche. (Figure 05 B).

L’isolat bactérien de sol IBS2 sur la GN, présente une forme de colonies circulaires,
réguliéres avec une élévation convexe, lisses d'aspect avec des tailles différentes, des colonies
inférieures a un millimetre et des colonies de taille moyenne de 02 mm, sont de couleur
blanchatre et de consistance muqueuses. (Figure 05 C).

L’isolat bactérien de yaourts IBY sur la GN, présente une forme de colonies circulaires,
régulieres avec une élévation convexe, lisses d'aspect avec des tailles moyennes entre 02-

03mm, sont de couleur blanchatre et de consistance muqueuse. (Figure 05 D).
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Figure 5:L’aspect macroscopique des colonies des isolats bactériens du sol et du yaourt et de

la souche de référence E. coli.

A: E. coli; B: IBS1; C: IBS2; D: IBY

1.2 Vérification de ’aspect microscopique des bactéries

La microscopie réalisée apres préparation d'un frotti fixé et coloré (coloration de Gram)
permette d’apprécier la forme, la morphologie microscopique et le mode de regroupement des
isolats bactériens et la souche de référence afin de veérifier et confirmer leur pureté, permet
aussi d'évaluer si les bactéries sont des bactéries Gram - qui vont teintées en rose et les
bactéries Gram + qui vont rester colorées en violet. Les résultats de vérification de I’aspect
microscopique des isolats bactériens et la souche de référence obtenue apres coloration de

Gram sont présentés comme suit :

L’observation microscopique de la souche de référence E. coli ATCC 25921 a montré que
cette derniere se présente sous forme de bacilles, batonnets allongés longs et courts fins isolés,
qui sont teintées en rose ce qui indique qu’elles sont des Gram ~ (Figure 6 A) et

caractéristique de la souche d’E. coli.

L’observation microscopique de 1’isolat bactérien de sol IBS1 a montré que cette derniére
se présente sous forme de bacilles, de bouts ronds allongé, courts, fins et isolés, teintés en rose

ce qui indique qu’elles sont des Gram ~ (Figure 6 B).

L’observation microscopique de 1’isolat bactérien de sol IBS2 a montré que cette derniére
se présente sous forme de cocci, ronde tres petite et en amas qui sont teintées en violet ce qui
indique qu’elles sont des Gram * (Figure 6 C).
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L’observation microscopique de I’isolat bactérien de yaourts IBY a montré que cette
derniére se présente sous forme de bacilles, incurvée filamenteux allongés, la majorité sont
longs et d’autres sont petites et fins en chainette qui sont teintées en violet ce qui indique

qu’elles sont des Gram * (Figure 6 D) et caractéristique de IBY.
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Figure 6: L’aspect microscopique des souches bactériennes et la souche de référence obtenue

apres coloration de Gram
A: E. coli; B: IBS1; C: IBS2; D: IBY.
2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Afin de déterminer les quantités des protéines présentes dans les surnageants des isolats
bactériens et de la souche de référence. La méthode utilisée par Bradford (1976) nous permet

de tracer la courbe étalon DOsgs nm= f ([hémoglobine]). La courbe obtenue (Figure 07) est
présentée comme suit :
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Figure 7: la courbe étalon de la protéine d'hémoglobine

3. Recherche d’activité antioxydantes dans les extraits des isolats bactériens et la
souche de référence

3.1. Recherche d’activité catalasique dans les surnageants des isolats
bactériens et souche de référence

Afin de déterminer la quantité de I’'H20 dégradée par les catalases des isolats bactériens
et de la souche de référence, une courbe étalon DO240 nm = f ([H20,]) a été tracée. La courbe

obtenue (Figure 08) est présentée comme sulit :

0,3
095 y=0,0251x ¢
g R? = 10,9681
g 02
=
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Figure 8: la courbe étalon de I’H20>.
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Afin de rechercher des activités catalasique dans les surnageants des différentes
bactéries, I'influence de la concentration des surnageants des différentes bactéries (E. coli,
IBS1, IBS2 et IBY) sur la dégradation de I’'H,O, a été testée. Les résultats obtenus sont

présentés dans la Figure suivante :
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Figure 9: Influence de la concentration des surnageants sur 1’activité catalasique.

Les résultats obtenus ont montré que les surnageants des bactéries E. coli, IBS1, IBS2
et IBY sont dotées d’une capacité de dégradation de I’H,O, et donc présentaient une activité

antioxydante.

La présence de cette activité catalasique, donc antioxydante, chez ces bactéries,
pourrait étre expliqué par le fait que ces activités sont nécessaires a la survie de ces bactéries
puisque les oxydants s’ils ne sont pas éliminés par les activités antioxydantes, ils sont
dangereux pour les cellules (Storz et al., 1990). Les propriétés antioxydantes aident a réduire
les effets toxiques des especes réactives de I'oxygene (ERO) (Santos et al., 2001).

Comme il a été mentionné dans la partie bibliographique, les radicaux libres peuvent
provoquer des dommages occasionnés par oxydation des molécules biologiques importantes

telles que les protéines, les lipides, I’ADN et I’ARN (Davies et al., 2017 ; Tungmunnithum et
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al., 2020), ce qui peut provoquer des modifications dans les propriétés intrinseques de la
membrane (Tungmunnithum et al., 2020).

Chez les bactéries aérobies, le peroxyde d'hydrogéne (H20.) est généré de maniére
endogene par le métabolisme aérobie et aussi il peut étre géneré de maniere exogene par des
processus chimiques, des organismes concurrents et des cellules hotes (Li et al., 2020). Le
processus d'émergence de ces radicaux libres au cours du métabolisme cellulaire est réalise
par la réduction tétravalente de I'oxygéne moléculaire (O2) en une molécule d'eau (H20) (voir

réaction 1 partie bibliographique).

Cependant, les bactéries sont capables de se défendre contre les ERO, via des
antioxydants et des enzymes qui réparent les dommages oxydatifs (Wan et al., 2021). Les
catalases sont des enzymes impliquées dans la décomposition de H,O, en Oz et H>O. Ces
enzymes ils différent d’une bactérie a I'autre et jouent donc un role important dans la
réduction de la formation de radicaux hydroxyles hautement réactifs (Halliwell et Gutteridge,
1986).

Ceci a déja été démontré par plusieurs travaux comme ceux de Mishra et ImLay,
(2012) qui ont demontré que la plupart des bactéries contiennent des catalases capables de
décomposer 1’H202 qui est une molécule trés toxique pour les bactéries, et qui est

constamment formé par l'auto-oxydation des enzymes redox dans les cellules aérobies.

Aussi, les travaux de Seaver et ImLay, (2001) ont démontré que la bactérie E. coli est
capable de dégrader I'H,O, environnemental principalement via deux catalases (KatG et
KatE). De méme que les résultats de Visick et Clarke, (1995) ont montré que Rhizobium
leguminosarum est capable de s’adapter au stress généré par le H,O,, par une augmentation
de l'activité catalasique dans les cellules et Schiffer et al., (2020) ont montré que E. coli est

capable d’épuiser I'H20. de son environnement local.

Aussi ces mémes résultats obtenus dans cette étude (Figure 09) montrent que les
surnageants des bactéries E. coli, IBS1, IBS2 et IBY présentent une augmentation du taux de
dégradation de H,O, (%) en fonction de I'augmentation de la concentration des surnageants
(Figure 09).

A la concentration 25% E. coli dégrade 67,649% d’H,0,, IBS1 dégrade 73,904%, IBS2
dégrade 70, 239% et IBY dégrade 83,705% d’H,O, (Figure 09).
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A la concentration 50% E. coli dégrade 86,573% d’H,0O,, IBS1 dégrade 77,968%,
IBS2 dégrade 75,099% et IBY dégrade 91,115% d’H,0O,.A la concentration 100% E. coli
dégrade 99,282% d’H,0O,, IBS1 dégrade 81,075%, IBS2 dégrade 93,505% et IBY dégrade
98,964% d’H,0, (Figure 09). Une fois les activités catalasiques ont été dosées chez les 4
bactéries et I’influence de la concentration du surnageant a été démontrée, I’IC50 (Inhibitory

Concentration at 50%) a été calculé afin de comparer 1’activité catalasique entre les bactéries.

L’IC50 est défini comme la concentration d'antioxydant nécessaire pour obtenir 50%
d'inhibition radicalaire (Lyles et al., 2008 ; Swinney, 2011 ; Flieger et Flieger, 2020). Plus la
valeur 1C50 est faible, plus I'activité antioxydante est élevée (Segwatibe et al., 2023).

L'IC50 a été calculée a partir des concentrations de dégradation de I’H,O, en fonction
des concentrations des surnageants. Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes
représentées sur le (Figure 10). L’IC50 a été déterminé graphiquement par la régression
linéaire a 1’aide de logiciels d’ATT Bioquest (ATT Bioquest, 2023).

pourcentage de dégradation de H2O2 (%%

10 100
Concentration da sumagent bactérienne de souche Ecoli (%)
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Figure 10: détermination de I’IC50 de la dégradation de I’'H,O,, des différents surnageants

bactériens.

A IC50 d’E. coli, B : IC50 d’IBS1, C : IC50 d’IBS2, D : IC50 d’IBY.
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Les IC50 pour chaque souche (Figure 10) a éte obtenus en pourcentage de surnageant.
Ces pourcentages de surnageant ont été convertis en concentration des protéines (ug/mL) en
se basant sur le dosage Bradford (Figure 07). Ces résultats montrent que le 1C50 de
dégradation de I’H,O, pour E.coli égal a 17,121% de surnagent (Figure 10A), est égal a
5,95% pour ’isolat IBS1 (Figure 10B), 8,237% pour I’isolat IBY (Figure 10C) et 11,019%
pour I’isolat IBS2 (Figure 10 D).

Une fois ces pourcentages convertis, les résultats d’IC50 en pg/mL de protéines sont
comme suit. Le surnageant d’E. coli présente une concentration inhibitrice d’H,0, a 50 % la
plus faible qui est égale a 7,40 pg/mL de protéines, par contre IBS1 présente une
concentration inhibitrice a 50 % la plus élevée qui est égale a 44,427 pg/mL. IBY et IBS2
montrent des concentrations inhibitrices a 50 % proches et qui sont de 24,247 ug/mL de
protéines pour I’isolat IBS2 et de 21,68 ug/mL de protéines pour I’isolat IBY.

Donc les résultats obtenus indiquent que E. coli présente 1C50 le plus faible est donc
posséde I’activité de dégradation de I’'H,O, la plus élevée et la plus performante par rapport
aux autres bactéries. Par contre, I’isolat IBS1qui présente 1C50 le plus élevé posséde donc une
activité de dégradation de I’H,O, la plus faible par rapport aux autres bactéries. Les isolats
IBY et IBS2 qui presentent des 1C50 proches possedent donc des activités de dégradation de
I’H,0, proches. Par ordre décroissant d’activité de dégradation de I’H20; les bactéries sont
classées comme suit : E. coli est la plus performante, suivi respectivement de IBY, IBS2 et
IBS1.

Dans cette étude, nous avons noté que E. coli présente une activité de dégradation de
I’H20: la plus élevée et la plus performante par rapport aux autres bactéries. Li et Schellhorn,
(2007) a aussi observé que l'activité catalasique la plus élevée a été détectée dans une souche
d'E. coli.

Nous avons noté aussi que la bactérie IBY, isolée a partir du yaourt présente une
activit¢ de dégradation de 1I’H,O,. La présence d’activité catalasique chez des bactéries
isolées a partir des aliments a été déja démontrée. En effet, les travaux de Tomusiak-Plebanek
et al., en (2018) ; lzuddin et al., (2020) ; Zhou et al., (2022) ; Tian et al., (2022), ont montré
que Lactobacillus plantarum isolé a partir d'aliments fermentés naturels présentent une
activité catalasique antioxydante. Aussi, il a noté que Lactobacillus acidophilus posséde une
activité catalasique (Hosseini et al., 2019). De méme que les travaux de Zhang et al., (2015),

ont eté montré que Streptococcus thermophilus est capable d’éliminer I’H,0,.
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Nous avons également noté que les bactéries IBS1 et IBS2 isolées a partir du sol
présentent une activité de dégradation de I’H,0,. Ces résultats sont en accord avec d’autres
¢tudes qui ont démontré la présence d’activité catalasique élevées et efficaces chez des
bactéries du sol, comme par exemple, Bacillus pumilus, qui peut dégrader plus rapidement le
peroxyde d'’hydrogene (Handtke et al., 2017 ; Dowds et al., 1987), en raison de la présence
des catalases (Naclério et al., 1995). D’autre travaux ont également montré que Pseudomonas
aeruginosa (Chung et al., 2016), Sinorhizobium meliloti (Sigaud et al., 1999), Neorhizobium,
Microbacterium et Shewanella (Schiffer et al., 2021) présentaient aussi une activité

catalasique élevée.

Les résultats de ’activité catalasique obtenus dans cette étude, montrent que cette
derniére diffeére entre les 4 bactéries testées et isolées a partir d’environnements différents, ce
qui montre que le stress et I’environnement peuvent influencer sur la réponse des bactéries et
sur les activités enzymatiques et les propriétés biologiques, en 1’occurrence ici ’activité
catalasique et les propriétés antioxydantes. Ceci a déja été démontré par les travaux de
Nystrom, (1993) et Siegle et Kolter, (1992) sur les différences de réponses des bactéries au

stress.

3.2. Recherche d’activités de piégeage du DPPH parles surnageants des isolats

bactériens et de la souche de référence

Afin de déterminer la quantit¢é du DPPH piégée par les surnageants des isolats
bactériens et de la souche de référence, une courbe étalon DOs17 nm = f ([DPPH]) a été tracée.
La courbe obtenue (Figure 11) est présentée comme sulit :

39



Résultat et discussion

0,8

¥=74% e
0.7 R*=0,5837 ’

06

il

0.5

il

0.4

il

DD 517nm

0,3

0,2

0,1

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

cencentration mM

Figure 11: la courbe étalon du DPPH.

Afin de rechercher des activités de piégeage du DPPH dans les surnageants des
différentes bactéries, I'influence de la concentration des surnageants des différentes bactéries
(E. coli, IBS1, IBS2 et IBY) sur la degradation de DPPH a été testee. Les résultats obtenus

sont présentés dans la Figure suivante :
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Figure 12: Influence de la concentration des surnageants sur 1’activité de piégeage du DPPH

Les résultats obtenus ont montré que les surnageants des bactéries E. coli, IBS1, IBS2

et IBY sont dotées d'une capacité de dégradation du DPPH et donc présentent une activité de
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piégeage do DPPH. Ces résultats sont en accord avec d’autres études qui ont montré que les
bactéries sont dotées de capacité de piégeage du DPPH, comme par exemple I’étude de
Saravana Kumar et al., (2014) qui a montré que Streptomyces lavendulae était capable de
réduire le DPPH. D’autre travaux ont également montré que Bacillus amylolicosacin
(Kadaikunnan et al., 2015 ; Wu et al., 2022), Pseudomonas aeruginosa (Gupta et Rana, 2020)
et des cyanobactéries (Guerreiro et al., 2020), présentaient une activité efficace de piégeage
des radicaux DPPH. D’autres études ont montré aussi la présence d’activité de piégeage du
DPPH chez des bactéries lactiques comme par exemple, travaux de Luang-In et al., (2018) sur
les activités de piégeage du DPPH des Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus bugaricus.

Ces mémes résultats obtenus dans notre étude (Figure 12), montrent que les
surnageants des bactéries E.coli, IBS1, IBS2 et IBY présentent une augmentation du taux de
dégradation du DPPH (%) en fonction de 1’augmentation de la concentration des surnageants
(%) (Figure 12).

D’apres les résultats obtenus a partir de ce test de dégradation du DPPH, on remarque
qu’a la concentration 25%, E. coli dégrade 68,86% du DPPH, IBS1 dégrade 53,85%, IBS2
dégrade 71,55% et IBY dégrade 59,67% du DPPH (Figure 12). A la concentration 50% E.
coli dégrade 70,65% du DPPH, IBS1 dégrade 54,52%, IBS2 dégrade 77,37% et IBY dégrade
61,24% du DPPH (Figure 12), et a la concentration 100% E. coli dégrade 72,44% du DPPH,
IBS1 dégrade 60,57%, IBS2 dégrade 81,85% et IBY dégrade 82,75% du DPPH (Figure 12).

Ensuite, I’IC 50 a été calculé a partir des concentrations de dégradation de DPPH en
fonction des concentrations des surnageants. Les valeurs obtenues ont été utilisées pour tracer

les courbes présentées dans la Figure suivante :
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Figure 13: détermination de I’IC50 de la dégradation du DPPH des différents surnageants

bactériens.
A :1C50 d’E. coli, B : IC50 d’IBS1, C : IC50 d’IBS2, D : IC50 d’IBY.

Ces résultats montrent que le 1C50 de dégradation de DPPH pour E.coli est égal a une
concentration de 3,296% du surnagent (Figure 13A), a 3,540% pour I’isolat IBS1 (Figure
13B), 12,606% pour ’isolat IBY (Figure 13C) et 7,867% pour I’isolat IBS2 (Figure 13 D).

Les IC50 pour chaque souche (Figure 13) ont été obtenus en pourcentage de
surnageant. Ces pourcentages de surnageant ont été convertis en concentration des protéines
(ug/mL) en se basant sur le dosage Bradford (Figure 07). Aprés la conversion d’IC50 en
pug/mL de protéines les résultats sont comme suit, le surnageant d’E. coli présente une
concentration inhibitrice de DPPH a 50 % la plus faible qui est égale & 1,424 pg/mL de
protéines, suivi aprés par 17,310 pg/mL pour I’isolat IBS2 et a 26,429 pg/mL pour 1’isolat
IBS1, et IBY présente une concentration inhibitrice a 50 % la plus élevée comparée aux autres
bactéries et qui est égale a 33,189 pg/mL. Pour rappel, plus la valeur IC50 est faible, plus
I'activité antioxydante est élevée (Segwatibe et al., 2023).

Donc les résultats obtenus indiquent que E. coli présente 1’1C50 le plus faible est donc
possede I’activité de dégradation de DPPH la plus élevée et la plus performante par rapport
aux autres bactéries suivi apres par IBS2 et IBS1 qui possédent approximatif une activité anti-
radicalaire du DPPH moyenne. Par contre, IBY présente une concentration inhibitrice a 50 %

la plus élevée possede donc une activité de dégradation de DPPH la plus faible par rapport les
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autres bactéries, et donc selon ’ordre décroissant d’activité de dégradation du DPPH les
bactéries sont classées comme suit E. coli est la plus performante, suivi respectivement de
IBS2, IBS1, IBY.

Afin de comparer les capacités de piégeage du DPPH des bactéries testées dans cette
étude avec d'autres bactéries utilisées dans d'autres études les IC50 ont été comparés. Par
exemple, les travaux de Lee et al., (2014) ont montré que la souche Streptomyces présente une
activité antioxydante inhibitrice de DPPH avec une valeur d’IC50 de 92,8 pg/mL, aussi les
travaux de Monowar et al., (2019) quantifié une activité de piégeage des radicaux DPPH
ayant une valeur 1C50 de 842,18 pg/mL chez la souche Streptomyces. Saravana Kumar et al.,
(2014) ont trouvé un IC50 égal a 501,49 pg/mL. Pour la souche Streptomyces lavendulae
Pourramezan et al., (2020) ont trouvé un IC50 égal a 535,27 pg/mL pour la Souche
Lactobacillus hilgardi

Les valeurs d’IC50 obtenues dans les travaux annoncés précédemment, sont
supérieures aux 1C50 obtenus dans notre étude. En effet, les valeurs des 1C50 de ces travaux
varient entre 92,8 pug/mL et 842,18 pg /mL plus élevés que ceux de notre étude qui varient
entre 1,424 pg/mL et 33,189 pg/mL. Ce qui signifie que ’activité de piégeage du DPPH est
plus élevée chez nos bactéries (Plus la valeur 1C50 est faible, plus I'activité antioxydante est

élevée).

Afin de comparer les capacités de dégradation du DPPH des surnageants bactériens,
I’acide ascorbique a ¢€té utilis€ comme standard et son pourcentage de dégradation du DPPH a

été calculé. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure suivante :

8 o

= 49,59677419
= 50

=

[

= a0

5o

ZP

= A 30

=¥

= g 22,04301075
=¥

=Y 20

[x]

=

‘é" 10 4,838709677

2 |

(=]

= 0

0,0125 0,05 0,1

Concenration acide ascorbique (mg/ml)

Figure 14: Influence de la concentration de I’acide ascorbique sur ’activité anti-radicalaire
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Ces résultats montrent que 1’acide ascorbique présente une augmentation du taux de
dégradation de DPPH (%) en fonction de I'augmentation de leur concentration (mg/mL)
(Figure 14). On note qu’a la concentration de 0,0125 mg/mL I’acide ascorbique dégrade
4,83% du DPPH, a concentration de 0,05 mg/mL dégrade 22,04% et a concentration de 0,1
mg/mL dégrade 49,59% du DPPH (Figure 14). Une fois I’influence de la concentration de
I’acide ascorbique a été déterminé, le IC50 a été calculé, comme montré précédemment. Le

calcul montre que cet IC50 est & 0,0539 mg/mL (53,9 pg/mL) (Figure 15).
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Figure 15: détermination de I’IC50 de I’acide ascorbique

Ensuite, les activités de piégeage du DPPH ont été déterminées chez les 4 bactéries, et

elles ont été comparées entre elles (Figure 13) et avec le standard.

Les résultats obtenus montrent que le standard (acide ascorbique) présente un IC50 plus
élevé (53,9 pg/mL) que celui des 4 bactéries (Figure 13), ce qui indique I’activité de
dégradation du DPPH est plus faible chez le standard comparé aux 4 bactéries testées.

Cependant, il est a noté 1’IC50 de 1’acide ascorbique obtenus dans d’autres études est plus
faible que celui qu’on a obtenus dans notre étude. Par exemple Bao et al., (2018) ont montré
une valeur IC50 pour l'acide ascorbique égale a 3,21 pg/mL Alam et AKash, (2023) ont
montré une valeur 1C50 pour l'acide ascorbique égale a 7,8 pug/mL. Cette perte potentielle de
I'activité de piégeage du DPPH par I'acide ascorbique utilisé, peut-étre due aux conditions de
son stockage ou a son l'oxydation.

Les résultats d’IC50 obtenus des activités antioxydantes (dégradation de 1’H202 et du

DPPH) des surnageants bactériens exprimés en pg/mL sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 5 : IC50 des activités de dégradation de 1’H202 et du DPPH par les surnageants

bactériens.

1C50 H202 (pg/mL) IC 50 DPPH (ug/mL)
E. coli 7,400 1,424
IBY 21,685 33,189
IBS1 44,427 26,429
IBS2 24,247 17,310

La bactérie la plus performante dans cette étude dans son activité anti-radicalaire pour
le DPPH et le H>O2 semble étre la souche E. coli qui présente déja une IC50 de H>O> (7,400
ug/mL) et une IC50 de DPPH de (1,424 pg/mL) (Tableau 5).

Concernant l'isolat IBY bien qu’il ait une activité catalase élevée par rapport a IBS1 et
IBS2, elle a une plus faible activité de piégeage du DPPH par rapport aux autres bactéries. En
effet, les résultats obtenus (Tableau 5) montrent que cet isolat possede un IC50 pour 1’H20>
de 21,685 pg/mL et un 1C50 pour le DPPH de 33,189 pg/mL.

L’isolat IBS2 présente une meilleure activité anti-radicalaire pour le DPPH et I’H20:
que I’isolat IBS1. En effet, les résultats obtenus (Tableau 5) montrent que 1’IBS2 posséde un
IC50 pour I’'H20. de 24,247 pg/mL et un IC50 pour le DPPH de 17,310 pg/mL et IBS1
posséde un IC50 pour I’H20> de 44,427 pg/mL et un IC50 pour DPPH de 26,429 pg/mL
(Tableau 5).

Ainsi selon l'analyse des résultats, on peut classer nos bactéries selon I'ordre
décroissant de I'activité antioxydante (anti-DPPH et anti-H>O2) comme suit : pour I’activité de
dégradation de 1’H2O», E.coli est la plus performante suivi des isolats IBY, IBS2 et IBS1,
pour ’activité de pi¢geage du DPPH, E.coli est la plus performante suivi des isolats 1BS2,
IBS1etIBY.

La présence de systemes de défense antioxydante chez ces bactéries (le systeme
catalase et le systeme de piegeage DPPH), peut étre expliqué par le fait que les bactéries sont

exposées a un risque de stress oxydatif et qu’elles doivent se défendre contre les espeéces
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réactives de I'oxygene (ERO) afin de les éliminer. Ces ERO peuvent avoir différentes sources
endogénes (voir les détails dans la partie synthese bibliographique) ou exogénes provenant de
I’environnement externe comme par exemple dans le cas des plantes qui peuvent libérer des
oxydants pour attaquer les bactéries pathogenes (Mahdi, 1994). Ce qui exposent ces bactéries
a un risque de stress oxydatif si elles ne sont pas dotées d’un systéme antioxydant de
protection et de défense efficace contre ce stress oxydatif, ce qui a été confirmé par les
travaux de Bai et al., (2016) et Wang et al., (2017). Ce systeme antioxydant peut différer

selon I’exposition des bactéries au stress oxydatif Flieger et al., (2021).

4. Recherche d’activité anti-inflammatoire dans les surnageants des isolats
bactériens et de la souche de référence

4.1. Recherche d’activité inhibitrice de dégradation de I’albumine

Afin de rechercher des propriétés anti-inflammatoires des isolats bactériens et de la
souche de référence, une courbe étalon DOsso nm = f ([albumine]) a été tracée. La courbe

obtenue (Figurel6) est présentée comme suit :
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Figure 16: la courbe étalon d’albumine
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Comme il a été fait pour I’activité antioxydante, dans le but de rechercher des activités
anti-inflammatoires dans les surnageants des différentes bactéries, l'influence de la
concentration des surnageants des différentes bactéries (E. coli, IBS1, IBS2 et IBY) sur la

dénaturation du I’albumine a été testée. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure
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Figure 17: Influence de la concentration des surnageants sur I’activité inhibitrice de la

dénaturation de I’albumine.

Les résultats obtenus ont montré que les surnageants des bactéries E. coli, IBS1, IBS2
et IBY sont dotées d’une capacité inhibitrice de la dénaturation de ’albumine contre le

traitement thermique.

Aussi ces résultats (Figure 17), montrent que les surnageants des bactéries E. coli,
IBS1, IBS2 et IBY présentent généralement une augmentation du taux d’inhibition de la
dénaturation de I’albumine (%) en fonction de l'augmentation de la concentration des

surnageants (%) (Figure 17).

D’aprés les résultats obtenus a partir de ce test de recherche d’activité inhibitrice de

dégradation de 1’albumine, on remarque (Figure 17).
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Ensuite, I’'IC 50 a été calculé a partir des concentrations d’inhibition de la dénaturation
de I’albumine en fonction des concentrations des surnageants. Les valeurs obtenues ont été

utilisées pour tracer les courbes présentées dans la Figure suivante :
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Figure 18: détermination de I’IC50 de I’activité inhibitrice de la dénaturation de 1’albumine

des différents surnageants bactériens.
A IC50 d’E. coli, B : IC50 d’IBS1, C : IC50 d’IBS2, D : IC50 d’IBY.

Ces résultats montrent que le IC50 d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine E.coli
est égal a une concentration de 46,685% du surnagent (Figure 18A), a 26,125% pour I’isolat
IBS1 (Figure 18 B), 45,902% pour I’isolat IBS2 (Figure 18C) et 43,489% pour I’isolat IBY
(Figure 18 D).

Les IC50 ont été obtenues pour chaque souche (Figure 18) en pourcentage du
surnageant. Ces pourcentages de surnageant ont été convertis en concentration de protéines
(Hg/mL) sur la base du test de Bradford (Figure 07). Aprés conversion d’IC50 en pg/mL de
protéine, les résultats sont les suivants, surnageant d’E. coli présente un IC50 de I’activité
inhibitrice de la dénaturation de 1’albumine le plus faible et qui est égal a 20,178 pg/mL de
protéines, suivi aprés par celui I’isolat IBS2 a 95,693 pg/mL de protéines et celui de I’isolat
IBY qui est égal & 120,844 pg/mL. Le surnageant de 1’isolat IBS1 présente un 1C50 le plus
élevée comparée aux autres bactéries et qui est égal a 195,04 pg/mL.

Par conséquent, les resultats obtenus indiquent que le surnageant d’E. coli a I’'IC50 le
plus faible et a donc ’activité la plus forte et la plus efficace pour inhiber la dénaturation de
I'albumine par rapport aux autres bactéries. Ceci est suivi par IBS2 et IBY qui ont une activité
modérée d'inhibition de I'albumine par rapport a E.coli. D'autre part, IBS1 a la concentration

inhibitrice la plus élevée de 50% et a donc l'activité inhibitrice de I'albumine la plus faible par
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rapport aux autres bactéries, ainsi, par ordre décroissant d'activité anti-inflammatoire
d’inhibition de la dénaturation de 1'albumine, les bactéries sont classées comme suit : E. coli

est le plus efficace, suivi respectivement par IBS2, IBY et IBS1.

Les résultats de I'activité anti-inflammatoire obtenus dans cette étude montrent que les
quatre bactéries testées isolées de différents environnements (E. coli, IBY, IBS2 et IBS1) sont
dotées d’une capacité¢ de protection de I’albumine contre le traitement thermique et donc
présentent une activité antiinflammatoire. Des travaux ont déja démontré la présence des
activités anti-inflammatoires chez des bactéries isolées de différents environnements comme
par exemple, chez E. coli (Park et al., 2021), chez Lactobacillus agilis (Khan et al., 2021),
chez Lactobacillus spp (Aghamohammad et al., 2022), Lactobacillus murinus (Pan et al.,
2018) cyanobactéries (Demay et al., 2020), Faecalibacterium prausnitzii (Sokol et al., 2008)
et chez les actinomycétes (Almuhayawi et al., 2021).

Ces bactéries peuvent ainsi exercer un effet inhibiteur sur la sécrétion de médiateurs
pro-inflammatoires induits par les lipopolysaccharides (LPS), agissant par exemple en
bloquant la formation des prostaglandines, substances responsables de [I'inflammation,
empéche la libération de cytokines inflammatoires par les cellules du systeme immunitaire
(voir section synthése bibliographique), et qui cela a déja été prouvé par de nombreuses
études. Comme, par exemple, les études de Li et al., (2016) ont montré que Lactobacillus
acidophilus posséde des activités anti-inflammatoires qui peuvent réguler les réponses
inflammatoires induites par les lipopolysaccharides (LPS). Les travaux de Amdekar et al.,
(2012) ont aussi montré que Lactobacillus casei et Lactobacillus acidophilus ont des effets
anti-inflammatoires dans le modéle inflammatoire aigu induit par la carraghénane et les
travaux de Kim et al., (2021) ont montré que Enterococcus Faecium ont la capacité d'inhiber
la production de COX-2. De méme I’étude de Riedel et al., (2006) et Petrof et al., (2004) qui
ont montré que les bifidobactéries ont une capacité d’inhiber I'activation de NF-xB induite par

les lipopolysaccharides (LPS).

Afin de comparer les capacités des surnageants bactériens d’inhibition de la
dénaturation de 1’albumine par traitement thermique, I’acide acétylsalicylique a été utilisé
comme standard (Kulikova et al., 2020) et son pourcentage d’inhibition de la dénaturation de

I'albumine a été calculé. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure suivante :
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Figure 19: Influence de la concentration de 1’acide acétylsalicylique sur I’activité inhibitrice

de la dénaturation de I’albumine

Ces résultats montrent que l'acide acétylsalicylique présente une augmentation du taux
d'inhibition de la dénaturation de I'aloumine (%) en fonction de l'augmentation de leur
concentration (mg/mL) (Figure 19). A la concentration de 0,0125 mg/mL [l'acide
acetylsalicylique protége 26,666% de l'albumine, a une concentration de 0,25 mg/mL il
protege 58,888% et a une concentration de 1 mg/mL il protége 71,111% de Il'albumine
(Figure 19). Une fois que I'effet de la concentration d'acide acétylsalicylique a été déterminé,
I'IC a été calculé, comme décrit précédemment. Le calcul montre que cette IC50 est de 0,0247
mg/mL (24,7 ug/mL) (Figure 20).
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Figure 20: détermination de I’IC50 de I’activité inhibitrice de la dénaturation de I’albumine

de I’acide acétylsalicylique.

Ensuite, les activités d'inhibition de la dénaturation de I'albumine ont été déterminées
chez les 4 bactéries, et elles ont été comparées entre elles (Figure 20) et avec le standard.

Les résultats obtenus ont montré que le standard (acide acétylsalicylique) a un IC50
inférieure (24,7 pg/mL) a celui des surnageant des isolats 1BS2, IBY et IBS1, ce qui indique
que l'activité d'inhibition de la dénaturation de I'albumine est plus élevée dans le standard par
rapport aux bactéries qui ont été testé. Cependant, I'lC50 de ce standard est plus élevée que
celui du surnageant de la souche E. coli, ce qui indique I’activité inhibitrice de la dégradation
de I'albumine est plus faible chez le standard que chez le surnageant d’E.coli.

5. Recherche du pouvoir inhibiteur des isolats bactériens et de la souche de
référence

Deux méthodes ont été utilisées pour étudier la capacité des isolats bactériens et de la

souche de référence a inhiber la croissance bactérienne : la méthode de diffusion en masse et
la méthode d’étalement sur milieu Miiller Hinton Agar (MHA). Ces méthodes ont été
réalisées en confrontant les 4 bactéries IBS1, IBS2, IBY et E. coli entre elles.

5.1. Recherche du pouvoir inhibiteur des isolats bactériens et de la souche de
réference sur milieu Mueller Hinton Agar par la méthode de diffusion en masse
(technique de Tagg)

L'efficacité antibacterienne (effet bactericide) de la souche de référence et des isolats

bactériens a été évaluée par la méthode de diffusion en masse (technique de Tagg) sur milieu

53



Résultat et discussion

Miller Hinton Agar (MHA). Les résultats obtenus ont été évalués en termes de diametre de la
zone d'inhibition formée aprés 24 heures d'incubation a 37C°.

La présence d'une zone claire autour des colonies indique la présence du pouvoir
inhibiteur de la bactérie ensemencée par touche sur la bactérie ensemencée en masse.

La figure ci-dessous montre un exemple des résultats obtenus de cette étude.

.

Absence de la

Zone d’inhibition

Figure 21: Exemple d’un résultat de I'étude de I'effet inhibiteur des isolats IBS1, IBS2 et la

souche de référence E. coli sur I’isolat IBY évaluée par la méthode de diffusion en masse

Les résultats obtenus par la méthode de diffusion de masse (technique de Tagg) (Figure 21)
n'ont montré aucun effet inhibiteur (effet bactéricide) des isolats bactériens IBS1, IBS2, IBY

et E. coli en raison de I'absence de la région inhibitrice autour des colonies.

5.2. Recherche du pouvoir inhibiteur des isolats bactériens et de la souche de
référence sur milieu Mueller Hinton Agar par la méthode d’étalement
(technique de Fleming)

Pour rechercher les capacités inhibitrices des bactéries utilisées dans cette étude, une
deuxiéeme méthode a été utilisée. De ce fait, I'activité antibactérienne (effet bactéricide) de la
souche de référence et des isolats bactériens a été évaluée par la méthode d’étalement
(technique de Fleming) sur milieu Miller Hinton Agar (MHA). Les résultats obtenus ont été
évalué en termes de diametre de la zone d'inhibition formée apres 24 heures d'incubation aux
températures adéquates.

La présence d'une zone claire autour des colonies indique la présence d'une capacité
inhibitrice de la bactérie ensemencée par touche sur la bactérie étalée.

La figure ci-dessous montre un exemple des résultats obtenus de cette étude.
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Absence de la ; Q34 -y

Zone d’inhibition ' Sote~y"

Figure 22: Exemple d’un résultat de I'étude de 'effet inhibiteur des isolats IBS1, IBS2 et
I’isolat IBY sur la souche de référence E. coli évaluée par la méthode d’étalement (technique

de Fleming).

Les résultats obtenus par la méthode d’étalement (technique de Fleming) (Figure 22)
n'ont montré aucun effet inhibiteur (effet bactéricide) des isolats bactériens IBS1, IBS2, IBY

et E. coli, en raison de I'absence de la région inhibitrice autour des colonies.

Dans cette étude, I'absence d'activité antimicrobienne chez les 4 bactéries testées peut
s'expliquer par le fait que ces bactéries n’ont pas secrété de molécules antibactériennes dans
les conditions testées. Les bactéries peuvent montrer un effet inhibiteur si elles se retrouvent
en compétition entre elles pour une méme niche écologique, ou si elles présentent un pouvoir
pathogene entre elles (Hibbing et al., 2010), ce qui va induire, chez ces bactéries, la
production de molécules antimicrobiennes qui vont agir directement sur ces pathogénes (voir
la partie synthese bibliographique). Ce qui a déja été démontré par de nombreuses études,
comme par exemple celles de Mahlapuu et al., (2016), Hassan et al., (2012) et Peterson et al.,
(2020) ou celle de Ramarathnam et al., (2007) qui a montré que les especes de Bacillus ont
une capacité a contréler les maladies des plantes par divers mécanismes dont la production de
métabolites secondaires antagonistes, comme par exemple Bacillus subtilis, il produit de la
cependant, potentiellement avec d’autres tests comme celui sur milieu liquide, des propriétés
antibactériennes peuvent étre détectéees ou bien si propriétés peuvent étre détectées sur
d’autres souches de préférence des souches de référence déja utilisées pour détecter ce type de

propriétésfengycine et de la bacillomycine D contre Fusarium graminearum.

Donc, les 2 méthodes utilisées, dans notre étude, ont montré que les 4 bactéries testées

n’ont pas d’effet inhibiteur entre elles.
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Dans cette étude, 3 activitées biologiques ont été testées a savoir des activités
antioxydantes (catalasique et piégeage du DPPH), activités anti-inflammatoires (inhibition de
la dénaturation de I'albumine) et activités antibactériennes (effet bactéricide). Les surnageants
des isolats IBS1, IBS2 et IBY et la souche de référence E. coli se sont révélés posséder des
activités antioxydantes, des activités anti-inflammatoires. Cependant, ces bactéries n’ont pas
démontré des propriétés antibactériennes sur les bactéries testées. Le tableau suivant
récapitule les résultats obtenus.

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des résultats obtenus dans cette étude

(+) : présence d’activité, (-) : absence d’activité.

Activité antioxydante Activite Activite
o ) antibactérienne
anti-inflammatoire
H20: DPPH Inhibition de la Effet bactéricide
Les bactéries dénaturation de
testées I’albumine
Activité | 1C50 | Activité | IC50 | Activité IC50 Activité
pg/mL pg/mL pug/mL
E.coli + 7,400 + 1,424 + 20,178 -
IBS1 + 44,427 + 26,429 + 195,041 -
I1BS2 + 24,247 + 17,310 + 95,693 -
IBY + 21,685 + 33,189 + 120,844 -
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Dans ce travail, des propriétés biologiques antioxydantes, anti-inflammatoires et
antibactériennes de 2 isolats du sol (IBS1, IBS2), d'un isolat du yaourt (IBY) et de la souche
de référence Escherichia coli 25921 de la collection internationale ATCC ont été etudiées et

évaluées.

Les résultats obtenus dans ce travail montrent que les surnageants de ces bactéries
testées possedent des propriétés antioxydantes qui ont été révélées par 1’étude de 1’activité de
dégradation de I’H20: et I’activité de piégeage du DPPH. L’étude de I’activité de dégradation
de H202 a montré que le surnageant de la souche E. coli a un IC50 pour I’'H20. de 7,40
pg/mL celui de I’isolat IBS1 un IC50 de 44,427 pg/mL, de ’isolat IBS2 de 24,247 pg/mL
pour IBS2 et celui de I’isolat IBY de 21,68 pg/mL. Concernant 1’activité anti-DPPH les IC50
des surnageants sont comme suit : 1,424 pg/mL pour celui d’E. coli, 26,429 pg/mL pour celui
de I’IBS1, 17,310 pg/mL pour celui d’IBS2 et 33,189 pg/mL pour celui de I’isolat IBY.

Ainsi selon 'ordre décroissant de I’efficacité des activités antioxydantes (anti-DPPH et
anti-H>0>) les bactéries sont classées comme suit : pour 1’activité de dégradation de I’H20»,
E.coli est la plus performante suivi des isolats IBY, IBS2 et IBS1, pour I’activité de piégeage
du DPPH ,E.coli est la plus performante suivi des isolats IBS2, IBS1 et IBY.

Ces résultats montrent que la souche E.coli reste la plus performante pour les 2
activités antioxydantes testées, cependant, les autres bactéries possédent des différences de

performance pour les 2 activités.

Les résultats obtenus dans ce travail montrent également que les surnageants de ces
bactéries possedent des propriétés anti-inflammatoires capables d’inhiber la dénaturation de
I’albumine avec un 1C50 de 20,178ug/mL pour E. coli, 195,041 pg/mL pour IBS1, 95,693
pg/mL pour IBS2 et 120,844 ug/mL pour IBY. Ainsi, par ordre décroissant d'activité anti-
inflammatoire inhibitrice de la dénaturation de I'albumine, les bactéries sont classées comme

suit : E. coli est la plus efficace, suivie par IBS2, IBY et IBS1.

En ce qui concerne les propriétés antibactériennes, les résultats des méthodes utilisées

ont indiqué 1’absence d'effet inhibiteur (effet bactéricide) dans les surnageants des 4 bactéries.

L’ensemble des résultats obtenus montrent une différence, entre les 4 bactéries testées,
dans les 2 activités antioxydantes et dans 1’activité antiinflammatoire, cependant les 4
bactéries ont montré le méme profil dans I’activité antibactérienne et ceci pour les 2 méthodes

utilisées.
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Sur la base des résultats obtenus dans cette étude, les bactéries peuvent étre une source
importante d’activités biologiques en particulier des activités antioxydantes et des activités

anti-inflammatoires.

Cette étude préliminaire sur les activités biologiques, peut s’ouvrir sur plusieurs
perspectives dans un but de mieux la faire avancer via des travaux futurs, comme par

exemple :

+ L’identification, la purification et la caractérisation des molécules responsables de ces
activites.

4+ Le test de ces activités dans d'autres conditions afin de déterminer celles qui
permettent leur meilleure induction et leur meilleure production.

+ La réalisation potentielle de modifications génétiques dans le but d’amélioration de ces
activités biologiques.

4+ La recherche d’autres activités biologiques comme par exemple des activités

enzymatiques.
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1. Préparation des milieux de culture

Pour les cultures et la purification de souche de référence Escherichia coli ATCC 25 921,
ainsi que pour la détection de leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et

antibactériennes les milieux de culture suivants ont été préparés.
2. Le Bouillon Nutritif

Le Bouillon Nutritif est un milieu liquide largement utilisé pour la culture des micro-
organismes peu exigeants. Le BN (Conda Nutrient Broth) est préparé par la dissolution de 13g
de la poudre du milieu BN dans 1 L d’eau distillée, puis autoclavé le Bouillon Nutritif a 121

C° pendant 15 minutes.
3. La Gélose Nutritive

La Gélose Nutritive est un milieu polyvalent servant a la culture d'un grand nombre de
microorganismes bactériens. Qui ne présentant pas d'exigences particuliéres (Vaseekaran et
al., 2010). La GN est préparée par la dissolution de 23g de la poudre de ce milieu (Conda
Nutrient agar 1SO-6579 1SO-10273 ISO 19250) dans 1L d’eau distillée aprés agitation sur

plaque chauffante, puis la gélose est autoclavée a 121 C° pendant 15 minutes.
4. Préparation de la gélose de MacConkey

MacConkey est unmilieu de culture sélectif employé pour [l'isolement et
I'identification des bacilles Gram négatifs il peut aussi différencier les organismes a Gram
négatif en fonction de leur métabolisme du lactose (Lee et al., 2010). La gélose de
MacConkey est couramment utilisée pour 1'isolement de 1’espéce Escherichia coli (Chapman
et al., 1991). La gélose MacConkey est préparée par la dissolution de 50g de la poudre
préeparée de ce milieu (Conda MacConkey Agar European Pharm) dans un 1L d’eau distillée
puis bien mélanger, aprés agitation sur plaque chauffante puis la gélose autoclavée a 121 C°
pendant 15 minutes.

5. Préparation du milieu Mueller-Hinton Agar

Le milieu Mieller-Hinton Agar est considéré comme le meilleur milieu a utiliser pour 1’étude
de la sensibilité des bactéries non exigeantes. Le milieu (MHA) (Conda Muller Hinton Agar),
est préparée par la dissolution de 38g de la poudre de ce milieu dans 1L d’eau distillée, apres

agitation sur plaque chauffante, la gélose est autoclavée.
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Résumé

Les bactéries ont été décrites comme des sources potentielles pour de nombreuses
propriétés biologiques. Dans ce travail, des propriétés biologiques antioxydantes (anti-H,O2et
anti-DPPH), anti-inflammatoires (inhibition la dénaturation de I'albumine) et antibactériennes
a été testée chez les 4 bactéries (IBS1, IBS2, IBY et E.coli). Les résultats obtenus montrent
que les surnageants des 4 bactéries testées possédent des propriétés antioxydantes (avec des
IC50 qui varient entre 7,40 et 44,427 pug/mL pour l'activité de dégradation de I'H.O et entre
1,424 et 33,189ug/mL pour l'activité de piégeage du DPPH) et anti-inflammatoires (avec des
IC50 qui varient entre 20,178 et 120,844pug/mL). Cependant, aucune activité antibactérienne
n’a été détectée par les méthodes utilisées. Comparée aux 3 autres bactéries la souche E. coli
reste la plus performante dans les activités biologiques antioxydantes et anti-inflammatoires
testées (IC50 de 7,40ug/mL pour activité de dégradation de H2O2, de 1,424 pg/mL pour
piégeage du DPPH et de 20,178 pg/mL pour I’activité inhibitrice de la dénaturation de
I"albumine).

Mots-clés : bactéries, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, H>O,, DPPH,
albumine, activité antibactérienne.

Summary

Bacteria have been described as potential sources for many biological properties. In this work,
antioxidant (anti-H.O> and anti-DPPH), anti-inflammatory (inhibition of albumin
denaturation) and antibacterial biological properties were tested in 4 bacteria (IBS1, IBS2,
IBY and E. coli). The results obtained show that the supernatants of the 4 bacteria tested have
antioxidant properties (with IC50 which vary between 7.40 and 44.427 ug/mL for the H20>
degradation activity and between 1.424 and 33.189ug/mL for the scavenging activity of
DPPH) and anti-inflammatories (with IC50 which vary between 20.178 and 120.844 pg/mL).
However, no antibacterial activity was detected by the methods used. Compared to the other 3
bacteria, the E. coli strain remains the most efficient in the antioxidant and anti-inflammatory
biological activities tested (IC50 of 7.40 pug/mL for H2O> degradation activity, 1.424 pg/mL
for DPPH trapping, and of 20.178 ug/mL for albumin denaturation inhibitory activity).

Key words: bacteria, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, H>O>, DPPH, albumin,
antibacterial activity.
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