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Symboles et abréviations 
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15 Introduction générale 

Le lien entre l’alimentation et la santé a été d’ores et déjà établi depuis l’antiquité. De nombreuses études 

scientifiques ont mis la lumière l’impact de certains facteurs nutritionnels sur la survenue de nombreuses 

pathologies chroniques : maladies cardiovasculaires, cancers, ostéoporose, maladies métaboliques et 

maladies neurodégénératives. De plus, dans les pays industrialisés, le style de vie (hygiène, tabac, 

sédentarité, activité physique, …..) accélèrent l’émergence de ces maladies, ce qui affecte la durée et la 

qualité de vie, générant ainsi des coûts de santé publique croissants. En effet, lors de ces dernières 

décennies, le rôle central du microbiote intestinal dans notre santé a été mis en évidence, sa composition 

détermine la survenue de nombreuses pathologies, telles que l’obésité, le diabète de type 2 ou encore les 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) (Prakash et al., 2011; Sommer and Bäckhed, 

2013). L’impact du microbiote alimentaire, ingéré quotidiennement, fait partie des liens qui existent 

entre l’alimentation et la santé (Cotillard et al., 2013; David et al., 2013). La modulation du microbiote 

intestinal via des microorganismes probiotiques est aujourd’hui un champ d’investigation en plein essor. 

Un probiotique est un "microorganisme vivant qui, lorsqu’il est consommé en quantité adéquate, confère 

un bénéfice pour la santé de l’hôte" (FAO, WHO, 2006). Il s'agit en très grande majorité de bactéries ou 

de levures, dont l'effet sur la santé peut s'exprimer en termes d'actions préventives ou thérapeutiques 

vis-à-vis de certaines maladies. Par conséquent, le marché des probiotiques est en plein croissance 

(Probiotics Market by Source, Form, Application, End User, Region - 2022 | MarketsandMarkets). Des 

résultats prometteurs sont observés dans le cas des MICI (Derwa et al., 2017).  

Dans ce contexte, les bactéries propioniques laitières, en particulier les souches de l’espèce 

Propionibacterium freudenreichii, pourraient avoir un rôle à jouer, suite à la découverte de leur 

propriétés anti-inflammatoires souche-dépendantes (Foligné et al., 2010). Les travaux au sein du 

laboratoire STLO (Science & technologie du lait & de l'œuf) ont mis en lumière les propriétés «2-en-1» 

de certaine souches de P. freudenreichii, c’est-à-dire des propriétés techno-fonctionnelles pour la 

fermentation d’aliments et des propriétés probiotiques. La sélection de souches de P. freudenreichii «2-

en-1» permettrait ainsi de mettre au point des aliments fonctionnels fermentés adaptés à une fraction 

croissante de la population atteinte de MICI ou permettant de prévenir l’apparition de ces maladies chez 

des sujets à risque. Le fromage emmental pourrait être l’aliment de prédilection pour concevoir des 
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aliments fonctionnels laitiers fermentés par P. freudenreichii. En effet, la bactérie P. freudenreichii est 

consommée en grande quantité dans l’emmental (109 bactéries par gramme de produit). De plus, des 

fromages expérimentaux, fermentés par P. freudenreichii seul, ou en combinaison avec d’autres 

bactéries probiotiques, préviennent l’apparition de la colite chimiquement induite chez la souris (Plé et 

al., 2015, 2016). Cependant, nous ignorons comment la matrice fromagère impacte les propriétés 

probiotiques de P. freudenreichii, en particulier l’effet immunomodulateur orchestré, en partie, par des 

protéines de surface immunomodulatrices. En effet, les propriétés probiotiques peuvent être affectées 

du fait de l’interaction de la bactérie avec la matrice fromagère mais également avec l’écosystème 

microbien existant.  

Ainsi, ce projet de thèse «PropioCheeseGut», intitulé «La vectorisation de Propionibacterium 

freudenreichii et de ses protéines immunomodulatrices par la matrice fromagère vers le tube digestif», 

a débuté dans le but d’apporter ces connaissances manquantes. La thèse bénéficiant d’une bourse CIFRE 

a été financée par l’association Bretagne Biotechnologies Alimentaires (BbA) et le Conseil Régional de 

Bretagne. Le travail a été encadré par Gwénaël Jan (INRA, UMR1253 STLO, Rennes, France) et 

s’inscrit dans les thématiques de recherche développés au sein du laboratoire STLO. Des collaborations 

avec l’institut NuMecan (Unité mixte INRA/INSERM, Saint Gilles) ainsi qu’avec le laboratoire LGCM 

(Université fédérale de Minas Gerais, Brésil) ont été établies pour répondre à la question de recherche : 

Comment la matrice fromagère impacte-t-elle les propriétés immunomodulatrices de P. 

freudenreichii CIRM-BIA 129 à travers ses protéines de surface ? 

Le manuscrit présentant ce travail de thèse a été organisé sous forme de différents chapitres, qui sont les 

suivants :  

- Le chapitre 1 fait l’état de l’art des données de littérature sur l’utilisation des probiotiques comme 

adjuvant pour prévenir ou pour traiter les MICI, en particulier la rectocolite hémorragique. Il comprend 

une première revue de littérature publiée qui présente les propriétés probiotiques versatiles des bactéries 

propioniques laitières. Les mécanismes d’action anti-inflammatoire des microorganismes probiotiques 

sont présentés. Une deuxième revue de littérature publiée est intégrée à ce chapitre afin de présenter les 

fonctions multiples des protéines S-layer de bactéries probiotiques à Gram positif, y compris P. 
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freudenreichii, avec un focus particulier sur leur rôle dans l’interaction avec les cellules de l’hôte. Une 

attention particulière a été donnée à la notion d’aliments fermentés fonctionnels et l’effet matrice sur les 

propriétés probiotiques de P. freudenreichii. 

- Le chapitre 2 aborde la question de recherche, l’objectif et les stratégies optées pour répondre à la 

question de recherche.  

Les chapitres suivants décrivent les résultats obtenus lors de la thèse, présentés sous forme d’articles :  

- Le chapitre 3 expose l’étude in vitro sur la vectorisation de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 et de 

ses protéines de surface par la matrice fromagère durant le processus de digestion in vitro. 

- Le chapitre 4 traite des résultats obtenus en termes des effets de la vectorisation par la matrice 

fromagère sur les propriétés probiotiques de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 in vivo, chez des porcelets 

sains.  

- Le chapitre 5 expose les résultats concernant l’effet matrice sur la viabilité in vitro de P. freudenreichii 

CIRM-BIA 129 dans l’environnement caecal, un milieu mimant les conditions environnmentales du 

côlon.  

- Le chapitre 6 présente les résultats précliniques sur l’effet anti-inflammatoire d’un emmental dit 

«probiotique» pour la prévention de la rectocolite hémorragique dans un modèle murin.  

Enfin, le manuscrit se termine par une discussion générale, qui rappelle les principaux résultats présentés 

dans chaque chapitre de résultats, qui démontre aussi comment ces résultats répondent à la question de 

recherche, et qui discute les limites de ces résultats obtenus. Tout au long de la discussion, des 

perspectives sont également proposées pour la poursuite de ce projet.
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1.1. Les maladies inflammatoires intestinales 

1.1.1. Définition, prévalence et étiologie  
 

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) comportent la maladie de Crohn (MC) et 

la rectocolite hémorragique (RCH). La MC se caractérise par une inflammation qui affecte n'importe 

quelle partie du tractus gastro-intestinal, de la bouche à l'anus. La RCH, quant à elle, correspond à 

l'atteinte inflammatoire de tout ou d’une partie du côlon. Elle est associée à un risque plus élevé de la 

survenue du cancer colorectal. Ces maladies évoluent par des poussées inflammatoires de durée et de 

fréquence variables, alternées par des phases de rémission (Observatoire National des MICI). Les pays 

développés d’Europe, d’Amérique du Nord, ainsi que d’Océanie présentent une prévalence élevée des 

MICI mais leur incidence s’est stabilisée au cours de ces dernières années (Figure 1) (Burisch et al., 

2013; Kaplan, 2015). Cependant, l’incidence des MICI augmente dans les pays en cours 

d’industrialisation (Pays du Maghreb, Asie, Afrique du Sud...) (Burisch et al., 2013; Kaplan, 2015).  

 

 

En France, environ 25 nouveaux cas de MICI sont diagnostiqués chaque jour (Figure 1) (Observatoire 

National des MICI). Dans le monde occidental, les MICI affectent essentiellement la qualité de vie des 

malades et entraînent des coûts substantiels pour les systèmes de santé (Kaplan, 2015). 

Figure 1. La prévalence ainsi que les coûts des maladies inflammatoires chroniques intestinales 

(MICI). Elles incluent la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH), les 

prévalences sont présentées pour l’année 2015 en France (Observatoire National des MICI), ainsi que 

dans le monde (Kaplan 2015). 
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L’étiologie exacte de ces maladies n’est pas élucidée. Cependant, elles semblent impliquer plusieurs 

facteurs de risque liés au système immunitaire, à l'environnement, au génotype et tout particulièrement 

au microbiote intestinal. La mise en évidence d’une dysbiose chez les patients atteints de MICI montre 

qu’il peut s’agir d’une anomalie de la réponse du système immunitaire intestinal vis-à-vis de certains 

composants de la flore intestinale, survenant chez des individus génétiquement prédisposés (Vindigni et 

al., 2016; Zhang and Li, 2014). Contrairement aux individus sains porteurs d’une population bactérienne 

fécale stable dans le temps, les patients atteints de MICI possèdent un microbiote instable (Frank et al., 

2007; Hartley et al., 1992). C’est ainsi qu’à côté des agents pathogènes classiques, le microbiote 

intestinal peut devenir pathogène par deux voies : l’expansion d’espèces « pro-inflammatoires » ou la 

diminution de la composante protectrice du microbiote (Duchmann et al., 1995; Packey and Sartor, 

2009).  

1.1.2. Symptômes et signes cliniques  
 

Les symptômes généraux associés aux MICI sont des douleurs abdominales, des diarrhées fréquentes, 

parfois sanglantes (cas de la RCH), ou encore une atteinte de la région anale (fissure, abcès). Elles 

s’accompagnent souvent de fatigue, d’anémie, d’amaigrissement, de fièvre et voir de manifestations 

extra-intestinales (articulaires, cutanées, oculaires, hépatiques) (Bernstein, 2015; Matowicka-Karna, 

2016). De nombreux marqueurs inflammatoires fécaux (lactoferrine, calprotectine fécale, …) ou 

sériques (Protéine C-réactive, sérum amyloïde A, cytokines pro-inflammatoires, ….) sont utilisés pour 

diagnostiquer les MICI et évaluer la sévérité de l’inflammation, en plus des examens endoscopiques 

(Langhorst et al., 2008; Matowicka-Karna, 2016).  

1.1.3. Thérapies disponibles : la piste des probiotiques 
 

Il n’existe pas de traitements curatifs permettant la guérison définitive des MICI. Les traitements 

conventionnels permettent seulement de diminuer l’intensité et la durée des poussées inflammatoires et 

d’allonger les durées de rémission. Il s’agit généralement d’anti-inflammatoires (Des dérivés salicylés 

ou des corticoïdes), des anti-TNFα, des immunosuppresseurs ou encore des antibiotiques. Des 

recommandations nutritionnelles sont parfois prescrites (Forbes et al., 2017). Dans certains cas sévères, 
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des interventions chirurgicales sont pratiquées. Les travaux pionniers du Pr. Gionchetti ont permis 

d’explorer la piste de moduler le microbiote intestinal via la consommation des microorganismes 

probiotiques immunomodulateurs afin d’atténuer l’inflammation intestinale (Bibiloni et al., 2005; 

Gionchetti et al., 2002). A ce jour, il y a des données suffisantes indiquant que la consommation de 

souches sélectionnées de probiotiques pourrait jouer un rôle favorable seulement pour lutter contre la 

RCH (Forbes et al., 2017). Ils permettraient de prévenir la RCH, ou d’induire la rémission et de la 

maintenir, en association ou non avec les traitements conventionnels de la RCH (Derwa et al., 2017; 

Forbes et al., 2017; Palumbo et al., 2016; Reiff and Kelly, 2010). La transplantation fécale est également 

une voie de thérapie en cours d’exploration, qui vise à implanter un microbiote sain pour atténuer 

l’inflammation intestinale (Wang et al., 2016). 

1.2. Les probiotiques : des adjuvants pour prévenir ou traiter la 

rectocolite hémorragique 

1.2.1. Méthodes d’évaluation des probiotiques anti-inflammatoires  
 

Dans le contexte de RCH, l’effet anti-inflammatoire est recherché et résulte généralement d’interactions 

complexes entre le probiotique et la muqueuse intestinale. Pour cribler des souches anti-inflammatoires, 

des modèles in vitro cellulaires simplifiés sont mis en œuvre. 

Des cultures monocouches de lignées cellulaires épithéliales intestinales du côlon, telles que les lignées 

HT-29 ou Caco-2, sont utilisées pour mimer les interactions du probiotique avec l’épithélium intestinal 

(Lea, 2015; Martínez-Maqueda et al., 2015). D’autres modèles, prenant en compte la complexité de la 

composition de l’épithélium intestinal, en termes d’architecture (Cultures en 2D ou 3D) et de 

composition cellulaire (cellules M, cellules de Goblet, cellules de Paneth ou encore des cellules 

entérodendocrines), sont développés (Araújo et al., 2016; Grabinger et al., 2014; Hill and Spence, 2017; 

Kernéis et al., 2000).  

Les cellules immunitaires sont également utilisées pour comprendre les interactions entre le probiotique 

et l’hôte. Des lignées immortalisées de cellules immunes, telle que la lignée THP-1 dérivant de 
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monocytes humains; ainsi que des cultures primaires de cellules immunes du sang (Peripheral blood 

mononuclear cells, PBMC) sont également employées (Chanput et al., 2014; Groell et al., 2018).  

Les modèles d’études précliniques pour évaluer le potentiel anti-inflammatoire sont essentiellement des 

modèles de colite murine. Les modèles de colite sont induits par de divers agents chimiques (Chassaing 

et al., 2014; Foligné et al., 2006; Randhawa et al., 2014). Ils incluent également des modèles d’animaux 

transgéniques, qui sont déficients pour un élément génétique impliqué dans la modulation de 

l’inflammation (Mizoguchi, 2012). Les modèles de colite induits chimiquement par l’acide 2, 4, 6-

trinitrobenzène sulfonique (TNBS) ou le dextran sulfate sodium (DSS) sont les modèles de colite les 

plus communément utilisés pour évaluer le potentiel d’utilisation d’une souche probiotique dans un 

contexte de RCH (Martín et al., 2017).  

1.2.2. Répertoire des probiotiques anti-inflammatoires  
 

Les nombreuses études précliniques ont permis d’identifier une diveristé de microorganismes 

probiotiques présentant des potentialités anti-inflammatoires dans le contexte de la RCH (Martín et al., 

2017). Les propriétés anti-inflammatoires mises en évidence sont généralement souches-dépendantes. 

Ces microorganismes probiotiques englobent majoritairement des bactéries à Gram positif, telles que 

les bactéries lactiques et les bifidobactéries; ainsi que des levures, telles que Saccharomyces boulardii 

(Martín et al., 2017). Parmi ces microorganismes, on peut distinguer des espèces originellement 

identifiées comme espèces commensales, telle que Faecalibacterium prausnitzii; et d’autres espèces qui 

un long historique d’utilisation dans notre alimentation.  

Les effets protecteurs de ces probiotiques en tant qu’adjuvants aux traitements conventionnels ont été 

validés pour certains d’entre eux au niveau clinique (Tableau 1) (Probiotic Chart). Les formulations 

probiotiques existantes peuvent inclure plusieurs souches probiotiques qui apportent des fonctionnalités 

complémentaires. La Société Européenne de Nutrition Clinique et Métabolisme (ESPEN) recommande 

en effet la formulation probiotique VSL#3 ainsi que Escherichia coli Nissle 1917 pour prolonger les 

durées de rémission des patients atteints de la RCH.  
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Produit 

probiotique 
Souches Indication UFC-posologie/jour 

Etape d’essai 

clinique 
Références 

FlorastorMax® 
 Saccharomyces boulardii lyo 

CNCM I-745 

M
IC

I-
R

ec
to

co
li

te
 h

ém
o

rr
a

g
iq

u
e
- 

A
d

ju
v

a
n

ts
 a

u
x
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r
a

it
em

en
ts

 

co
n

v
en

ti
o

n
n

el
s 

1.1010 UFC/sachet-1 sachet 
III (Guslandi et al., 2000) 

5.109 UFC/sachet-1 à 2 sachets  

Mutaflor® Echerichia coli Nissle 1917 2.5-25.109 UFC /capsule 1-2 capsule I 
(Henker et al., 2008; 

Kruis et al., 1997, 2004) 

Visbiome Extra 

Strength™ 

L. acidophilus DSM24735   

I 
(Sood et al., 2009; Tursi 

et al., 2004, 2010) 

L. paracasei DSM24733   

L. delbrueckii subsp. bulgaricus 

DSM24734 4.50.1011 UFC/sachet-1 à 2 sachets 

L. plantarum DSM24730  
B. longum DSM24736  

B. breve DSM24732 1.12.1011 UFC/capsule-1 à 4 capsules 

S. thermophilus DSM2473  
B. infantis DSM24737   

VSL#3® 

L. acidophilus SD5212  

I 
(Sood et al., 2009; Tursi 

et al., 2004, 2010) 

L. casei SD5218 9.1011 UFC/sachet-1 sachet 

L. bulgaricus SD5210  
L. plantarum SD5209 4,50.1011 UFC/sachet-1 à 2 sachets 

B longum SD5219  
B. infantis SD5220 1,12.1011 UFC/capsule-1 à 4 capsules 

B. breve SD5206  

S. thermophilus SD5207   

 

 

 

 

 

 

Tableau 1. Liste des formules probiotiques ayant été évaluées au niveau clinique pour prolonger les durées de rémission de patients atteints de 

rectocolite hémorragique. Les différentes formules sont commercialisées et les souches utilisées ont le statut GRAS délivré par la FDA et/ou le numéro 

délivré par Health Canada (http://usprobioticguide.com/).  

I : Preuves obtenues à partir d'au moins un essai randomisé correctement conçu. 

II : Preuves obtenues d'essais contrôlés bien conçus sans randomisation. Des résultats significatifs dans des essais non contrôlés pourraient également être considérés.  

III : Avis d'autorités respectées, fondées sur des études clinique, des études descriptives ou des rapports de comités d'experts. 

http://usprobioticguide.com/
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1.2.3. Revue de littérature : les propriétés probiotiques versatiles des 

bactéries propioniques laitières 
 

Récemment, les souches de Propionibacterium freudenreichii sont rajoutées à cette liste de probiotiques 

ayant présenté des effets pour réduire la sévérité de la colite murine (Foligné et al., 2010; Plé et al., 2015, 

2016). Connu pour leur long historique d’usage en tant que ferment fromager, P. freudenreichii a 

récemment été décrit comme une bactérie commensale immunomodulatrice (Colliou et al., 2017). 

Propionibacterium freudenreichii est une actinobactérie bénéfique, qui possède un statut GRAS 

(Generally Recognized as Safe) délivré par la FDA aux Etats Unis, ainsi qu’un statut QPS (Qualified 

Presumption of Safety) en Europe. Elle est exploitée par l’industrie agroalimentaire pour différentes 

utilisations, principalement pour la fabrication de fromages à pâte pressée cuite (Thierry et al., 2011a). 

Dans la littérature, les souches de P. freudenreichii sont décrites comme des bactéries ayant de multiples 

propriétés probiotiques plus ou moins confirmées au niveau clinique, tels que des effets anti-cancéreux, 

la modulation du microbiote intestinal et des effets immunomodulateurs.  

La revue résume les caractéristiques probiotiques souches-dépendantes des propionibactéries laitières 

rapportées par la littérature. En effet, les propionibactéries répondent aux critères de sélection des 

bactéries probiotiques, tels que la capacité de tolérance aux stress digestifs et d’adhésion aux cellules 

épithéliales intestinales. Ceci est un prérequis pour leur persistance dans le tractus digestif. Dans cette 

revue, les effets bénéfiques rapportés sur P. freudenreichii et sur P. acidipropionici sont classés en 

fonction de l’effet probiotique induit : modulation du microbiote intestinal, immunomodulation et des 

effets anti-cancéreux. Les mécanismes moléculaires proposés pour expliquer ces effets probiotiques sont 

discutés.  

Cette revue a été publiée dans le journal Microorganisms, comme suit : 

Rabah H, Do Carmo FLR, Jan G. Dairy Propionibacteria: Versatile Probiotics. 

Microorganisms. 2017 May 13; 5(2):24. 
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Nota Bene : Reclassification d'espèces sélectionnées du genre Propionibacterium dans les 

nouveaux genres proposés : Acidipropionibacterium gen. nov., Cutibacterium gen. nov. et 

Pseudopropionibacterium gen. nov. 

 

Dans la revue précédente, nous avons distingué les espèces de propionibactéries dites « laitières » et 

« cutanées » qui appartenaient au même genre Propionibacterium. Une nouvelle reclassification des 

espèces de Propionibacterium est proposée sur la base de l’homologie de la séquence de l’ARNr 16S 

(Figure 2) (Scholz and Kilian, 2016). La reclassification proposée est en cohérence avec les autres 

caractéristiques des espèces, telles que l’habitat des espèces, la topologie génomique, le contenu en GC 

de l’ADN et les schémas de pertes et d’acquisitions de gènes dans les propionibactéries cutanées, au 

cours de leur adaptation à l'hôte humain (Scholz and Kilian, 2016).  

 

 

 

Figure 2. Arbre phylogénétique à évolution minimale des espèces de la famille des 

Propionibacteriaceae basé sur les séquences d'ARNr 16S. La séquence d'ARNr 16S de 

l'Actinomycetale Corynebacterium diphteriae a été utilisée pour construire l'arbre phylogénétique. La 

répartition des différentes espèces de Propionibacterium en 4 genres distincts est précisée pour chaque 

espèce. Le schéma a été adapté de Scholz et Kilian,. (2016). 
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1.3. Les mécanismes moléculaires d’action des probiotiques  

1.3.1. Interactions complexes entre les probiotiques et l’hôte 
 

Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires déclenchés par les probiotiques, impliqués 

dans l’atténuation de l’inflammation, aidera à mieux interpréter les données cliniques et facilitera au 

mieux la sélection de meilleures souches probiotiques pour lutter contre la RCH.  

La muqueuse intestinale est constituée d’épithélium intestinal et elle est également associée aux tissus 

lymphoïdes du tube digestif (Gut-Associated Lymphoid tissue, GALT) (Bron et al., 2012). Les 

vaisseaux lymphatiques drainent le tissu conjonctif sous-jacent à l’épithélium intestinal (Lamina 

propia), où de diverses cellules immunitaires y résident, telles que les cellules présentatrices d’antigène 

(cellules dendritiques, DC) et d’autres cellules immunitaires (lymphocytes T et lymphocytes B). Ils 

connectent la Lamina Propia et les plaques de Peyer, qui sont des follicules lymphoïdes contenant 

diverses cellules immunes, aux ganglions mésentériques intestinaux, le cœur de l’immunité adaptative 

(Figure 3). Cette structure complexe est le siège de la première réponse de défense ou de tolérance contre 

les microorganismes présents dans la lumière intestinale (Bron et al., 2012).  

Le « dialogue » permanent entre la muqueuse intestinale et le microbiote, y compris les probiotiques 

ingérés, résulte d’une part des interactions avec les cellules épithéliales intestinales qui sont en 

interaction avec les cellules immunes présentes dans les GALT. D’autre part, il résulte également des 

interactions directes entre les cellules immunes (cellules dendritiques) et le microbiote (Figure 3).  

Pour les sections qui suivent, pour des soucis de simplification, les données présentées concernent 

seulement les probiotiques bactériens, et non les probiotiques levures, qui présentent en partie des 

mécanismes moléculaires d’action similaires aux probiotiques bactériens (Pothoulakis, 2009). 
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1.3.2. Métabolites immunomodulateurs sécrétés 
 

De nombreux métabolites issus du métabolisme du microbiote ou du probiotique ingéré sont 

responsables des propriétés immunomodulatrices, permettant ainsi l’atténuation de l’inflammation 

intestinale et le maintien l’homéostasie intestinale (Engevik and Versalovic, 2017; Suchodolski and 

Jergens, 2016). Les propriétés immunomodulatrices exercées par ces métabolites peuvent agir de 

manière directe sur les cellules épithéliales intestinales, ou sur les cellules immunes ou encore sur ces 

deux types de cellules. En plus, les métabolites peuvent agir sur l’inflammation via la modulation du 

microbiote intestinal (Engevik and Versalovic, 2017). 

Figure 3. Représentation schématique de l’architecture complexe de la muqueuse intestinale qui 

est constituée de l’épithélium intestinal et de tissus lymphoïdes (Gut-Associated Lymphoid tissue, 

GALT). L’épithélium intestinal est constitué d’entérocytes, de cellules de Paneth en rouge (Production 

de peptides antimicrobiens), de cellules caliciformes (Production de mucus), de cellules M en jaune 

(présentation d’antigènes) et de cellules entéroendocrines. Les cellules immunitaires présentes dans les 

GALT sont en étroite interaction avec l’épithélium intestinal et le microbiote intestinal. Le schéma a 

été repris de la revue de littérature publiée par Bron et al., (2012). 
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Certains métabolites sont communément produits par différentes espèces probiotiques et possèdent des 

mécanismes d’action moléculaires homologues. Parmi ces composés, on retrouve les acides gras à 

chaîne courte (Machiels et al., 2014; Sun et al., 2017) ou les acides gras conjugués (Bassaganya-Riera 

et al., 2012a, 2012b; Evans et al., 2010); ou encore des vitamines, telles que les vitamines B (Levit et 

al., 2017, 2018; Thomas et al., 2016) ou des précurseurs de la vitamine K (Okada, 2006). D’autres 

composants sont plus spécifiques d’une souche donnée et contribuent également à l’effet 

immunomodulateur d’un probiotique, parmi ces composés, on retrouve : des bactériocines (Yin et al., 

2018), des protéines sécrétées (Bermúdez-Humarán et al., 2015) et des microvésicules extracellulaires 

(Alvarez et al., 2016; Fábrega et al., 2017; Rubio et al., 2017). 

Le nombre et le type de métabolites produits sont espèce et souche–dépendants. Ainsi, l’effet anti-

inflammatoire d’une souche probiotique donnée résultera d’un composé donné ou d’un ensemble de 

métabolites sécrétés. Dans le cas des souches de P. freudenreichii, nombre de ces métabolites cités sont 

en effet produits de manière souche-dépendante (voir section 1.2.3). 

1.3.3. Composants immunomodulateurs de la paroi  
 

La surface de la paroi bactérienne semble être un site clé dans ces mécanismes d’interaction entre les 

probiotiques et les cellules de l’hôte. Elle est constituée de diverses molécules, de natures biochimiques 

très diverses (protéines, lipides, glycanes, …), qui présentent des propriétés immunogènes (Figure 4). 

Ces composants sont appelés MAMPs, pour Microbe-Associated Molecular Pattern. Les MAMPs, 

incluent diverses molécules telles que le peptidoglycane, des exopolysaccharides, des acides téichoïques 

et lipotéichoïques, des lipopolysaccharides, …. (Figure 4). 
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Figure 4. Représentation schématique de la composition pariétale des bactéries à Gram négatif et 

à Gram positif. Les images (Behance) ont été modifiées selon des revues de littérature publiées 

(Sengupta et al. 2013; Delcour et al. 1999; Sleytr et al. 2014). Les différents MAMPs cités dans la 

section 1.3.3 sont indiqués. 
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Les MAMPs, selon leur nature, sont reconnus de manière spécifique par des récepteurs de l’immunité 

innée appelés PRRs, pour Pattern recognition receptors. Les PRRs sont présents sur les cellules 

immunitaires ainsi que sur les cellules épithéliales intestinales. Parmi ces récepteurs de l’immunité qui 

peuvent interagir avec des composants bactériens, on distingue les récepteurs Toll-Like Receptors 

(TLR) (Gao and Li 2017), les récepteurs Nucleotide-binding and oligomerization domain (NOD)-like 

(NLRs) (Kim et al., 2016; Kobayashi et al., 2005) et les récepteurs C-type Lectin (CLRs) (Geijtenbeek 

and Gringhuis, 2016; Hou et al., 2017). 

L’interaction entre un PRR donné avec un MAMP donne lieu à une cascade de signalisation cellulaire 

aboutissant à la production de cytokines. Le cocktail de cytokines produit déterminera ainsi la 

différenciation des lymphocytes T (immunité adaptative) et régira ainsi la réponse immunitaire globale 

intestinale (Figure 5). La réponse immunitaire résultera en un mécanisme de défense ou de tolérance en 

fonction du MAMP détecté. D’autres fonctionnalités de l’homéostasie intestinale peuvent être 

également altérées: production d’IgA, production de mucus, production de peptides antimicrobiens….. 

En effet, chez les espèces de Bifidobacterium et de Lactobacillus, les études montrent le rôle des 

exopolysaccharides dans la modulation de la réponse immunitaire (Balzaretti et al., 2017; Laiño et al., 

2016; Murofushi et al., 2015; Shao et al., 2014; Verma et al., 2018; Wu et al., 2010). Les acides 

téichoïques et lipotéichoïques sont également des médiateurs des effets immunomodulateurs de 

certaines espèces probiotiques (Kim et al., 2008; Lebeer et al., 2012; Mohamadzadeh et al., 2011; Smelt 

et al., 2013) .  

Les protéines de surface, liées de manières covalentes ou non, contribuent également à l’effet 

immunomodulateur de certains probiotiques. Parmi ces protéines, on distingue les pili (Ganguli et al., 

2015), des  protéines associées au peptidoglycane, des protéines constitutives de la couche S (Protéines 

S-layer, Slps) ou encore des protéines associés à la couche S (Lebeer et al., 2018; Sengupta et al., 2013). 

Dernièrement, un intérêt croissant a été porté sur les protéines de la couche S, principalement chez les 

espèces de Lactobacillus, pour leur rôle dans l’interaction avec l’hôte (Gerbino et al., 2015a). En effet, 

Chez L. acidophilus, l’interaction entre la protéine SlpA et un récepteur de type CLRs est déterminante 

pour son effet protecteur contre la colite murine (Lightfoot et al., 2015).  
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Figure 5. Représentation schématique de la différenciation des lymphocytes T naïfs pilotée par 

les cellules dendritiques (DC) suite à une interaction avec un motif de la paroi bactérienne. Selon 

les cytokines produites par les DC, les lymphocytes T (LT) peuvent être différenciés principalement 

en lymphocytes régulateurs (Treg), en lymphocytes T auxiliaires 1 (Th1), en lymphocytes T 

auxiliaires 2 (Th2) ou en lymphocytes T auxiliaires 17. Les lymphocytes T activés sécrètent des 

cocktails de cytokines spécifiques ainsi que des facteurs de transcription spécifiques de chaque 

population (Foxp3, T-bet, GATA3 et RORγt). La réponse immunitaire sera déterminée en fonction 

des orientations Treg/Th17 et Th1/Th2. Le schéma a été adapté à partir d’une revue de littérature 

publiée (Bailey et al. 2014). 
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1.3.4. Revue de littérature: l’état de l’art sur les fonctions des protéines de 

surface extractibles  
 

Certaines bactéries à Gram positif, y compris certaines bactéries probiotiques, sont recouvertes d'une 

couche protéique appelée la couche S (S-layer). Décrite comme une couche paracristalline et formée par 

l'auto-assemblage de protéines S-layer (Slps), cette structure optionnelle est particulière. D'autres 

protéines, y compris des protéines associées à la couche S (SLAP), et d'autres protéines liées de manière 

non covalente à la surface, peuvent également être extraites avec cette structure de surface.  

Chez, P. freudenreichii, le projet de recherche ANR SURFING (Starter SURFace against INflammation 

of the Gut) a mis en évidence la présence de cinq protéines de surface de type S-layer chez la souche 

anti-inflammatoire CIRM-BIA 129: SlpA, SlpB, SlpE, Internaline like (Inl like) et Large Surface Protein 

A (LspA) (Le Maréchal et al., 2015). Elles sont en partie responsables de l’effet immunomodulateur, 

via l’induction de cytokines par les cellules immunitaires du sang (Le Maréchal et al., 2015). 

Récemment, le rôle d’une protéine de surface S-layer a été démontré dans l’effet protecteur de P. 

freudenreichii UF1 contre l’entérocolite nécrosante chez les nouveaux nés. 

Dans cette revue, nous explorons ainsi les multiples fonctions des protéines S-layer bactériennes, ainsi 

que leur rôle dans l’interaction entre les bactéries probiotiques à Gram positif, y compris les 

propionibactéries, et les cellules de l’hôte. 

Cette revue a été publiée dans le journal Frontiers in Microbiology, comme suit : 

Do Carmo FLR *, Rabah H *, De Oliveira Carvalho RD, Gaucher F, Cordeiro BF, 

Da Silva SH, et al. Extractable Bacterial Surface Proteins in Probiotic-Host 

Interaction. Front Microbiol. 2018. 9:645. doi: 10.3389/fmicb.2018.00645. 

* Contribution égale au travail 
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1.4. Les aliments fonctionnels fermentés : des adjuvants pour 

prévenir ou traiter la rectocolite hémorragique 

1.4.1. Avantage des probiotiques « 2-en-1 » 
 

Certains probiotiques, dont les effets préventifs contre la RCH ont été démontrés, possèdent des 

propriétés dites «2-en-1 ». Il s’agit souvent de microorganismes utilisés dans la fermentation de diverses 

matrices alimentaires, et qui exercent également un fort potentiel probiotique. La mise au point 

d’aliments laitiers fermentés fonctionnels via ces bactéries « 2-en-1 » est un levier prometteur pour 

moduler le microbiote intestinal dans le but de prévenir ou d’aider à la rémission de la RCH. Les aliments 

fonctionnels sont définis comme «ingrédients similaires en apparence, ou pouvant être un aliment 

conventionnel, qui est consommé dans le cadre d’une diète normale, et qui a été démontré comme ayant 

des bénéfices physiologiques et/ou pouvant réduire le risque de maladies chroniques, au-delà des 

fonctions nutritionnelles de base» (Diplock et al., 1999; Saris et al., 1998). 

Il existe quelques aliments fonctionnels commercialisés, et qui ont été ainsi évalués au niveau clinique 

pour de nombreuses indications (Tableau 2) (Probiotic Chart). Il existe des preuves solides de l’efficacité 

de ces aliments fonctionnels, notamment pour la prévention de diarrhées d’origine infectieuse. 

Cependant, jusqu’à aujourd’hui, il n’existe pas d’aliments fonctionnels pour le co-traitement ou la 

prévention de la RCH, en Europe ou ailleurs dans le monde (Tableau 2). Il est à noter que des bactéries 

probiotiques non « 2-en-1 » peuvent être incluses également dans les aliments fonctionnels (Tableau 2). 

Les souches de P. freudenreichii, possédant également ces propriétés « 2-en-1 », sont des bactéries de 

prédilection pour développer des aliments fonctionnels laitiers fermentés, tels que les fromages à pâte 

pressée cuite. En effet, les produits laitiers fermentés font partie du régime quotidien dans les pays 

industrialisés, et présentent un moyen pertinent pour la vectorisation de bactéries probiotiques. En 

France, 72 % des Français consomment tous les jours des produits laitiers et font partie des plus grands 

consommateurs de fromage avec une consommation de 27,2 Kg de fromage/ an en 2016 (L’économie 

laitière en chiffres – édition 2018).  
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Aliment Souche  Indication Sujets 
Etape d’essai 

clinique 
Références 

DanActive 

Actimel® 

L. casei sp. Paracasei 

CNCM I-1518 

Prévention de la diarrhée associée à la 

prise d'antibiotiques 
Adultes I (Hickson et al., 2007) 

Diarrhée de cause infectieuse 

 
Enfants II 

(Merenstein et al., 2010; Pedone et al., 

1999, 2000) 

Effets immunomodulateurs divers Adultes I 

(Boge et al., 2009; Guillemard et al., 2010b, 

2010a; Marcos et al., 2004; Meyer et al., 

2006; Ortiz-Andrellucchi et al., 2008; 

Tiollier et al., 2007; Turchet et al., 2003) 

Adjuvant associé au traitement 

conventionnel pour l'éradication 

d'Helicobacter pylori 

Enfants I (Sýkora et al., 2005) 

Effets immunomodulateurs divers Enfants I 
(Giovannini et al., 2007; Lin et al., 2009; 

Merenstein et al., 2010) 

Yakult® L.casei Shirota 

Constipation Adultes I (Koebnick et al., 2003; Tilley et al., 2014) 

Humeur et anxiété/stress (Il ne s’agit 

pas d’un substituant au traitement 

conventionnel) 

Adultes II (Kato-Kataoka et al., 2016; Rao et al., 2009) 

Effets immunomodulateurs divers Adultes I 
(Dong et al., 2013; Gleeson et al., 2011; 

Ivory et al., 2008; Nagao et al., 2000) 

Activia® 
B. (animalis) lactis 

CNCM I-2494 

Constipation Adultes I (Yang et al., 2008) 

Syndrome de l'intestin irritable (IBS) Adultes I 
(Agrawal et al., 2009; Guyonnet et al., 

2007) 

GoodBelly® 

ProbioticJuice 

Drinks 

L. plantarum 299v Syndrome de l'intestin irritable (IBS) Adultes 

I  (Ducrotté et al., 2012; Niedzielin et al., 

2001; Nobaek et al., 2000) 
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GoodBelly® Oat 

Drink Straight 

Shot 

Prévention de la diarrhée associée à 

Clostridium difficile 

Adultes III (Klarin et al. 2008) 

GoodBelly® Oat 

Drink Super Shot 

Prévention de la diarrhée associée à la 

prise d'antibiotiques 

Adultes III (Lönnermark et al., 2010) 

Tableau 2. Liste des aliments fonctionnels disponibles dans le commerce dont les effets probiotiques ont été étudiés chez l’homme. Les souches 

utilisées possèdent le statut GRAS délivré par la FDA et/ou le numéro délivré par Health Canada (http://usprobioticguide.com/ ).  

I : Preuves obtenues à partir d'au moins un essai randomisé correctement conçu. 

II : Preuves obtenues d'essais contrôlés bien conçus sans randomisation. Des résultats significatifs dans des essais non contrôlés pourraient également être considérés. 

III : Avis d'autorités respectées, fondées sur des études cliniques, des études descriptives ou des rapports de comités d'experts. 

http://usprobioticguide.com/
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1.4.2. Effet de la matrice fromagère sur les propriétés probiotiques de P. 

freudenreichii  
 

Lors de la vectorisation d’un probiotique via des aliments fermentés, les interactions complexes 

existantes entre la matrice de vectorisation et la flore microbienne peuvent affecter ses propriétés 

immunomodulatrices. Ainsi, il est essentiel de caractériser ces interactions afin de comprendre les 

mécanismes d’action du probiotique in situ.  

Quelques données sont disponibles sur l’effet matrice sur les propriétés probiotiques de P. freudenreichii 

(voir section 1.2.3). Les études menées sur P. freudenreichii suggèrent que la microstructure physique 

et la composition chimique du milieu de culture et/ou de vectorisation peuvent affecter la physiologie 

bactérienne, y compris sa  tolérance aux stress digestifs et son activité métabolique dans le côlon (Cousin 

et al., 2012; Gagnaire et al., 2015; Leverrier et al., 2005).  

En ce qui concerne l’impact de la matrice fromagère sur les propriétés anti-inflammatoires de P. 

freudenreichii, très peu de données sont disponibles. Les études in vivo montrent que des fromages 

fonctionnels fermentés par P. freudenreichii CIRM-BIA 129, seule ou en combinaison avec 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CNRZ327, peuvent prévenir l’apparition de la colite 

chimiquement induite chez les souris (Plé et al., 2015, 2016). Cependant, nous ignorons si les effets 

anti-inflammatoires des fromages fonctionnels ainsi développés sont optimisés ou atténués, en 

comparaison à une vectorisation par un milieu liquide, de qualité alimentaire tel qu’un lait ou un 

ultrafiltrat de lait. Aucune étude n’a été menée sur la tolérance aux stress digestifs ou sur l’adaptation 

au côlon chez P. freudenreichii, inclus dans une matrice fromagère. De plus, il a été démontré que les 

protéines immunomodulatrices de P. freudenreichii sont bien exprimées dans la matrice fromagère (Plé 

et al., 2015), mais leur devenir dans le tube digestif est inconnu, telle que leur protéolyse ou leur 

expression dans le côlon. 

De plus, outre les impacts pouvant résulter de l’interaction entre P. freudenreichii et la matrice 

fromagère, des interactions pourraient exister entre P. freudenreichii et l’écosystème microbien existant 

dans le fromage, et affecter ainsi ses propriétés probiotiques.  
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Chapitre 2 : « Objectif et stratégie » 
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2.1. Question de recherche  
 

Tel que indiqué dans les deux revues de littérature, les propriétés probiotiques de Propionibacterium 

freudenreichii (Pf), dont l’effet immunomodulateur exercé par les protéines S-layer (Slps), sont souche-

dépendantes. L’étude de l’effet matrice sur le potentiel probiotique de P. freudenreichii reste peu 

exploré. Dans la perspective de développer des fromages dit «fonctionnels» fermentés par P. 

freudenreichii, il est fondamental de comprendre comment la vectorisation par la matrice fromagère 

influence les propriétés probiotiques de P. freudenreichii. Les études menées jusqu’à aujourd’hui nous 

ont permis d’avancer l’hypothèse que le potentiel immunomodulateur de P. freudenreichii sera modulé 

par la matrice fromagère, par comparaison à une culture liquide ; par le fait d’une une variation de la 

quantité vivante atteignant le côlon d’une part, et d’autre part par le fait d’une variation en termes de 

protéome de surface, en particulier les protéines Slps. En fonction de la matrice de vectorisation, 

l’activité métabolique in situ et donc la production de métabolites anti-inflammatoires sera modulée. La 

réponse immunitaire de l’hôte se fera également en fonction de la composition du protéome de surface.  

La question de recherche principale, objet de la thèse, est donc la suivante : 

Comment la matrice fromagère impacte-t-elle les propriétés immunomodulatrices de P. 

freudenreichii à travers ses protéines Slps ? 

2.2. Objectif et stratégie  
 

Le projet de thèse vise à déterminer l’impact de la matrice fromagère sur les propriétés probiotiques, en 

particulier les propriétés immunomodulatrices de P. freudenreichii et de ses protéines S-layer, pour une 

vectorisation vers le tube digestif. Nous avons fait le choix de travailler principalement sur une seule 

souche, Pf CIRM-BIA 129 ; il s’agit de la souche ayant le meilleur potentiel anti-inflammatoire in vitro 

et ayant été évaluée in vivo dans un modèle de colite murine (Foligné et al., 2010, 2013; Le Maréchal et 

al., 2015; Plé et al., 2015). De plus, dans la première partie du projet de thèse, nous avons fait le choix 

d’étudier l’effet de la matrice fromagère en utilisant un fromage monosouche développé précédemment 

(Plé et al., 2015), afin de s’affranchir des interactions qui peuvent exister entre P. freudenreichii et la 
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flore microbienne d’un fromage emmental. La question de recherche a été déclinée en plusieurs sous-

questions présentées sous forme de chapitres. Pour y répondre, différentes expérimentations ont été 

menées, s’inscrivant dans un schéma général de stratégie (Figure 6), détaillé ci-dessous :  

1) Dans le chapitre 3, la question principale étudiée était : quel est l’effet de la matrice 

fromagère sur les propriétés immunomodulatrices de P. freudenreichii CIRM-BIA 

129 lors de la digestion in vitro ? Pour cela, la tolérance aux stress digestifs de P. freudenreichii 

ainsi que la protéolyse des protéines de surface ont été comparées, entre une vectorisation par 

la matrice fromagère et une vectorisation par une culture sur l’ultrafiltrat de lait. Le modèle de 

digestion statique in vitro, ainsi que le modèle dynamique de digestion DIDGI® ont été utilisés. 

Dans une démarche complémentaire, l’effet immunomodulateur des peptides issus de la 

protéolyse des protéines Slps sur des cellules épithéliales intestinales HT-29 a été déterminé, et 

il a été comparé à l’effet immunomodulateur exercé par P. freudenreichii CIRM-BIA 129 et des 

protéines Slps intactes. 

2) Dans le chapitre 4, au vue des résultats in vitro, nous avons souhaité répondre à la question 

suivante : est-ce que la matrice fromagère module les propriétés immunomodulatrices in 

vivo  de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 ? Pour y répondre, l’effet de la matrice fromagère 

sur la protéolyse in vivo des Slps en comparaison à une culture sur l’ultrafiltrat de lait a été 

recherché dans un modèle de porcelets. Ensuite, l’effet de la matrice fromagère sur l’activité 

métabolique in vivo ainsi que les propriétés immunomodulatrices de P. freudenreichii a été 

examiné chez les porcelets, par comparaison à une culture sur l’ultrafiltrat de lait. La réponse 

immunitaire des porcelets a été évaluée au niveau intestinal et au niveau systémique en termes 

de réponse cytokinique et de modulation des phénotypes des lymphocytes T. La réponse ex vivo 

des cellules immunitaires intestinales et systémiques a été également analysée en réponse à des 

stimuli pro-inflammatoires. 

3) Dans le chapitre 5, nous avons souhaité explorer, comment le milieu de croissance influence-

t-il la survie de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 dans le milieu caecal ? Un milieu caecal a 

été préparé à partir des contenus caecaux récupérés lors de l’abattage des porcelets (Chapitre 4) 
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afin de mimer l’environnement colique. Nous avons ainsi étudié la survie de P. freudenreichii, 

provenant de deux milieux de culture (YEL et ultrafiltrat de lait), en plus du fromage 

monosouche. Nous avons également étudié la survie de Pf en fonction de la protéolyse des 

protéines de surface afin de comprendre l’influence des protéines Slps sur l’adaptation de Pf au 

milieu caecal. De plus, nous avons étudié la survie de Pf et de Pf KO SlpB dans le milieu caecal. 

L’expression de novo des Slps a été également examinée.  

4) Dans le chapitre 6, la question principale posée était : quel est l’effet d’un emmental 

« probiotique » dans un modèle de colite chimiquement induite chez la souris ? Dans cette 

perspective, nous avons souhaité évaluer des souches lactiques et propioniques anti-

inflammatoires pour élaborer un emmental aux propriétés immunomodulatrices souhaitées. 

Nous avons sélectionné les souches : Pf CIRM-BIA 129, Streptococcus thermophilus LMD-9 

et de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CNRZ327. L’effet probiotique d’un fromage 

emmental a été évalué dans un modèle de colite murine, en le comparant à celui du fromage 

expérimental monosouche, précédemment testé (Plé et al., 2015). 
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Figure 6. Schéma de la stratégie générale mise en œuvre lors du projet de thèse pour répondre 

à la question de recherche : « Comment la matrice fromagère impacte-t-elle les propriétés 

immunomodulatrices de P. freudenreichii à travers ses protéines Slps ? ». La question de 

recherche a été déclinée en sept questions intermédiaires de recherche s’intéressant aux effets 

probiotiques de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 et de ses protéines Slps, suite à une vectorisation 

par la matrice fromagère. Le numéro de chapitre incluant les sous questions traitées est annoté sur la 

figure sous forme d’hexagones. 
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Chapitre 3 : « L’étude in vitro de la 

vectorisation de P. freudenreichii et 

de ses protéines S-layer par la 

matrice fromagère » 
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3.1.  Introduction  
 

Les études précédentes ont montré que les protéines de surface S-layer (Slps), qui jouent un rôle clé 

dans les interactions de P. freudenreichii (Pf) avec les cellules de l’hôte, sont sensibles aux protéases 

digestives (Deutsch et al., 2017; Do Carmo et al., 2017; Le Maréchal et al., 2015). De plus, lors du projet 

ANR SURFING, il a été montré que les protéines de surface S-layer de P. freudenreichii CIRM-BIA 

129 sont bien exprimées dans le fromage de type monosouche (Plé et al., 2015). Cependant, nous 

ignorons la cinétique de protéolyse des protéines Slps lors de la digestion, ainsi que s’il y a un effet de 

matrice sur cette cinétique. De plus, il est connu que la tolérance de P. freudenreichii aux stress digestifs 

est matrice-dépendante (Cousin et al., 2012; Leverrier et al., 2005), mais elle n’a jamais été investiguée 

lors d’une vectorisation par une matrice fromagère (Gagnaire et al., 2015). Ces effets hypothétiquement 

matrice-dépendants peuvent affecter les propriétés immunomodulatrices de Pf in situ. 

Cette partie du travail de thèse a donc pour objectif d’évaluer l’impact de la matrice fromagère sur la 

tolérance de P. freudenreichii aux stress digestifs d’une part, et d’autre part d’évaluer l’effet protecteur 

de la matrice fromagère vis-à-vis de la protéolyse digestive des protéines Slps, par comparaison aux 

matrices de vectorisation liquides. Cependant, dans une démarche préliminaire, nous avons souhaité 

explorer si les peptides libérés lors de la protéolyse des Slps sont bioactifs et s’ils peuvent induire, tout 

comme les protéines entières, un effet anti-inflammatoire sur les cellules de l’hôte (Figure 7).  

Pour répondre à cet ensemble de questions, nous avons comparé l’effet immunomodulateur de P. 

freudenreichii CIRM-BIA 129, de Slps, et des peptides issus de la protéolyse digestive des Slps,  sur 

des cellules épithéliales intestinales HT-29, en présence ou en absence de stimulus pro-inflammatoire 

(Lipopolysaccharide, LPS). Ensuite, nous avons utilisé en premier temps un modèle de digestion in vitro 

statique. Nous avons testé trois matrices de vectorisation ayant des concentrations en protéines laitières 

croissantes : une culture sur l’ultrafiltrat de lait (Cousin, et al. 2012), un lait fermenté, et un fromage 

monosouche (Plé et al., 2015). Dans ce modèle de digestion statique, nous avons testé deux souches 

différentes : la souche d’intérêt P. freudenreichii CIMR-BIA 129, qui exprime majoritairement la 

protéine SlpB, ainsi que la souche P. freudenreichii CIRM-BIA 118, qui exprime majoritairement la 



 
73 Résultats 

protéine SlpA. Ensuite, en raison de nombreuses limites du modèle statique de digestion, nous avons 

utilisé le modèle dynamique de digestion DIDGI® (Ménard et al., 2014). Ce dernier permet d’obtenir un 

suivi de viabilité et de protéolyse en cinétique et d’avoir un réglage précis du pH gastrique, ce qui était 

difficile à mettre en place lors du modèle statique de digestion.  

  

 

 

 

 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet de plusieurs communications scientifiques : 

- 2 posters ont été présentés : 

Figure 7. Quel est l’effet de la matrice fromagère sur les propriétés immunomodulatrices de 

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 lors de la digestion in vitro ? Le chapitre 3 (en vert) présente 

les résultats des expérimentations in vitro visant, à comprendre la pertinence de protéger les 

protéines Slps contre la protéolyse digestive et d’évaluer l’effet protecteur de la matrice fromagère 

sur P. freudenreichii (Pf) et sur ses protéines Slps. Ainsi, les questions  abordées dans ce chapitre 

3 sont: 

1. Est-ce que les peptides issus de la protéolyse des protéines Slps sont bioactifs ? 

2. Est-ce que la matrice fromagère améliore la tolérance de Pf  aux stress digestifs ? 

3. Est-ce que la matrice fromagère protège les protéines Slps de la protéolyse digestive ? 



 
74 Résultats 

i) Au 4éme symposium international sur Propionibactéries et Bifidobactéries, Cork-Irlande, Septembre 

2016; 

ii) A la conférence internationale de probiotiques et de protéines antimicrobiennes, Barcelone-Espagne, 

Novembre 2017; 

-Une communication orale à la 12éme conférence internationale sur les probiotiques, prébiotiques, 

microbiote intestinal et santé (IPC2018), Budapest-Hongrie, Juin 2018; 

- Ce travail a été publié dans le journal « Food Research International », comme suit:   

Rabah H, Ménard O, Gaucher F, Do Carmo FLR, Dupont D, Jan G. Cheese matrix protects the 

immunomodulatory surface protein SlpB of Propionibacterium freudenreichii during in vitro 

digestion. Food Res Int. 2018 Apr 1; 106:712–21.  
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3.2. Article 1 : la matrice fromagère protège la protéine de surface 

immunomodulatrice SlpB de P. freudenreichii durant la 

digestion in vitro 
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Supplemental data 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condition  Cells viability (%) 

 Untreated 97,8  ± 1,0 

LPS  95,2 ± 1,0 

P. freudenreichii 98,3 ± 1,0 

P. freudenreichii + LPS 97,6 ± 1,1 

Slps 97,6 ± 0,8 

Slps+LPS 98,4 ± 0,5 

Peptides 94,2 ± 5,4 

Peptides+LPS 97,5 ± 0,6 

Table S1. Percentage of HT-29 cells viability during different stimulation conditions. Trypan 

blue staining was used for distinguish dead cells from alive cells. The results are expresses as 

percentage of viability from triplicate experiments.  
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Figure S1. P. freudenreichii CIRM-BIA 118 viability during in vitro static digestion. Three 

fermented media were subjected to in vitro static digestion, viable propionibacteria were enumerated 

by plate counting at different digestion stage. A) Percentage of survival after the succession of oral 

and gastric phases; B) percentage of survival after complete digestion (oral, gastric and intestinal 

phases). The results are expressed as percentage of survival, and as mean ± standard deviation for 

triplicate experiments. Different letters above the columns indicate significant differences (p < 0.05). 

A B 
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Figure S2. pH monitoring during gastric phase in DIDGI® experiments. A)  The HCl volume 

accumulated in the gastric compartment in the aim to reach pH=2. B) Acidification curve in gastric 

compartment for the two matrices tested, milk ultrafiltrate and single-strain cheese, as well the theoretical 

pH curve programmed.  
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Figure S3. P. freudenreichii CIRM-BIA 118 SlpB proteolysis during in vitro static digestion. 

Three different matrices fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 118 were tested, A-B) Milk 

ultrafiltrate, C-D) milk; and E-F) single-strain cheese. Samples were collected at different times: 

(T0) before digestion, (T1) at the end of oral phase, (T2) after the succession of oral and gastric 

phases, (T3) and after the complete digestion (oral, gastric and intestinal phases). Total proteins 

extracts from bacterial pellets were prepared; then analyzed by 12% SDS PAGE electrophoresis (A, 

C and E) and by SlpB western blotting (B, D and F).  
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3.3. Conclusion 
 

Dans ce chapitre 3, nous avons mis en évidence que l’effet anti-inflammatoire de P. freudenreichii 

CIRM-BIA 129, ainsi que des protéines Slps, sur les cellules épithéliales intestinales HT-29. En effet, 

P. freudenreichii, ainsi que les protéines Slps diminuent l’expression de cytokines pro-inflammatoires 

(IL-8 et TNFα) induites par la présence du LPS. De plus, P. freudenreichii CIRM-BIA 129 induit une 

sécrétion d’IL-10 sur les cellules HT-29 qu’elles aient été stimulées ou pas par le LPS, et seules les 

protéines de surface induisent l’expression du facteur régulateur TGFβ. Cependant, les peptides issus de 

la protéolyse des Slps n’ont pas eu un effet anti-inflammatoire similaire aux protéines Slps intactes. En 

effet, les peptides des Slps ne diminuent pas l’expression des cytokines pro-inflammatoires (IL-8 et 

TNFα) induites par la présence de LPS. En tenant en compte des résultats obtenus à l’issue de cette 

expérimentation, il est difficile de conclure sur la bioactivité des peptides issus de la protéolyse des Slps. 

En effet, il est probable que certains peptides pourraient être bioactifs, mais ils sont minoritaires dans la 

fraction testée sur les cellules épithéliales intestinales. Ces résultats montrent l’importance de protéger 

les protéines Slps de la protéolyse digestive, afin que P. freudenreichii puisse induire une réponse anti-

inflammatoire via les protéines Slps au niveau des cellules épithéliales intestinales.  

Les modèles de digestion in vitro statique et dynamique ont montré l’effet protecteur de la matrice 

fromagère vis-à-vis de la protéolyse digestive de la protéine SlpB de P. freudenreichii CIRM-BIA 129, 

contrairement à des matrices de vectorisation laitières, comme le lait ou l’ultrafiltrat de lait. De plus, les 

résultats confirment que la tolérance de P. freudenreichii aux stress digestifs est souche- et matrice-

dépendante. En effet, la matrice fromagère améliore la survie de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 aux 

stress digestifs. L’amélioration de la survie de P. freudenreichii par la matrice fromagère est liée 

probablement aux différents facteurs tels que : 

- La protection physique des bactéries et de leurs protéines de surface dans les particules digérées 

du fromage  

- La présence des protéines qui jouent un rôle tampon contre le stress acide  

- La présence de lipides qui peuvent limiter les dommages induits par les sels biliaires 
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- L’accumulation d’osmoprotecteurs (tréhalose, glycogène, glutamate ou glycine bétaïne)  

Les résultats in vitro suggèrent également que la vectorisation de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 par 

la matrice fromagère pourrait moduler différemment les propriétés immunomodulatrices de Pf CIRM-

BIA 129. En effet, la protéolyse complète des protéines Slps se déroulait dans le compartiment gastrique 

lors de la vectorisation par l’ultrafiltrat de lait. Suite à une vectorisation par la matrice fromagère, la 

protéolyse des Slps aurait lieu à la fin de la phase intestinale. En effet, cela suggère que le système 

immunitaire ne percevra pas la surface de P. freudenreichii de manière similaire et cela pourrait induire 

une réponse immunitaire différente selon la présence ou l’absence des protéines Slps. De plus, l’effet 

probiotique de P. freudenreichii in situ dépendra également de la production de nombreux métabolites 

bénéfiques. Dans ce cas, il pourrait y avoir une plus grande production de métabolites bénéfiques par P. 

freudenreichii suite à une vectorisation par la matrice fromagère, par comparaison à une vectorisation 

par une matrice laitière liquide.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- P. freudenreichii CIRM-BIA 129, ainsi que ses protéines Slps, induisent un effet anti-

inflammatoire in vitro sur les cellules épithéliales intestinales HT-29 

- La protéolyse des protéines Slps abolit leur effet anti-inflammatoire in vitro sur les 

cellules épithéliales intestinales HT-29 

- La matrice fromagère améliore la tolérance de Pf CIRM-BIA 129 aux stress digestifs 

lors de la digestion in vitro 

- la matrice fromagère limite la protéolyse digestive des protéines Slps lors de la 

digestion in vitro 

 

Chapitre 3 : à retenir 
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Chapitre 4 : « L’étude in vivo de la 

vectorisation de P. freudenreichii et 

de ses protéines de surface par la 

matrice fromagère » 
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4.1. Introduction  
 

Nous avons démontré précédemment que la protéolyse in vitro des protéines Slps abolissait leur 

propriétés anti-inflammatoires in vitro sur des cellules épithéliales du côlon (HT-29), d’où la nécessité 

de les protéger de la protéolyse digestive. L’étude in vitro a révélé l’effet protecteur de la matrice 

fromagère pour améliorer la tolérance de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 aux stress digestifs, par 

comparaison à une culture sur du lait ou sur l’ultrafiltrat de lait. De plus, seule la matrice fromagère a 

limité la protéolyse des protéines de surface lors de la digestion in vitro. Suite à ces résultats in vitro, 

nous avons émis l’hypothèse que l’effet immunomodulateur de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 serait 

matrice-dépendant. 

Nous avons souhaité, par conséquent, évaluer l’impact de la matrice fromagère sur les propriétés 

immunomodulatrices de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 chez des porcelets sains (Figure 8). Trois 

groupes de porcelets (âgés de 6 semaines) ont été gavés pendant 2 semaines avec P. freudenreichii 

CIRM-BIA 129, sous forme de culture sur l’ultrafiltrat de lait (PF-culture) ou sous forme de fromage 

(PF-fromage) fermentés par la souche CIRM-BIA 129, et comparés à un groupe contrôle gavé avec une 

matrice fromagère stérile. La dose journalière prise en bactéries par les porcelets  a été fixée à 1011 UFC 

/jour. 

L'activité métabolique de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 in vivo a été évaluée en mesurant la 

concentration fécale en acides gras à chaîne courte (AGCC) et en déterminant sa capacité bifidogène. 

L’effet bifidogène de Pf est en effet bien connu et dépend de la synthèse du DHNA par Pf (Isawa et al., 

2002; Seki et al., 2004). Pour déterminer l'impact de la matrice de vectorisation sur l'immunomodulation 

par P. freudenreichii CIRM-BIA 129, nous avons analysé la sécrétion basale de cytokines et les 

phénotypes des lymphocytes T dans les cellules immunitaires des ganglions lymphatiques 

mésentériques intestinaux (MLNC) et du sang périphérique (PBMC) des porcelets. Ensuite, pour 

rechercher un rôle protecteur de la consommation de P. freudenreichii contre l'inflammation, nous avons 

évalué les réponses des MLNC et des PBMC, ex vivo, à la stimulation exogène par un lipopolysaccharide 

(LPS) ou par la concanavaline A (une lectine, ConA). 
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Les résultats de cette étude ont fait l’objet de plusieurs communications scientifiques : 

- 3 posters ont été présentés : 

Figure 8. Est-ce que la matrice fromagère module les propriétés immunomodulatrices in vivo de 

P. freudenreichii CIRM-BIA 129? Le chapitre 4 (en orange) présente les expérimentations effectuées 

pour comprendre l’impact de la matrice fromagère sur l’effet immunomodulateur in vivo de P. 

freudenreichii (Pf). Ainsi, les questions  abordées dans ce chapitre 4 sont : 

1. La matrice fromagère améliore-elle la survie de Pf  in vivo ? 

2. La matrice fromagère protège-elle les protéines Slps de la protéolyse digestive in vivo ? 

3. L’effet immunomodulateur de Pf est-il matrice-dépendant ? 
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i) Au 10éme symposium « Cheese », Rennes-France, Avril 2018; 

ii) Aux 4èmes rencontres du GIS Nutrition Alimentation Métabolisme et Santé (NAMS), 

Rennes-France, Octobre 2018. 

iii) Au congrès mondial de la fédération internationale du lait (IDF world dairy summit), les 

16-21 octobre 2018 à Daejeon, Corée du Sud; 

- Ce travail a été publié dans le journal Frontiers in Microbiology, comme suit: 

Rabah H, Ferret-Bernard S, Huang S, Le Normand L, Cousin FJ, Gaucher F, Jeantet R, 

Boudry G and Jan G. (2018). The Cheese Matrix Modulates the Immunomodulatory 

Properties of Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA 129 in Healthy Piglets. 

Front. Microbiol. 9:2584. doi: 10.3389/fmicb.2018.02584. 
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4.2. Article 2 : la matrice fromagère module les propriétés 

immunomodulatrices de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 chez 

des porcelets sains 
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Supplemental data 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table S1. Specific primer sequences in order to target bacterial groups and species of high interest 

in the swine intestine as well as different transcriptional factors playing a key role for T cells 

differenciation. 
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Fig.S1. Food intake, weight gain and feed efficiency of piglets fed with cheese matrix or fermented 

matrices by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF): PF-cheese or PF-culture. Food intake (A) was 

measured daily for 2 weeks and weight gain (B) was measured at four times (d1, d4, d7, d10 and d14) 

during the same period. The feed efficiency (C) corresponds to the ratio between the total food intake and 

the weight gain at day 14. The results are represented as means ± SEM (n=7). P<0.05. 
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Fig.S2. Short chain fatty acids (SCFA) concentration in faeces contents at day 7 of the three piglets 

groups fed with: PF-culture or PF-cheese fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF). The 

total SCFA concentration (A), the concentration of each SCFA type (C2, C3, C4, C5) (B), and the 

concentration of branched short chain fatty acids (C) were measured by gas-phase chromatography, 

and the proportion of each type of SCFAs (D)  was determined. Results are represented as means ± 

SEM (n=7). P <0.05. 
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Fig.S3. Basal secretion of IL-10 (A), IL-17 (B), TNFα (C) and IFNγ (D) were measured in mesenteric 

lymph nodes cells (MLNC) cells of different piglets groups fed with: cheese matrix, or PF-culture or PF-

cheese both fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF). Cytokine concentrations were 

determined by ELISA and represented as means ± SEM of two analyses per piglet (n=7). P < 0.05. 
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4.3. Conclusion 
 

Dans ce chapitre 4, nous avons émis l’hypothèse que l’effet probiotique, en particulier l’effet 

immunomodulateur, serait matrice-dépendant. En effet, dans un premier temps, l’étude in vitro 

suggérait, par le fait de l’amélioration de la tolérance aux stress digestifs, que la matrice fromagère 

apporterait une quantité plus significative de bactéries vivantes au côlon que l’ultrafiltrat de lait. 

Cependant, l’étude in vivo montre que, sans différence significative entre les deux matrices vectrices, 

l’ingestion de P. freudenreichii augmentait la concentration en acides gras totaux à chaîne courte et 

présentait un effet bifidogène. Cela suggère que les deux matrices apportent la même quantité de 

bactéries métaboliquement actives au tractus digestif des porcelets.  

Dans un deuxième temps, comme la protéolyse des protéines Slps est matrice-dépendante, nous avons 

émis l’hypothèse que l’effet immunomodulateur serait également matrice-dépendant. L’étude in vivo a 

montré que, quelle que soit la matrice vectrice, P. freudenreichii présente des effets anti-inflammatoires. 

L’ingestion de P. freudenreichii modulait seulement le profil cytokinique des cellules immunes du sang 

(PBMC), sans différence significative entre les deux matrices vectrices. On observait une diminution de 

la sécrétion d’IL-10 et de TNFα par les PBMC. Cependant, P. freudenreichii modulait les phénotypes 

des lymphocytes T de manière matrice-dépendante. En effet, l’ingestion de P. freudenreichii sous forme 

d’ultrafiltrat de lait diminuait le phénotype Th17 ; alors que l’ingestion de P. freudenreichii sous forme 

de fromage augmentait les phénotypes Treg et Th2, à la fois au niveau intestinal et systémique. Le profil 

cytokinique des cellules immunes n’était pas en cohérence avec l’orientation induite des lymphocytes 

T. En effet, les cellules isolées sont un mélange de lymphocytes B et T, ainsi que des cellules de 

l’immunité innée (macrophages, cellules dendritiques). Nous émettons l’hypothèse que l’ingestion de 

P. freudenreichii a très probablement modulé également la réponse des autres types cellules de 

l’immunité.  

Les deux matrices vectrices apportaient la même quantité de bactéries métaboliquement actives, ce qui 

suggère que la différence d’immunomodulation entre les deux matrices est très probablement liée à la 

composition du protéome de surface, qui est en interaction directe avec le système immunitaire. 
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Cependant, cette hypothèse devrait être confirmée par d’autres expérimentations, puisque nous n’avons 

pas réussi à détecter les protéines Slps dans les contenus digestifs des différents groupes.  

La différence en termes d’immunomodulation a été observée également lors de la stimulation ex vivo 

des cellules immunes par le LPS ou la Concanavaline A. La réponse des cellules MLNC et PBMC au 

même stimulus était différente et le stimulus induisait une réponse différente, selon la matrice ingérée 

par les porcelets. 

De plus, nous avons confirmé que l’effet anti-inflammatoire des protéines Slps sur les cellules PBMC 

en présence de stimuli proinflammatoires, mais de manière originale, sur les cellules immune 

intestinales (MLNC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

- L’ultrafiltrat de lait ainsi que le fromage apportent des bactéries propioniques 

métaboliquement actives au tractus digestif des porcelets : 

o P. freudenreichii augmente la concentration fécale en acides gras à 

chaîne courte, en particulier les acides gras branchés à chaîne courte  

o P. freudenreichii augmente la population fécale en bifidobactéries 

- P. freudenreichii diminue la sécrétion d’IL-10 et de TNFα par les PBMC, sans 

différence entre les deux matrices vectrices 

- P. freudenreichii présente des effets anti-inflammatoires matrice-dépendants: 

o Sous forme d’ultrafiltrat de lait, Pf diminue le phénotype Th17 

o Sous forme de fromage, Pf augmente les phénotypes Treg et Th2 

- Les stimulations ex vivo des MLNC et des PBMC confirment l’effet 

immunomodulateur matrice-dépendant de P. freudenreichii 

 

Chapitre 4 : à retenir 
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Chapitre 5 : « L’étude in vitro de 

l’effet du milieu de croissance sur 

l’adaptation de P. freudenreichii à 

l’environnement caecal »  
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5.1. Introduction  
 

Dans le chapitre précédent, les vecteurs alimentaires, l’ultrafiltrat de lait et le fromage, semblent apporter 

la même quantité de bactéries métaboliquement actives au tractus digestif des porcelets. Cependant, 

l’analyse in vitro montrait que la matrice fromagère apporterait une quantité plus importante de bactéries 

vivantes au côlon par l’amélioration de la tolérance aux stress digestifs. La quantité de bactéries vivantes 

atteignant le côlon va dépendre évidement de la tolérance des bactéries aux stress gastriques et 

duodénaux, mais également de leur capacité à survivre dans le côlon. Ce dernier aspect n’a pas été pris 

en compte par les modèles de digestion in vitro. Par conséquent, nous supposons que les bactéries 

vectorisées par l’ultrafiltrat de lait ou par le fromage ne possèdent pas les mêmes capacités d’adaptation 

aux conditions environnementales existantes dans le côlon. 

De plus, l’immunomodulation par P. freudenreichii était matrice-dépendante in vivo. Nous avons émis 

l’hypothèse qu’il existe une différence, en termes de protéome de surface, entre les bactéries vectorisées 

par l’ultrafiltrat de lait et celles vectorisées par le fromage. Nous ignorons si P. freudenreichii exprime 

de novo ses protéines de surface dans le côlon après la protéolyse de celles-ci plus tôt dans les parties 

supérieures du tractus digestif (Estomac et intestin grêle). En effet, chez différentes espèces de 

Lactobacillus, les protéines de type S-layer jouent un rôle dans la résistance à de multiples stress, dont 

les stress digestifs, et participent à la persistance des bactéries dans le tractus digestif de l’hôte (Gerbino 

et al., 2015b). Chez P. freudenreichii, nous supposons que les protéines Slps pourraient également avoir 

un rôle dans sa capacité d’adaptation à l’environnement colique.  

Pour répondre à ces différentes questions, notre stratégie était de reconstituer un milieu caecal à partir 

de contenus caecaux de porcelets pour mimer les conditions environnementales qui existent dans le gros 

intestin (Figure 9). Différents culots de P. freudenreichii CIRM-BIA 129, provenant de cultures en phase 

stationnaire sur YEL ou sur l’ultrafiltrat de lait, ainsi que d’un fromage monosouche, ont subi un rasage 

enzymatique des protéines de surface (Shaving) ou un traitement témoin, sans trypsine. Les différents 

culots ont été incorporés dans l’eau caecale et incubés 50 heures en anaérobiose et à 37°C. La survie par 

dénombrement sur YELA, la densité optique, ainsi que la viabilité par la coloration de fluorescence 



 
118 Résultats 

LIVE/DEAD ont été suivies en cinétique. L’expression de novo de la protéine SlpB a été analysée par 

Western Blot.  

 

 

 

 

 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet d’une communication par poster: 

Au congrès national de la société française de microbiologie (SFM), Paris-France, Octobre 2018. 

L’article présentant les résultats de ce chapitre est en cours  préparation et à soumettre au 

journal « Applied Microbiology and Biotechnology »  

Figure 9. Comment le milieu de croissance influence-t-il la survie de P. freudenreichii CIRM-

BIA 129 dans le milieu caecal ? Le chapitre 5 (en bleu) présente les travaux menés sur la 

compréhension de l’adaptation de P. freudenreichii (Pf) à l’environnement caecal et l’influence du 

milieu de croissance sur ces mécanismes. Ainsi, les questions  abordées dans ce chapitre 5 sont : 

1. Est-ce que le milieu de croissance a un impact sur la survie de Pf dans le milieu caecal ? 

2. Est-ce que la protéolyse digestive des protéines de surface a un impact sur la survie de Pf 

dans le milieu caecal ? 

3. Quelle est l’activité métabolique de Pf dans le milieu caecal ? 
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5.2. Article 3 : l’influence du milieu de croissance sur la capacité in 

vitro d’adaptation de Propionibacterium freudenreichii CIRM-

BIA 129 à l’environnement caecal 
 

Impact of the growth medium on in vitro P. freudenreichii CIRM-BIA 129 

adaptation ability to the caecal environment  

Houem Rabah 1 2, Julien Jardin 1, Valérie Briard-Bion 1, Marie-Bernadette Maillard, Floriane Gaucher 1 

3, Fillipe Luiz Rosa Do Carmo 4, Gwénaël Jan 1 

1 STLO, INRA, Agrocampus Ouest, 35 000, Rennes, France  

2 Pôle Agronomique Ouest, Régions Bretagne et Pays de la Loire, F-35 042 Rennes, France 

3 Bioprox, 6 rue Barbès, 92532, Levallois-Perret, France  

4 Universidade Federal de Minas Gerais, Brazil 

*Corresponding author: gwenael.jan@inra.fr; Tel: +33-223-485-741; Fax: +33-223-485-350 

Dr. Gwénaël Jan 

INRA UMR1253 STLO 

65 rue de Saint Brieuc 

35042 Rennes cedex 

France 

Tel: +33 223485741 

Fax: +33 223485350. 

E-mail address: gwenael.jan@.inra.fr 

 

  



 
120 Résultats 

Introduction  

Propionibacterium freudenreichii is a beneficial microorganism, which possesses the GRAS and the 

QPS status (Cousin et al., 2011; Thierry et al., 2011a). Indeed, it is used traditionally as a cheese starter 

and it also displays versatile probiotic properties (Cousin et al., 2011; Rabah et al., 2017). These 

probiotic properties include inter alia, anti-inflammatory effects demonstrated by in vitro and in vivo 

studies, leading respectively to the induction of IL-10 in immune cells (Deutsch et al., 2017; Le 

Maréchal et al., 2015) and to the prevention of murine induced colitis (Foligné et al., 2013; Le Maréchal 

et al., 2015; Plé et al., 2015, 2016). Several beneficial metabolites as short chain fatty acids and 1.4-

dihydroxy-2-naphthoic acid (DHNA) are responsible for the anti-inflammatory properties of P. 

freudenreichii (Rabah et al., 2017). The surface proteome, particularly S-layer proteins, are also crucial 

to its immunomodulatory properties (Colliou et al., 2017; Deutsch et al., 2017; Le Maréchal et al., 2015). 

To exert the corresponding probiotic effects, bacteria must be able to deliver or even to produce their 

beneficial metabolites by persisting in the colon environment. The survival of a probiotic bacterium 

within the digestive tract depends on its tolerance to digestive stresses, but also on its adaptation ability 

towards colonic environment. In the colon segment, different stresses are encountered as pH variations, 

antimicrobial peptides, bile salts presence, but mainly nutrients shortage. P. freudenreichii CIRM-BIA1 

was shown in vivo to have the ability to adapt to the colonic environment (Saraoui et al., 2013). However, 

the delivery vehicle or the growth medium may influence the ability of P. freudenreichii to adapt to 

nutrients shortage in the colon. Indeed, the growth of P. freudenreichii in a stressful and enriched 

medium led to the accumulation of intracellular energy storage molecules and compatible solutes, which 

may enhance the tolerance response to digestive stresses and nutrient shortage in the colon (Dalmasso 

et al., 2012; Huang et al., 2016; Rabah et al., 2018b). In addition, in the case of P. freudenreichii CIRM-

BIA 129, the tolerance response towards digestive stresses was shown to be affected by the mutation of 

the Slpb gene (Do Carmo et al., 2018b). This study suggests that Slps may play a key role in the enhanced 

tolerance response towards digestive stresses. Indeed, these proteins are described in the literature to 

have versatile functions: such as contribution to determination or maintenance of cell shape, molecular 

sieve, enzymatic activities, contribution to adhesion, coaggregation, modulation of gut immune cells 
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and protection against environmental stresses (Do Carmo et al., 2018a; Le Maréchal et al., 2015). In 

Lactobacillus species, Slps expression may be modulated by the environmental stresses as osmotic or 

digestive stresses (Grosu-Tudor et al., 2016; Khaleghi et al., 2010; Khaleghi and Kasra, 2012; Palomino 

et al., 2016). However, we still ignore the role of S-layer proteins on P. freudenreichii adaptation ability 

to the colonic environment. We have previously shown that the food delivery vehicle may protect Slps 

from in vitro simulated digestive proteolysis (Rabah et al., 2018b). In this study, we thus examined how 

the growth medium affects the in vitro adaptation ability of P. freudenreichii CIRM-BIA 129 in the 

colon environment. Secondly, we aimed to investigate how the proteolysis of surface proteins impacts 

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 survival in the colon, with a particular interest to the Slps proteins. In 

this purpose, we prepared a caecal medium from porcine cecum contents to mimic the environment 

conditions in the large bowel.  

Materials and methods  

Preparation and composition analysis of the caecal medium  

Cecum contents from 8 weeks piglets were recovered and stored at -20°C until caecal medium 

preparation (Rabah et al., 2018a). The content were then centrifuged for 15 min at 10 000 x g and the 

supernatant was autoclaved (115°C, 15 min). The sterilized supernatant was centrifuged for 30 min at 

20 000 x g and sterilized by filtration using 0.2 µm Qiagen filter. The sterile caecal medium was stored 

at -20°C until utilization. For biochemical analysis of this medium, it was then diluted with 0.04 NH2SO4 

and centrifuged at 8 000 ×g for 30-min at 4°C to remove the proteins pellet, the supernatant was filtrated 

and sugar and organic acids separated by high performance liquid chromatography (HPLC). An Aminex 

A-6 ion exchange column (Dionex, Sunnyvale, CA) operating at 55°C with 0.01 NH2SO4 as the eluent 

at a flow rate of 1 ml.min-1. For sugar and organic acids quantification, both UV (210 nm) and 

refractometric detectors were used, as described previously (Aburjaile et al., 2016b).  

Bacterial strains and culture conditions 

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (equivalent to ITGP20 strain) and P. freudenreichii CIRM-BIA 129 

KO SlpB were routinely cultivated at 30°C, respectively in Yeast Extract-Lactate medium (YEL) or 
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YEL supplemented with chloramphenicol (10 μg.mL-1) until stationary phase (Do Carmo et al., 2018b). 

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 was grown in milk ultrafiltrate (MUF) supplemented with 100 mM of 

sodium DL-lactate (60% in H2O, Sigma) and 5 g/L of casein hydrolysate (Organotechnie, La Courneuve, 

France) at 30°C until stationary phase. Finally, P. freudenreichii CIRM-BIA 129 was used to ferment a 

single-strain cheese as described previously (Plé et al., 2015). 

Enzymatic Shaving of Surface Proteins  

Bacterial pellets of P. freudenreichii CIRM-BIA 129 were extracted from YEL, MUF were recovered 

by centrifugation (8 000 × g, 10 min, 4°C) and washed with phosphate buffer saline (PBS). Similar 

procedure was performed for P. freudenreichii CIRM-BIA 129 KO SlpB grown in YEL medium. 

Bacterial pellets from cheese were recovered by serial extractions and washing steps, as previously 

described (Plé et al., 2015). Bacterial pellets were submitted to enzymatic shaving of surface proteins as 

described previously (Le Maréchal et al., 2015). Briefly, bacterial pellets corresponding to 20 OD units 

were suspended in 1 mL of PBS (pH 8.5) containing 5 mM of DTT. Sequencing grade modified trypsin 

(4μg) (Promega, Madison, WI, United States) was added to the bacterial suspension. Shaving was 

performed for 1 h at 37°C, with gentle agitation (180 rpm). As a negative shaving control, bacterial 

pellets were submitted to an incubation of 1h at 37°C, with gentle agitation and without adding trypsin. 

Bacteria were recovered by centrifugation (8 000 × g, 10 min, 37°C) and washed twice by PBS buffer. 

Survival monitoring in the caecal medium 

Bacterial pellets from different media were suspended in the caecal medium, in a volume to obtain an 

optical density at 650 nm (OD650nm) of 4. These different bacterial suspension were incubated at 37°C 

in anaerobic condition for 50 h. Survival kinetics were followed simultaneously by OD650nm 

measurements and by CFU counting every 5 hours. The survival rates during incubation time were 

determined by calculating the ratio between CFU number at each point and the initial CFU number. In 

all cases, two technical replicates and three biological replicates were performed. 

LIVE/DEAD fluorescence staining  
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P. freudenreichii viability in the caecal medium was evaluated after 5, 25 or 50 hours of incubation, 

using LIVE/DEAD staining (Invitrogen, Carlsbad, USA). Briefly, bacteria were centrifuged and washed 

with PBS. The bacterial pellets were suspended in PBS in order to obtain an OD650nm of 4 and doubled-

stained with propidium iodide and SYTO 9 according to the instructions of LIVE/DEAD Light kit 

manufacturer’s instructions. The bacteria were then analyzed using an Olympus BX51 microscope, 

equipped with a U-M51005 epifluorescence cube and an Olympus 100x/1.25 oil objective (Nikon 

D300), and CAMERA CONTROL PRO 2 software (Nikon Corporation, Tokyo, Japan). For each 

sample, 30 photos were analyzed for each time point. 

Whole-cell protein extraction  

Whole-cell protein extraction were performed from different pellets before and after incubation in the 

caecal medium for each condition, as described previously (Rabah et al., 2018b). Pellets were subjected 

to centrifugation at 8 000 x g for 10 min at 37°C. Bacterial pellets were washed three times in 10 mL of 

PBS and centrifuged at 8 000 x g for 10 minutes at 37°C. Pellets were suspended in 1 mL of lysis buffer 

containing 0.1 M Tris-HCl, 0.003 g SDS, 0.03 g DTT, add 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride 

(PMSF). The samples were then sonicated and cells were lysed using zirconium beads in the Precellys® 

Evolution homogenizer. Subsequently, cell lysis extracts were subjected to centrifugation at 20 000 x g 

for 20 min at 4°C. At the end of this process, proteins extracts were collected. The protein concentration 

was quantified by using 2-D Quant Kit (GE Healthcare Bio-Sciences AB) according to the 

manufacturer's recommendations.  

Western Blotting 

Whole-cells protein extracts were analyzed by Western Blot to detect the SlpB protein. SDS-PAGE was 

conducted according to the Laemmli procedure (Laemmli, 1970) on a Mini-PROTEAN® Tetra Cell 

(Bio-Rad, Hercules, CA, United States). Gels were transferred to PVDF membranes (Polyvinylidene 

difluoride) (GE Healthcare). After blocking with 3% non-fat dry milk diluted in TBS (Tris 10 mM, NaCl 

0.15 M, 0.3% tween 20), the membranes were incubated overnight at 4°C with primary antibodies anti-

SlpB purified from rabbit sera (AGRO-BIO, France) (Do Carmo et al., 2017; Rabah et al., 2018b). 
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Bound antibodies were visualized with ECL-Plus® system (GE Healthcare, Vélizy, France) and blots 

were scanned using the Syngene GBox (Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France).  

Statistical analyses  

To analyze the survival rate of P. freudenreichii in the caecal medium from different growth media and 

after different treatment, we used 2 way ANOVA with the Sidak’ s multiple comparison test as a post 

hoc test. We compared for each treatment in each growth medium, the survival rate after 50 hours 

incubations in the caecal medium to the initial survival rate (normalized to 100%). The difference in the 

survival rate between different pellets after 50 hours of incubation was analysed using one-way ANOVA 

with a Tukey test or student test. Statistical significance was set at p<0.05. Calculations were performed 

using GraphPad Prism Software (Prism 7 for Windows). All data were expressed as mean values ± 

standard errors of the mean (SD) (n=7). 

Results  

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 survival in the caecal medium according to the growth medium  

The optical density for the different cultures oscillated during incubation time (Fig. 1A). No significant 

difference was observed between the initial and the final OD, regardless of pellets origin (Fig. 1B). 

However, P. freudenreichii survival rate as determined by CFU counting was significantly diminished 

in the caecal medium (Fig. 1C). The survival rate was 33 ± 10.2 % for the YEL pellet (p<0.0001), 44.1 

± 8.4 for the MUF pellet (p<0.0001), and 23.5 ± 4.9 % for the cheese pellet (p<0.0001), by comparison 

to the initial survival rate (Fig. 1D). There was also a significant difference in the survival rate between 

pellets from MUF and cheese after 50 hours incubation (p<0.01) (Fig. 1D). In addition, the coloration 

by LIVE/DEAD fluorescence were performed, few or no dead bacteria were observed, regardless of the 

pellet origin, after different times of incubation in the caecal medium (Fig. 1E).  

Effect of surface proteins proteolysis on P. freudenreichii CIRM-BIA 129 survival in the caecal 

medium  
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The proteolysis of surface proteins may occur during digestion in a matrix-dependent manner, as 

previously mentioned. We thus aimed to investigate how the surface protein proteolysis impacts P. 

freudenreichii adaptation ability in the caecal medium. We examined the survival of P. freudenreichii 

from YEL, MUF or cheese media without or with shaving treatment. For all media, the OD of P. 

freudenreichii cultures oscillated during the incubation period in the caecal medium (Fig. 2 A, C, E), as 

previously observed for non-treated pellets. As previously observed, the initial and the final OD were 

similar, regardless of the pellet origin or the treatment (Fig. 2 B, D, and F). However, the shaving 

treatment enhanced significantly the survival rate of P. freudenreichii, whatever the growth medium 

(Fig. 3 A, C, E). Indeed, for bacteria grown in YEL, the survival rate was 36.1 ± 7.6 % for shaving 

negative control and 86.8 ± 9.6 % for the shaved YEL pellet (Fig. 3 B). For bacteria from MUF, the 

survival rate was 37.3 ± 6.6 % for the negative shaving control and 75.4 ± 13.1 % for shaved MUF pellet 

after the incubation period (Fig. 3 D). For bacteria from cheese, the survival rate was 25.9 ± 5.7 % for 

the negative shaving control and 62.2 ± 7.5 % for shaved cheese pellet after incubation period (Fig. 3 

E). As was previously observed, after LIVE/DEAD fluorescence staining, no dead bacteria were 

observed after 5, 25 or 50 hours of incubation, regardless of the pellet origin and the treatment (Fig. 4).  

De novo expression of S-layer protein SlpB by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 in the caecal 

medium 

To examine if the enhanced survival rate of P. freudenreichii is specifically related to the absence of 

surface proteins, we assessed if S-layer proteins, in particularly the major protein SlpB de novo 

expression after incubation in the caecal medium. We examined SlpB expression in YEL, MUF and 

cheese pellets by Western Blot (Fig. 5A, C, E). For the non-treated pellets and the negative shaving 

control ones, the expression of SlpB protein was not affected by the incubation in the caecal medium 

(Fig. 5B, D, F). However, P. freudenreichii did not express de novo the protein SlpB after surface 

proteins proteolysis in the caecal medium, as no immunoreactive band was detected compared to the 

positive control (Fig. 5B, D, F).  

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 KO SlpB survival in the caecal medium 
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As observed for the wild-type strain, the OD of the mutant cultures oscillated during incubation time, 

regardless of the treatment (Fig. 6A). The final OD were not significantly different from the initial OD 

(Fig. 6B). However, the shaving treatment, as well the negative control shaving treatment enhanced the 

mutant survival, compared to non-treated pellets (Fig 6C). The final survival rates were 56.30 ± 7.40 % 

for the non-treated pellets, 95.48 ± 9.52 % for the control negative shaving pellets and 92.27 ± 8.56 % 

for the shaved pellets (Fig. 6D). As was previously observed for the wild-type strain, no dead bacteria 

were observed the by LIVE/DEAD fluorescence staining after 5, 25 or 50 hours of incubation in the 

caecal medium (Fig. 6E).  

Discussion 

In this study, we aimed to deepen the understanding of P. freudenreichii CIRM-BIA 129 adaptation 

mechanisms to the gut environment. Indeed, the adaptation ability of P. freudenreichii to the colon 

environment was already demonstrated (Saraoui et al., 2013). However, we ignore if this ability depends 

on the growth medium. We hypothesized that the growth medium may modulate the adaptation ability 

of P. freudenreichii to the colon environment, which in turn can influence the in situ probiotic 

functionalities, such as the production of beneficial metabolites (Rabah et al., 2017). For this purpose, 

we recreated a medium mimicking the large bowel environment from porcine cecum contents previously 

recovered (Rabah et al., 2018a). The survival of P. freudenreichii from different growth media was 

monitored by optical density, CFU enumeration and by observation of bacteria viability using 

LIVE/DEAD fluorescence staining. 

P. freudenreichii survival decreased drastically in the caecal medium, whatever the growth medium 

tested: the milk ultrafiltrate, cheese or YEL. However, the OD was stable and the fluorescence images 

did not show dead bacteria at different times of incubation in the caecal medium. The gluconate, which 

can be used as a carbon source, was totally consumed after 50 hours of incubation in the caecal medium 

(Fig. S1), in accordance with previous reports indicating P. freudenreichii ability to use gluconate as a 

carbon and energy source (Loux et al., 2015), including in the intestinal conditions (Saraoui et al., 2013).  
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Indeed, during a previous in vivo study, P. freudenreichii CIRM-BIA 1 down-regulated genes involved 

in proteins synthesis and induced genes involved in cell division after one day of incubation in pigs 

‘colon, with a survival rate of 66 % (Saraoui et al., 2013). In addition, P. freudenreichii CIRM-BIA 129 

was shown also previously to adapt to a long nutrient shortage in YEL medium by using a viable but 

non-cultivable state (VBNC) (Aburjaile et al., 2016a). We speculate thus that P. freudenreichii uses a 

viable but non-cultivable state to adapt to the caecal environment, regardless of the growth medium. The 

state of dormancy is described as “a reversible state of low metabolic activity in which cells can persist 

for extended periods without division” (Smeulders et al., 1999). The cells are considered as ‘viable but 

non-culturable’ cells (VBNC) and the resuscitation of VBNC cells is allowed in favorable conditions 

(Oliver, 2010; Ramamurthy et al., 2014; Smeulders et al., 1999). Consequently, we made two hypothesis 

to explain ours results. The first hypothesis is that 100 % of bacteria are in a dormancy state in the caecal 

medium and that the resuscitation mechanisms are completely independent from the adaptation 

mechanisms in the caecal medium. The second hypothesis is that the percentage of survival rate 

determined corresponds to viable bacteria and that the remainder of bacteria are in VBNC state.  

These survival mechanisms seem to depend on the growth medium. The growth in milk ultrafiltrate or 

in hyperconcentrated sweet whey may confer to P. freudenreichii an advantage linked to the 

accumulation of carbon and energy storage components, such as polyphosphates, compared to the 

growth in cheese (Dalmasso et al., 2012; Huang et al., 2016). Surprisingly, the proteolysis of surface 

proteins seems to influence also the survival of P. freudenreichii in the caecal medium. We assumed 

that the absence of Slps proteins, in particularly the protein SlpB, is involved in this mechanism. Indeed, 

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 did not express the protein SlpB after surface proteins proteolysis, 

regardless of the growth medium. In addition, the KO SlpB mutant strain showed a better survival ability 

compared to the wild-type strain. Moreover, the shaving treatment induced also an enhanced survival 

ability, as observed for the wild-type strain. The SlpB mutation was shown to have a pleiotropic effect 

on the whole-cell proteome of P. freudenreichii, while the slpb gene is not located in an operon structure 

(Do Carmo et al., 2018b). Taken together, these results suggest that other surface proteins may be 

involved in the enhanced survival, and that SlpB protein may have a regulatory role in adaptation 
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mechanisms of P. freudenreichii to different stresses. Furthermore, the fact that P. freudenreichii does 

not expresses de novo the protein SlpB does not reject the possibility that P. freudenreichii express de 

novo other surface proteins which may be involved in host-bacteria interaction, and in the modulation 

of P. freudenreichii immunomodulatory effect (Rabah et al., 2018a, 2018b) . 

A particular surface protein identified previously attracted our attention, the Resuscitation-promoting 

factor B (RpfB). RpfB is already identified in the proteins samples resulting from P. freudenreichii 

shaving treatment and was predicted as a secreted protein (Le Maréchal et al., 2015). RpfB is a conserved 

protein among the actinobacteria phylum (Schroeckh and Martin, 2006) and shown to have a 

peptidoglycan hydrolase activity (Kana and Mizrahi, 2010; Mukamolova et al., 2006; Telkov et al., 

2006). Indeed, data suggest that the activation of dormant cells requires peptidoglycan hydrolysis to 

facilitate cell division or releases lysis products that function as anti-dormancy signals (Kana and 

Mizrahi, 2010; Keep et al., 2006).We assumed that the shaving treatment enhanced the expression level 

of this protein or activated RpfB hydrolase activity. This explanation is in favor of our first hypothesis. 

To understand the survival mechanism of P. freudenreichii in the caecal medium, the metabolic activity 

of different treated pellets from different media will be assessed. A comparative quantitative proteomic 

analysis will address the adaption molecular mechanisms of P. freudenreichii in the caecal medium, 

according to the growth medium and to the shaving treatment. Indeed, viable cells and VBNC may 

present different proteomic profiles, as demonstrated previously for other bacterial species (Heim et al., 

2002; Zhao et al., 2016). The comparative proteomic analysis will also allow a qualitative analysis of 

the surface proteome of P. freudenreichii after shaving treatment in the caecal medium. All results will 

allow us to understand the growth medium influence on the probiotic properties of P. freudenreichii 

exerted in the digestive tract.  
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Fig. 1. Survival of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 in the caecal medium. Pellets from YEL, MUF 

or cheese media were incubated in the caecal medium during 50 hours in anaerobic conditions at 

37°C. Survival was monitored by OD650nm (A, B) and by CFU enumeration by plate counting (C, D). 

Representative Epifluorescence microscopy photos of P. freudenreichii CIMR-BIA from different 

growth media after LIVE/DEAD staining after 5, 25 or 50 hours of incubation in the caecal medium 

are shown (E). Results are the mean values of triplicate experiments. Error bars represent the standard 

deviation. **** P< 0.0001. Letters indicate significant difference between the three different pellets 

after incubation in the caecal medium (P<0.05). 
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Fig. 2. Survival of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 in the caecal medium monitored by optical 

density (OD650nm) measurement. Pellets from YEL (A, B), MUF (C, D) or cheese (E, F) were 

submitted to a negative shaving control or shaving treatments to proteolysis surface proteins. 

Cultures were incubated in the caecal medium for 50 hours in anaerobic conditions at 37°C. Results 

are the mean values of triplicate experiments. Error bars represent the standard deviation.  
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Fig. 3. Survival of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 in the caecal medium monitored by CFU 

counting. Pellets from YEL (A, B), MUF (C, D) or cheese (E, F) were submitted to a negative 

shaving control or shaving treatments to proteolysis surface proteins. Cultures were incubated in the 

caecal medium for 50 hours in anaerobic conditions at 37°C. Results are the mean values of triplicate 

experiments. Error bars represent the standard deviation. ** P<0.01, **** P< 0.0001. # indicate 

significant difference between the three different pellets after incubation in caecal medium (P<0.05). 
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Fig. 4. Representative Epifluorescence microscopy photos of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 

from YEL, MUF or cheese, stained with LIVE/DEAD staining after 5, 25 or 50 hours of incubation 

in the caecal medium with or without shaving treatment.  
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Fig. 5. Analysis of S-layer protein B (SlpB) expression by P. freudenreichii CIMR-BIA 129 from 

YEL, MUF and cheese after incubation in the caecal medium. Pellets from YEL (A), MUF (B) or 

cheese (C) were incubated 50 hours in the caecal medium, after no treatment, negative shaving 

control or shaving treatments. Whole-cell protein extracts from different cultures were analyzed by 

Western Blot detection, using an anti-body directed against SlpB. A surface layer proteins extract 

was loaded as a positive control (+). 
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Fig. 6. Survival monitoring of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 KO SlpB in the caecal medium. 

Pellets from YEL medium were submitted to shaving or to a negative shaving control treatment. 

Culture were incubated in the caecal medium during 50 hours in anaerobic conditions at 37°C. 

Growth was monitored by OD650nm (A, B) and by CFU enumeration (C, D). Representative 

Epifluorescence microscopy photos of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 KO SlpB after 

LIVE/DEAD staining of different pellets (E). Results are the mean values of triplicate experiments. 

Error bars represent the standard deviation. **** P< 0.0001. Letters indicate significant difference 

between the three different pellets after incubation in the caecal medium (P<0.05). 
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Supplemental data 

 

Measured Parameter 

Gluconate (g/L) 72.45 ± 13.1 

Galactose (g/L) 0.41  ± 0.075 

Lactic acid (g/L) 0.03 ± 0,008 

Valeric acid (g/L) 0.27  ± 0.07 

Butyric acid (g/L) 1.20 ± 0.2892 

Propionic acid (g/L) 2.82 ± 0.55 

Acetic acid (g/L) 3.71 ± 0.67 

Pyruvate (g/L) 0.003 ± 0,0005 

Citrate (g/L) 0.02 ± 0.004 

Osmotic pressure (osmol) 0.0147 ± 0.001 

pH 6 ± 0.11 

Table S1. The initial caecal medium composition in organic acids and sugars was assessed by HPLC 

analyses. The osmotic pressure and pH were also measured. 
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Fig.S1. The consumption of gluconate, as a carbon source, by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 and 

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 KO SlpB in the caecal medium. The P. freudenreichii CIRM-BIA 

129 were extracted from different media: milk ultrafiltrate culture, YEL culture and fermented 

cheese. The P. freudenreichii CIRM-BIA 129 KO SlpB pellet were from YEL culture. The different 

pellets were submitted to different treatments: non-treated, shaving negative control or shaving 

treatments to proteolysis the surface proteins. Gluconate concentration was determined before and 

after incubation in the caecal medium by HPLC analysis. 
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5.3. Conclusion  
 

Dans ce chapitre, nous avons souhaité comprendre d’une part si les mécanismes d’adaptation de P. 

freudenreichii (Pf) à l’environnement colique sont matrice-dépendants. D’autre part, nous avons 

souhaité confirmer l’hypothèse que l’effet immunomodulateur matrice-dépendent observé in vivo est lié 

essentiellement à une différence de protéines de surface, en particulier les protéines Slps. En effet, les 

résultats de digestion in vitro ont montré que la vectorisation par la matrice fromagère apporte une 

proportion de bactéries dont le protéome de surface est intacte, la protéine SlpB y étant présente. 

Cependant, lors de l’expérimentation sur les porcelets, la protéine SlpB n’a pas pu être détectée dans les 

contenus digestifs par Western Blot pour des problèmes méthodologiques. 

Nous avons ainsi étudié l’adaptation de Pf CIRM-BIA 129 et de la souche Pf CIRM-BIA 129 KO SlpB 

à l’environnement caecal en fonction du milieu de croissance et de la protéolyse des protéines de surface. 

La source de carbone majoritaire, le gluconate, a été totalement consommée, par la souche sauvage ou 

mutante, confirmant ainsi la capacité de Pf à dégrader ce composé abondant dans le tractus digestif des 

animaux. Cela permet de valider l’utilisation de ce milieu comme modèle pour mimer l’environnement 

colique. Cependant, ce modèle présente des limites, du fait de la disponibilité du gluconate. Dans le 

côlon, il serait constamment renouvelé et pourrait être consommé par d’autres flores du microbiote 

intestinal (Chang et al., 2004).  

Les résultats montrent que Pf possède une capacité d’adaptation à l’environnement caecal matrice-

dépendante (ultrafiltrat de lait > fromage) et semble adopter un état viable non cultivable (VBNC), quel 

que soit le milieu de croissance. En effet, nous ignorons si la proportion de bactéries viables dénombrées 

correspond à une population viable ou à une population VBNC qui a retrouvé un état viable sur le milieu 

gélosé riche YELA. De plus, la protéolyse des protéines de surface améliore la capacité de survie de P. 

freudenreichii dans le milieu caecal, quel que soit le milieu de croissance. Des observations similaires 

ont été faites sur la souche mutante pour le gène slpb, qui a présenté une meilleure capacité de survie 

que la souche sauvage. Ces résultats montrent que les phénomènes d’adaptation de Pf  sont également 

liés à la présence de certaines protéines de surface, telle que la protéine SlpB ou RfpB. De plus, nous 



 
142 Résultats 

avons constaté qu’une fois que la protéine SlpB est protéolysée, Pf ne synthétise pas de novo cette 

protéine dans l’environnement caecal. Ce résultat pourrait expliquer partiellement la différence en 

termes d’immunomodulation observée in vivo entre une vectorisation par l’ultrafiltrat de lait ou une 

vectorisation par le fromage. Néanmoins, cela n’indique pas forcément que les autres protéines ne sont 

pas synthétisées de novo après leur protéolyse. Pour cela, une analyse de protéomique comparative est 

en cours entre les différentes bactéries provenant de différents milieux de culture, et ayant subi ou non 

un traitement de rasage des protéines de surface. L’analyse protéomique devrait répondre aux questions 

suivantes : 

- Quels sont les mécanismes d’adaptation de Pf au milieu caecal en fonction du milieu 

croissance ? 

- Pf  synthétise-t-il de novo les autres protéines de surface après la protéolyse de ces dernières ? 

- Pf adopte-il un état viable non cultivable pour s’adapter au milieu caecal ? 

Une analyse métabolique est également en cours pour évaluer l’activité métabolique de Pf dans le milieu 

caecal, notamment la production des acides gras à chaîne courte et le facteur DHNA. Ces résultats 

viendront compléter ce projet de publication. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Chapitre 5 : à retenir 

- Pf est métaboliquement actif et s’adapte en consommant du gluconate  

- Pf semble adopter un état viable non cultivable pour s’adapter à 

l’environnement caecal 

- Les mécanismes d’adaptation de Pf semblent dépendre du milieu de 

croissance, ainsi que de la protéolyse des protéines de surface 

- Pf ne synthétise pas de novo la protéine SlpB dans l’environnement caecal 

après sa protéolyse 
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Chapitre 6 : « L’étude in vivo de 

l’effet anti-inflammatoire d’un 

emmental «probiotique» pour la 

prévention de la colite murine » 
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6.1. Introduction 
 

Dans la première partie de ce projet de thèse, nous avons montré que la matrice fromagère, tout comme 

une culture sur l’ultrafiltrat de lait, sont de bons vecteurs pour les propriétés immunomodulatrices de P. 

freudenreichii, mais avec des effets immunomodulateurs différents (Chapitre 4). Cependant, dans la 

perspective de développer des fromages fonctionnels fermentés par les bactéries propioniques 

probiotiques, l’emmental semble être un candidat potentiel pour vectoriser d’importantes quantités de 

bactéries propioniques jusqu’au côlon.  

Au sein de l’emmental, différentes espèces bactériennes coexistent et sont sélectionnées pour obtenir les 

caractéristiques finales souhaitées en termes technologiques et organoleptiques, afin de respecter un 

cahier des charges bien précis (Legifrance). En effet, les bactéries lactiques sont utilisées, en plus des 

bactéries propioniques, pour l’élaboration de l’emmental. En fin d’affinage, les bactéries propioniques 

sont à environ 109 CFU/g alors que les bactéries lactiques sont à environ 106 CFU/g. Nous avons émis 

initialement l’hypothèse que la présélection de souches de Lactobacillus sp, de S. thermophilus ainsi 

que de P. freudenreichii, selon leurs propriétés probiotiques et immunomodulatrices, aura un effet 

synergique sur l’efficacité anti-inflammatoire d’un fromage emmental (Figure 10). 

Nous avons fait le choix de sélectionner une combinaison de trois souches, en s’appuyant sur les données 

bibliographiques disponibles, sans faire au préalable un criblage de différentes combinaisons possibles 

sur un modèle in vitro (Stimulation des cellules PBMC). Les souches sélectionnées ont été : S. 

thermophilus LMD-9, L. delbrueckii subsp. lactis CNRZ327 et Pf CIRM-BIA 129 (Foligné et al., 2013; 

Plé et al., 2015). Des propriétés immunomodulatrices ont en effet été rapportées pour les souches LMD9 

(Junjua et al., 2016), CNRZ327 (Santos Rocha et al., 2012, 2014) et CIRM-BIA 129 (Plé et al., 2015). 

En effet, au-delà des propriétés probiotiques propres à chaque souche, on suppose que des interactions 

peuvent exister entre les différentes bactéries, pouvant ainsi affecter leurs propriétés probiotiques 

mutuelles. Un fromage emmental a été donc fabriqué à l’échelle industrielle en utilisant ces souches et 

son effet anti-inflammatoire a été évalué sur un modèle murin de colite. Un protocole de prévention 

contre la colite induite par le dextran sodium sulfate (DSS) a été mis place. Ainsi, des souris C57BL/6 
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femelles âgées de 6 à 8 semaines ont été utilisées et ont été gavées par différents régimes : 1) PBS, 2) 

une matrice fromagère stérile, 3) un fromage monosouche fermenté par Pf CIRM-BIA 129, ou 4) un 

fromage emmental « probiotique ». Les souris ont reçu par gavage les différentes matrices pendant 7 

jours, avant l'induction de la colite par l’administration du DSS. Les marqueurs macroscopiques ont été 

évalués pendant 7 jours, le temps de l’ingestion du DSS par les souris. Après sacrifice des souris au 

15éme jour, les différents marqueurs macroscopiques et microscopiques ont été évalués afin d’examiner 

la sévérité de la colite. 

 

 

 

Figure 10. Quel est l’effet d’un emmental « probiotique » dans un modèle de colite 

chimiquement induite chez la souris ? Le chapitre 6 (en rouge) expose les résultats de l’effet 

protecteur d’un fromage emmental dit « probiotique » pour prévenir la colite dans un modèle murin.  
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L’article présentant les résultats de ce chapitre est en préparation et sera soumis au 

Journal of Functionnal Food.   
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6.2. Article 4 : l’effet protecteur d’un emmental probiotique dans 

la prévention de la colite murine induite par le DSS 
 

Effect of probiotic Emmental cheese on DSS-induced colitis in mice 
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Introduction  

Functional foods are defined as “ingredients that affect beneficially one or more target functions in the 

body, beyond adequate nutritional effects, in a way that is relevant to either an improved state of health 

and well-being and/or reduction of the risk a disease” (Diplock et al., 1999; Saris et al., 1998). The dairy 

fermented foods, including cheeses, constitute a large part of our daily diet. Recently, several 

investigations showed that some starter bacteria, typically employed in dairy fermented foods, can exert 

probiotic properties such as microbiota modulation, anti-cancerous and anti-inflammatory effects, in 

strain-dependent manner. A probiotic is defined as “a live microorganism which, when administrated in 

adequate amount, confers a health benefit on the host” (FAO, WHO, 2006). The perspective to develop 

functional dairy fermented foods by using probiotic starter bacteria, presents a promising manner to 

reduce the risk of diseases, which are related to lifestyle and diet. Some lactic acid bacteria and dairy 

propionibacteria strains were characterized for their immunomodulatory properties, specifically in 

inflammatory bowel disease (IBD) (Rabah et al., 2017; Santaolalla and Abreu, 2012). IBD includes two 

main pathologies: ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD). They are supposed to result from 

an abnormality of the immune response of the intestine with respect to certain components of the 

intestinal flora occurring in genetically predisposed individuals (Ko and Auyeung, 2014; Vindigni et al., 

2016; Zhang and Li, 2014). There are arguments indicating that ingested probiotic microorganisms 

could play a favorable role in the treatment of UC (Derwa et al., 2017; DuPont et al., 2014). 

Consumption of food-grade microorganisms selected for their probiotic application, alone or in 

combination with conventional drugs, has been shown to induce and/or to enhance remission in UC 

patients. New evidences revealed the anti-inflammatory potential of P. freudenreichii, which is a dairy 

Propionibacterium, and routinely added, in association with lactic acid bacteria, as a starter in the 

production of Swiss-type cheeses such as Emmental cheese (Thierry et al., 2011b). They contribute to 

the Emmental characteristic flavor and opening. Propionibacteria and lactic acid bacteria produce 

valuable metabolites with anti-inflammatory properties such as short fatty acids, DHNA, conjugated 

fatty acids and surface proteins, which are produced in food grade matrices such as cheese (Rabah et al., 

2017). Indeed, the consumption of experimental cheese fermented by P. freudenreichii, alone or with 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, protected mice from acute colitis induced by TNBS (Plé et al., 
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2015, 2016). Analogous functionalities were reported for lactic acid bacteria, strains also used for 

Emmental cheese manufacturing (George et al., 2018). Regarding all those data, we hypothesized that 

selection of specific lactic acid bacteria (LAB) and dairy propionibacteria strains with 

immunomodulatory properties could be used to prepare a potentially probiotic Emmental cheese with 

anti-inflammatory activities (Plé et al., 2015, 2016; Santos Rocha et al., 2012, 2014). Therefore, 

the aim of this study was to evaluate the beneficial properties of a Emmental through the fermentation 

of three selected anti-inflammatory strains: P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (Plé et al., 2015), 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CNRZ327 (Santos Rocha et al., 2014), Streptococcus 

thermophilus LMD-9 (Junjua et al., 2016), by using in vivo murine DSS-induced colitis. This Emmental 

cheese was produced on a local industrial production chain, in order to be as close possible to industrial 

cheese. 

Material and methods 

Bacterial strains 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CNRZ327, Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA 129 

(equivalent to ITGP20 strain) and Streptococcus thermophilus LMD-9, were provided by the 

microbiological resource center CIRM BIA (Centre International de Ressources Microbiennes Bacteries 

d’Intérêt Alimentaire). They were routinely cultured respectively in MRS, YEL or M17 culture media, 

according to CIRM-BIA standard procedure.  

Cheeses manufacturing  

The experimental single-strain cheese solely fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 was 

prepared as previously described (Plé et al., 2015, 2016). The biochemical composition of the cheese 

was: dry matter 58 g/100g, lipids 28 g/100g, proteins 29 g/100g, carbohydrates 0 g/100g, and calcium 

840 mg/100g (Plé et al., 2015). The cheese matrix is a sterile dairy matrix prepared in the same way as 

the single-strain cheese. Gluconodeltalactone was used to acidify the sterile supplemented milk before 

cheese matrix manufacturing procedure, as described previously (Plé et al., 2015). Propionibacteria were 

enumerated on Yeast-Extract-Lactate agar (YELA). Coliforms, mesophilic flora, thermophilic flora, 
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yeast, and molds, all below 10 CFU/G, were also enumerated (Table S2). The probiotic Emmental 

cheese was manufactured by Entremont Alliance© Company (Malestroit, France) using their production 

standard process. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CNRZ327, Streptococcus thermophilus LMD-

9 and P. freudenreichii CIRM-BIA 129 were used as starters. The propionibacteria, lactic acid bacteria 

and specific contaminant flora were enumerated according to Entremont Alliance© standards (Table S2). 

The identity of strains used as starter were checked by PFGE analyses according to CIRM-BIA 

procedures (Table S3). P. freudenreichii CIRM-BIA 129 was the only propionibacteria strain present in 

the Emmental cheese (Table S3). Other strains of L. delbrueckii were present but the strain CNRZ327 

was predominant. For S. thermophilus, four different strains were found and the strain LMD-9 was not 

the predominant one (Table S3). 

Animals, Feeding procedure and Dextran sulfate sodium induced colitis 

Female C57BL6 mice (6-8 weeks old,) were obtained from Federal University of Minas Gerais (UFMG–

Belo Horizonte, Brazil) and the study was approved by the Brazilian Ethics Committee on Animal Use 

(CEUA). They were randomly divided into groups of six and housed in a controlled environment (with 

a temperature of 25°C, a 12 h/12 h light/dark cycle and ad libitum access to food and water). For each 

preventive treatment (PBS, cheese matrix, single-strain cheese or Emmental cheese), two groups were 

constituted of 6 mice, one of which was treated to induce colitis. Mice were fed by gavage for seven 

consecutive days: 500 µl of PBS buffer, 100 mg of the sterile dairy matrix, and 100 mg of single-strain 

cheese and 400 mg of Emmental cheese. P. freudenreichii daily intake was set to 109 CFU, for the single-

strain cheese and the Emmental cheese. Cheeses were grinded by ultrathurax in phosphate buffer saline 

(PBS). Then, DSS-colitis was induced by adding 3% dextran sulfate sodium (DSS) (36,000-50,000 

M.Wt, MP Biomedicals) to the drinking water for 7 days. 

Assessment of DSS-induced colitis 

The severity of colitis was assessed during 7 days before animals sacrifice. Weight loss, stool 

consistency and blood content were assessed. The disease activity index (DAI) score was calculated 

based on these markers, as previously described (Cooper et al., 1993). For each parameter, a score was 
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given: absent (0), mild (1), moderate (2) and severe (3). The DAI correspond to the sum of different 

scores. 

Quantification of secretory IgA 

After mice sacrifice, the small bowel was collected and the content was washed by PBS. The intestinal 

contents were vortexed and centrifuged (850 g, 30 min, 4°c). The supernatants were recovered and IgA 

concentration was assessed by ELISA, as previously described (Carvalho et al., 2017). 

Real‐time quantitative PCR and gene expression analysis 

Colon fragments were collected and stored in RNAlater at -80°C until RNA extraction. Total RNA was 

isolated using RNeasy mini kit according to manufacturer’s instructions. Residual DNA was digested 

by adding DNase I. Samples were then treated with Turbo DNA free Kit®. cDNA for each sample was 

produced with high capacity cDNA Reverse Transcription kit. Quantitative PCR was performed using 

iTaq universal SYBR green supermix and by using gene specific primers for colonic cells (Table 1). 

Actin and GAPDH genes were used as housekeeping genes. Amplification reactions were performed on 

an ABI PRISM 7900HT Sequence detection system. Expression levels are represented as fold changes 

(2-∆∆Ct), using the means and standard deviation of target genes. 

Tissues preparation and cytokines quantification by ELISA 

Colon fragments were homogenized in PBS solution containing 0.05 % tween-20, 0.1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluorid, 0.1 mM benzethonium chloride, 10 mM EDTA and 20 KIU aprotinin. 

Tissues mixtures were centrifuged (3 000 g, 10 min) and supernatants were collected for ELISA assays. 

Plates were coated with purified monoclonal antibodies anti IL-10, IL-1β, IL-12p70, IL-17, IFNγ, 

TGFβ, TNFα and IL-6, overnight at 4°C. Plates were washed by TBS (Tris-buffered saline) and 

supernatant from homogenized colon tissues were added. Plates then were incubated overnight at 4°C. 

After plates washing, biotinylated monoclonal antibodies against different cytokines were added to 

coated plates and incubated for 2 hours at room temperature. The revelation were performed by adding 

100 µl/well of a citrate buffer containing orthophenyldiamine (1 mg/ml) and 0.04 % (v/v) H2O2. The 
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revelation reaction were stopped by the addition of 2N H2SO4 solution. The absorbance was measured 

at 492 nm.  

Statistical analysis 

The protective effect of the different cheeses in the DSS-induced colitis preventions was analyzed using 

one-way ANOVA with Tukey multiple comparisons test. Statistical significance was set at p<0.05. 

Calculations were performed using GraphPad Prism Software (Prism 7 for Windows). All data were 

expressed as mean values and standard deviation (SD) (n=7). 

Results  

Mortality, body weight loss, colon length  

DSS-induced colitis caused significant body weight loss in all mice groups, compared to the healthy 

group (PBS) (Fig1. A). However, the ingestion of the single-strain cheese and of the Emmental cheese 

attenuated the body weight loss, compared to the PBS-DSS and the cheese matrix-DSS groups (Fig1. 

A). The DSS-induced colitis increased the disease activity index (DAI), which considers the body weight 

loss, the severity of diarrhea and the presence of blood in feces (Fig1. B). The cheese matrix intake did 

not reduce the DAI, whereas the ingestion of the single-strain cheese or of the Emmental cheese 

significantly attenuated the DAI, compared to the PBS-DSS group (Fig1. B). The DSS-induced colitis 

caused colon shortening in all mice groups (Fig1. C). The intake of the cheese matrix, the single-strain 

cheese or the Emmental cheese did not prevent the colon shortening (Fig1. C). Altogether, these results 

show that the single-strain cheese or the Emmental cheese intake reduced the severity of DSS-induced 

colitis, without significant difference between the two cheeses.  

IgA secretory production 

Concentration of secretory IgA in the small intestine of all mice groups was assessed by ELISA 

quantification. The DSS-induced colitis increased significantly the IgA secretion (Fig2). The cheese 

matrix intake did not attenuate IgA secretion, whereas the consumption of single-strain cheese and the 

Emmental cheese reduced significantly IgA secretion, compared to the PBS-DSS mice group (Fig2). 
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There was no significant difference in IgA secretion between the single-strain cheese and the Emmental 

cheese (Fig2).  

Colonic oxidative stress and epithelial barrier 

The gene expression of different marker of the colonic oxidative stress and epithelial barrier integrity 

were assessed by quantitative RT-PCR (Fig3.). No significant changes were observed in expression of 

genes involved in epithelial barrier integrity, as claudind1, mucin 2, zonula occluden1 and zonula 

occluden2 genes (Fig3. A, B, C, D). However, the DSS-induced colitis induced a significant decrease 

of occludin gene expression, which is prevented significantly only by the Emmental cheese intake and 

not by the cheese matrix intake (Fig3. E). The DSS-induced colitis induced an oxidative stress in colonic 

cells as showed by the induction of nitrite oxide synthase (iNOS) gene expression (Fig3. F). The cheese 

matrix attenuated significantly iNOS expression in the colonic cells, compared to the PBS-DSS group 

(Fig3. F). The single-strain cheese intake tended to decrease iNOS expression, compared to the PBS-

DSS group (Fig3. F). There was no significant differences between the Emmental cheese and the healthy 

or the PBS-DSS groups (Fig3. F).  

Pro-inflammatory and anti-inflammatory gene expression in colon 

The expression of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines genes expression in the colonic 

cells was assessed in all mice groups (Fig4.). The DSS-induced colitis did not modify IL-10 and TGFβ 

expression, compared to the healthy group (Fig4. A, B). Similarly, the ingestion of the cheese matrix 

and of the single-strain cheese did not change IL-10 and TGFβ expression (Fig4. A, B). However, the 

ingestion of the Emmental cheese enhanced IL-10 expression during DSS colitis induction, compared 

to all mice groups (Fig4. A). The DSS-induced colitis did not induce significant change in IL-1β and 

TNFα expression in colonic cells, compared to the healthy group (Fig4. C, D). However, the single-

strain cheese intake enhanced IL-1β expression during DSS colitis, compared to the healthy group (Fig4. 

C). The cheese matrix, the single-strain cheese and the Emmental cheese attenuated significantly TNFα 

expression, compared to the healthy group (Fig4. D). In addition, the DSS-induced colitis increased 

IFNγ expression in the colonic cells, compared to the healthy group (Fig4. E). The cheese matrix, the 
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single-strain cheese and the Emmental cheese attenuated significantly IFNγ expression, compared to the 

healthy group (Fig4. E). There was no significant change of IL-21 expression in all mice groups (Fig4. 

F). 

Pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines concentration in colon 

The concentration of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines in the colonic tissues was 

assessed in all mice groups by ELISA quantification (Fig5.). The DSS-induced colitis increased IL-10 

secretion, compared to the healthy group (Fig5. A). The cheese matrix intake further enhanced secretion 

of IL-10 during DSS-induced colitis, compared to the healthy group (Fig5. A). However, fermented 

cheeses ingestion reduced IL-10 induction (Fig5. A). The DSS-induced colitis increased TGFβ secretion 

in the PBS-DSS and the cheese matrix-DSS groups (Fig5. B). The Emmental cheese and the single-

strain cheese ingestion didn’t influence significantly TGFβ secretion, compared to the DSS-PBS and the 

healthy groups (Fig5. B). In case of IL-6, the DSS-induced colitis increased significantly its secretion, 

compared to the healthy group (Fig5. C). The Emmental cheese intake attenuated significantly IL-6 

secretion, compared to the PBS-DSS group (Fig5. C). Similar observations were found for IFNγ 

secretion, only the Emmental cheese attenuated IFNγ secretion induced by the DSS-induced colitis 

(Fig5. D). The DSS-induced colitis increased IL-17 secretion, compared to the healthy group, which is 

exacerbated by the cheese matrix intake (Fig5. E). Only the Emmental cheese tended (p=0.07) to 

decrease IL-17 secretion, compared to the PBS-DSS group (Fig5. E). The DSS-induced colitis induced 

a significant increase of TNFα only in the cheese matrix group Fig5. F). The DSS-induced colitis did 

not induce significant change in IL-12 secretion, compared to the healthy group (Fig5. G). Cheeses 

intake did not either alter significantly IL-12 secretion, compared to healthy group (Fig5. G). Finally, 

the DSS-induced colitis increased IL-1β secretion, compared to the healthy group, which is not 

attenuated by the Emmental cheese intake (Fig5. H).  

Discussion 

In this study, we aimed to investigate the protective effect of a “probiotic” Emmental cheese towards 

DSS-induced colitis. The probiotic Emmental cheese was manufactured at an industrial scale and starter 
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bacteria were selected for their immunomodulatory properties previously described, which are: P. 

freudenreichii CIRM-BIA 129 (Plé et al., 2015), L. delbrueckii subsp. lactis CNRZ327 (Santos Rocha 

et al., 2014)and S. thermophilus LMD9 (Junjua et al., 2016). Indeed, we compared its effects to those of 

an experimental single-strain cheese, fermented only by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 and to a germ-

free cheese matrix  (Plé et al., 2016). We induced colitis in C57BL6 mice by adding 3% (w/v) DSS in 

drinking water for 7 consecutive days after daily gavage by different cheeses for 7 days. DSS triggered 

a strong colonic inflammation accompanied by weight loss, diarrhea and rectal bleeding. No mortality 

was observed. The Emmental cheese and the single-strain cheese attenuated the DSS-colitis severity by 

reducing the colitis inflammation markers. These results are consistent with the previous studies. P. 

freudenreichii CIRM-BIA 129 alone, or in combination with lactic acid bacteria, attenuates TNBS and 

DSS-induced colitis (Foligné et al., 2010, 2013; Plé et al., 2015, 2016). However, neither of the two 

fermented cheeses prevented the colon shortening triggered by the DSS. Similarly, in a previous study, 

the administration of P. freudenreichii CIRM-BIA 129 in combination with lactic acid bacteria did not 

prevent colon shortening during DSS-induced colitis (Foligné et al., 2016).  

The DSS-induced colitis increased the IgA secretion in the small bowel, which is attenuated by the 

single-strain cheese and the Emmental cheese. The IgA secretion increase is a marker of ileum 

microbiota modulation and gut barrier disturbance by the DSS-induced colitis. Here, we supposed that 

IgA secretion decrease is due to an attenuate inflammation triggered by the fermented cheeses. This 

suggests also that DSS ingestion would affect not only the large intestine but also the small intestine 

(Ohtsuka and Sanderson, 2003; Perše and Cerar, 2012). Indeed, disruption of gut barrier integrity is a 

key step in the inflammatory gut disease. The DSS-induced colitis induced a significant increase of nitric 

oxide synthase (iNOS) expression in the colon tissues and was attenuated by the cheese matrix and the 

fermented cheeses. However only the Emmental cheese restored the occludin expression in the colon 

tissues, while its repression participates in the colitis severity (Ahl et al., 2016).  

Cytokines are major mediators of colitis pathogenesis. We thus assessed the cytokines expression and 

concentration in the colonic tissues. Results of cytokine expression were partially consistent with 

cytokine secretion results. The DSS-induced colitis increased the secretion (not the expression) of IL-
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10 and TGFβ, which is consistent with cytokine pathogenesis in UC patients (Roda et al., 2011). This 

increase was attenuated by the cheese matrix administration. Moreover, the Emmental cheese and the 

single-strain cheese further reduced the secretion of IL-10 and TGFβ, compared to the PBS-DSS control. 

However, only the Emmental cheese increased IL-10 expression in the colonic tissue, compared to all 

other groups. IL-10 is an anti-inflammatory cytokine which inhibits the production of IL-1β, IL-6, and 

TNF-α. The increase of IL-10 was shown to be effective only when it is induced before DSS-colitis 

induction (Cardoso et al., 2018). L. delbrueckii subsp. lactis CNRZ327, as well P. freudenreichii CIRM-

BIA 129 enhanced Treg FOXP3+ cells subset in animal models, which produce high amount of IL-10 

(Rabah et al., 2018a; Santos Rocha et al., 2014). Similarly, TGFβ is an anti-inflammatory mediator 

which is highly synthesized by mononuclear cells of UC patients (Roda et al., 2011). Similarly, we 

supposed that the fermented cheeses attenuated inflammation, so that TGFβ secretion is diminished after 

colitis induction. 

The DSS-induced colitis increased the secretion of IFNγ and IL-6 and tended to increase the secretion 

of TNFα. At the expression level, only IFNγ expression was induced by the DSS, compared to the 

healthy group. The germ-free cheese matrix administration did not affect the expression of TNFα but 

decreased the expression of IFNγ, compared to the PBS-DSS group. However, the cheese matrix did not 

decrease the secretion of IFNγ, TNFα and IL-6 triggered by the DSS. The single-strain cheese and the 

Emmental cheese decreased the expression of IFNγ gene but only the Emmental cheese decreased the 

IFNγ secretion, compared to the PBS-DSS group. Similarly, the Emmental cheese decreased the 

secretion of IL-6, IFNγ, IL-6 and TNFα are pro-inflammatory cytokines highly secreted in the gut 

mucosa of UC patients (Roda et al., 2011). TNF-α is produced by APCs and macrophages and induced 

the secretion of IL-6 and IFNγ, the typical cytokine of Th1 cells subset. IL-6 and TGFβ secretion can 

induce Th17 cells, which are involved in the IBD pathogenesis (Letterio and Roberts, 1998; Wen et al., 

2015). Indeed, IL-17, the Th17 cells cytokine, was increased by the DSS-induced colitis and tended to 

be attenuated (p=0.06) by the Emmental cheese administration only. The DSS-induced colitis increases 

only IL-1β secretion (not expression) compared to the healthy group. Neither cheese attenuated IL-1β 
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secretion. However, the single-strain cheese increased its expression and the Emmental cheese increased 

its secretion, compared to the healthy group. 

Taken together, these results show that the preventive effects triggered by the Emmental cheese or the 

single-strain cheese are induced by different mechanisms. Although, the propionic acid bacteria in 

Emmental cheese were predominant compared to the lactic acid bacteria which underwent lysis 

phenomena during cheese ripening (Lazzi et al., 2016; Pang et al., 2017; Valence et al., 2000). Indeed, 

killed lactic acid bacteria were shown to have similar or attenuated ability to reduce chemically-induced 

colitis (Foligné et al., 2006; Sang et al., 2015; Thakur et al., 2016; Ueno et al., 2011). The anti-

inflammatory properties of lactic acid bacteria are probably induced by cell wall componentS of lysed 

or dead cells. The interactions between propionic acid and lactic acid bacteria are poorly characterized 

and may modulate their probiotic properties. As an example, in one hand, the proteolytic activity exerted 

by the lactic acid bacteria can affect propionic acid bacteria immunomodulatory surface proteome and 

metabolism. This interaction may affect the production of beneficial metabolites by propionic bacteria 

and their immunomodulatory effects (Baer, 1995; Thierry.A, et al., 2011). In other hand, the proteolytic 

characteristic of lactic acid bacteria may lead to the liberation of bioactive peptides from caseins 

proteolysis, which can participate to the anti-inflammatory property of an Emmental cheese (Brown et 

al., 2017; Politis and Chronopoulou, 2008). Further studies are needed to well understand interactions, 

which exist between the propionic and lactic acid bacteria, in particularly how it affects their probiotic 

attributes. These studies will provide screening criteria to choose the most effective lactic and propionic 

acid bacteria to develop anti-inflammatory functional foods.  

As a conclusion, the Emmental cheese fermented by preselected immunomodulatory starter bacteria was 

able to reduce the DSS-induced colitis severity in a mice model. This protective effect seems to result 

from a synergy between lactic acid and propionic acid bacteria.  
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Fig1. Impact of cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese on the severity of DSS-

induced colitis. (A) Body weight (as a percentage of the initial weight) in the healthy group (PBS); and 

after DSS colitis induction in PBS, cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese groups. 

(B) Disease activity index. (C) Colon length. The data represent the mean ± SD of 18 mice per group. 

Multiple comparisons were performed, *p<0.05, *p<0.05 ** p<0.01, ***p<0.001 **** p<0.0001. 
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Fig2. Impact of cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese intake on small bowel IgA 

secretion. Secretory IgA concentration in the small bowel was determined by ELISA quantification. 

The data represent the mean ± SD of 18 mice per group. Multiple comparisons were performed, 

*p<0.05, *p<0.05 ** p<0.01, ***p<0.001 **** p<0.0001. 
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Fig3. Impact of cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese on the epithelial colonic cells barrier and on the colonic oxidative stress during 

DSS-induced colitis. Colonic mRNA expression levels of (A) CLD1, (B) Muc2, (C) ZO1, (D) ZO2 (E) Ocln and (F) iNOS genes are analysed. The data 

represent the mean ± SD of 18 mice per group. Multiple comparisons were performed, *p<0.05, *p<0.05 ** p<0.01, ***p<0.001 **** p<0.0001.  
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 Fig4. Impact of cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese on cytokines expression in the colonic tissues during DSS-induced colitis. Colonic 

mRNA expression levels of (A) IL-10, (B) TGFβ, (C) IL-1β, (D) TNFα, (E) IFNγ, and (F) IL-21 were determined. Data represent the mean ± SD of 18 mice 

per group. Multiple comparisons were performed, *p<0.05, *p<0.05 ** p<0.01, ***p<0.001 **** p<0.0001. 
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Fig5. Impact of cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese on secreted cytokines in the colonic tissues during DSS-induced colitis. Cytokines 

concentration of (A) IL-10, (B) TGFβ, (C) IL-6, (D) IFNγ, (E) IL-17, (F) TNFα, (G) IL-12 and (H) IL-1β were quantified by ELISA. Data represent the mean 

± SD of 18 mice per group. Multiple comparisons were performed, *p<0.05, *p<0.05 ** p<0.01, ***p<0.001 **** p<0.0001.  
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Primer Sequence 5’-3’ Reference 

Ocln Forward GGACCCTGACCACTATGAAACAGACTA 

(Yamazaki et al., 2011) Reverse TAGGTGGATATTCCCTGACCCAGTC 

CLD1 Forward CTGGAAGATGATGAGGTGCAGAA 

Reverse CTAATGTCGCCAGACCTGAA 

Muc2 Forward GCTGACGAGTGGTTGGTGAATG (Wlodarska et al., 2011) 

Reverse GATGAGGTGGCAGACAGGAGAC 

ZO1 Forward AGCTCATAGTTCAACACAGCCTCCAG 

(Yamazaki et al., 2011) Reverse CTTCCACAGCTGAAGGACTCACAG 

ZO2 
Forward GGAGACCAGATTCTGAAGGTGAACACA 

Reverse CCTTTGGGGATTTCTAGCAGGTAGAGGAC 

iNOS 
Forward CAGCTGGGCTGTACAAACCTT 

(Giulietti et al., 2001) 

Reverse CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG 

Actb Forward AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 

Reverse CAATAGTGATGACCTGGCCGT 

Gapdh 
Forward TCACCACCATGGAGAAGGC 

Reverse GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA 

IL1beta Forward CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG 

Reverse GATCCACACTCTCCAGCTGCA 

IL6 Forward GAGGATACCACTCCCAACAGACC 

Reverse AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 

IL10 
Forward GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 

Reverse ACCTGCTCCACTGCCTTGCT 

IL12b Forward GGAAGCACGGCAGCAGAATA 

Reverse AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG 

IL17a 
Forward GCTCCAGAAGGCCCTCAGA 

Reverse AGCTTTCCCTCCGCATTGA 

Infg Forward TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 

Reverse TGGCTCTGCAGGATTTTCATG 

Tgfb1 Forward TGACGTCACTGGAGTTGTACGG 

Reverse GGTTCATGTCATGGATGGTGC 

Tnfa Forward CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 

Reverse TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 

Table S1. Specific primer sequences in order to target murine genes analysed in the study.  
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 Emmental cheese Single-Strain 

cheese Cheese matrix 

P. freudenreichii  CFU / g 4.10
9 CFU / g 1.10

10 - - 

Thermophilic 

Lactobacillus CFU / g 1.10
6 -  - - 

Streptococcus 

thermophilus  CFU / g 4.10
6 -  - - 

E. Coli CFU / g <10 -  - - 

Staphylococcus CFU / g <10 -  - - 

Listeria CFU /25g abs -  - - 

Salmonella CFU /25g abs -  - - 

Total coliform Bacteria - - CFU / g <10 CFU / g <10 

Total  thermophilic 

Bacteria - - CFU / g <10 CFU / g <10 

Total  mesophilic 

Bacteria - - CFU / g <10 CFU / g <100 

Yeasts and molds - - CFU / g <10 CFU / g <10 

 

 

 

 

 

 

 

Number of colonies 

collected 

Different 

strains 

identified 

Colony corresponding to 

the original strain 

P. freudenreichii 10 1 10/10 

L. delbrueckii 10 4 6/10 

S. thermophilus 10 4 1/10 

 

 

  

Table S2. Microbiological analysis of the Emmental cheese, the single-strain cheese and the cheese 

matrix. P. freudenreichii enumeration was performed in the Emmental cheese and the Single-strain 

cheese. Lactobacillus sp and Streptococcus thermophilus numeration was done only in the Emmental 

cheese. Different microbiological analysis were performed to numerate contaminating flora in the 

Emmental cheese in one hand, and in the single-strain cheese and the cheese matrix in the other hand.  

Table S3. PFGE analysis of different colonies isolated from petri dishes done for P. freudenreichii, 

Lactobacillus and S. thermophilus enumeration in the Emmental cheese. The identity of strains were 

checked by analyzing 10 different colonies isolated.  
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6.3. Conclusion 
 

Dans ce chapitre, nous avons souhaité évaluer l’effet anti-inflammatoire d’un fromage emmental, dit 

« probiotique ». Les souches ferments de cet emmental ont été présélectionnées pour leurs propriétés 

immunomodulatrices : S. thermophilus LMD-9, L. delbrueckii subsp. lactis CNRZ327 et P. 

freudenreichii CIRM-BIA 129. L’effet anti-inflammatoire de ce fromage a été examiné in vivo dans un 

modèle de colite chimiquement induite par le DSS chez la souris. Cet effet anti-inflammatoire du 

fromage emmental « probiotique » a été comparé à celui d’un fromage monosouche fermenté par P. 

freudenreichii CIRM-BIA 129 et à celui d’une matrice fromagère de caséines.  

Le fromage monosouche, ainsi que le fromage emmental, ont réduit la sévérité de la colite chimiquement 

induite, comme indiquent les diminutions de la perte de poids, des saignements rectaux et de la survenue 

des diarrhées. Cependant, le rétrécissement du côlon n’a pas été atténué par l’ingestion du fromage 

monosouche ou du fromage emmental. En évaluant l’expression, ainsi que la sécrétion de plusieurs 

cytokines, le fromage monosouche ainsi que le fromage emmental ne modulaient pas de la même 

manière leur expression et leur sécrétion. Notamment, l’ingestion du fromage monosouche n’a pas 

permis d’atténuer les sécrétions des cytokines IL-6 et IFNγ induites par le DSS. L’analyse du microbiote 

intestinal est en cours de réalisation et permettra de savoir si les deux fromages fermentés ont des effets 

différents sur sa composition. 

L’effet probiotique de l’emmental semble résulter des effets anti-inflammatoires cumulés des bactéries 

propioniques et lactiques. Les interactions qui peuvent exister entre ces bactéries pourraient influencer 

également leurs propriétés anti-inflammatoires, et ainsi celles de l’emmental. De plus, l’emmental ayant 

subi le processus d’affinage (Protéolyse), ce qui n’est pas le cas du fromage monosouche, on suppose 

que l’interaction entre les bactéries lactiques et la matrice fromagère peut moduler cet effet anti-

inflammatoire. Différents peptides bioactifs peuvent être libérés par la protéolyse des caséines par les 

bactéries lactiques.  
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Chapitre 6 : à retenir 

- L’emmental « probiotique », tout comme le fromage monosouche, ont réduit la 

sévérité d’une colite chimiquement induite dans un modèle murin 

- Au niveau des marqueurs microscopiques, l’emmental « probiotique » semble avoir 

un meilleur effet préventif contre la colite chimiquement induite 

- L’emmental « probiotique » semble ne pas réduire la sévérité de la colite de manière 

similaire à celle induite par le fromage monosouche 
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1. Le fromage comme vecteur pour les propriétés 

immunomodulatrices de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 
 

Le projet de thèse avait pour objectif de comprendre l’impact de la matrice fromagère sur les propriétés 

probiotiques de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (Pf), et en particulier les propriétés 

immunomodulatrices à travers ses protéines de surface Slps. Nous avons utilisé des approches in vivo et 

in vitro complémentaires pour comparer et comprendre les différences en termes de propriétés 

immunomodulatrices de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 lors d’une vectorisation par une culture sur 

ultrafiltrat de lait ou par une matrice fromagère. Nous avons avancé l’hypothèse que les propriétés 

immunomodulatrices de Pf seraient matrice-dépendantes, du fait de la variation de la quantité de bactéries 

vivantes vectorisées vers le côlon et d’une différence en termes de composants de surface due à la 

protéolyse éventuelle des protéines Slps. 

1.1. Effet de la matrice fromagère sur la viabilité de P. freudenreichii dans le 

tube digestif 
 

Nous avons montré que la matrice fromagère améliore la tolérance de Pf aux stress gastriques et 

duodénaux lors de la digestion in vitro, par comparaison à l’ultrafiltrat de lait. Cependant, l’étude in vivo 

montre que les deux matrices vectrices apportent des quantités similaires de bactéries métaboliquement 

actives au tractus digestif des porcelets. Cela suggère que Pf produit des quantités similaires de 

métabolites bénéfiques, quelle que soit la matrice de vectorisation. 

Il est vrai que les modèles de digestion in vitro utilisés présentaient des limites. En effet, le modèle de 

digestion in vitro statique ne comporte pas de régulation du pH lors de la phase gastrique, ce qui peut 

affecter la viabilité bactérienne (Minekus et al., 2014). Lors de la digestion de la matrice fromagère, le 

pH initialement ajusté à 3 n’était pas stable lors de la digestion, à l’inverse de l’ultrafiltrat de lait. De plus, 

dans le modèle de digestion in vitro dynamique, nous avons fait le choix d’utiliser des paramètres de 

digestion mis au point pour des matrices fromagères solides : le temps de vidange utilisé est nettement 

supérieur à des temps physiologiques observés pour des matrices liquides, d’où une perte de viabilité 
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considérable pour l’ultrafiltrat de lait. L’ensemble de ces limites pourrait expliquer l’incohérence trouvée 

entre les résultats in vitro et in vivo.  

Cependant, la quantité de bactéries vivantes atteignant le côlon dépend également de la capacité 

d’adaptation de P. freudenreichii à l’environnement colique, et non seulement de sa tolérance aux stress 

gastriques et duodénaux. Pour explorer cet aspect, nous avons évalué l’impact du milieu de croissance sur 

la capacité d’adaptation de Pf au milieu caecal, qui mime l’environnement colique. Nous avons observé 

que la viabilité de Pf diminue dans le milieu caecal, quel que soit le milieu de croissance. Cependant, les 

mécanismes d’adaptation sont peu clairs pour le moment. Les analyses de protéomique comparative et de 

métabolique permettront de valider une des deux hypothèses émises dans le chapitre 5. Néanmoins, nous 

avons constaté que le milieu de croissance, ainsi que la protéolyse des protéines de surface, influencent la 

viabilité de P. freudenreichii dans le milieu caecal. Les résultats suggèrent que les bactéries cultivées sur 

l’ultrafiltrat de lait auraient une moindre tolérance aux stress gastriques et duodénaux, mais une meilleure 

capacité d’adaptation au côlon. Pour les bactéries provenant du fromage, elles auraient une meilleure 

capacité de tolérance aux stress digestifs mais auraient une moindre capacité d’adaptation au côlon.  

De manière générale, ces résultats mettent en lumière l’importance d’utiliser des modèles de digestion 

pertinents pour simuler correctement la dynamique de digestion gastrique et intestinale en fonction de la 

rhéologie et la composition du vecteur, et d’inclure en plus un compartiment mimant les conditions 

coliques, afin d’évaluer l’activité in situ d’un microorganisme probiotique. Ces modèles permettront 

d’évaluer à la fois la tolérance aux stress gastriques et duodénaux et la capacité d’adaptation du 

probiotique à l’environnement colique, tel que le modèle SHIME (Simulator of the Human Intestinal 

Microbial Ecosystem) (Molly et al., 1994).  

1.2. Effet de la matrice fromagère sur l’effet immunomodulateur de P. 

freudenreichii 
 

Dans un deuxième temps, nous avons émis l’hypothèse que les variations de propriétés 

immunomodulatrices de Pf seraient liées à une différence de composition en composants de surface, due 

à la protéolyse éventuelle des protéines Slps. En effet, les résultats in vivo montrent que les propriétés 
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immunomodulatrices de Pf sont matrice-dépendantes. Les différences, en termes d’immunomodulation 

par Pf, entre les deux matrices vectrices, semblent être liées à une différence en composants de surface, 

puisque les deux matrices vectrices apportent des quantités similaires de bactéries métaboliquement 

actives vers le côlon des porcelets.  

En effet, les résultats de stimulation des cellules épithéliales intestinales suggèrent que la protéolyse des 

Slps abolisse leur propriété anti-inflammatoire. Parallèlement, nous avons montré que la matrice 

fromagère limite la protéolyse des protéines Slps lors de la digestion in vitro. L’analyse des contenus 

digestifs ne nous a pas permis de discriminer les deux matrices par la présence de SlpB. De plus, comme 

il a été démontré que Pf peut s’adapter à l’environnement du côlon, nous nous sommes interrogés sur la 

possibilité que Pf puisse exprimer de novo ses protéines Slps après la protéolyse de celles-ci. Pour 

corroborer cette hypothèse selon laquelle la différence en termes d’immunomodulation observée sur 

l’étude in vivo est liée essentiellement à une différence en termes de composants de surface, nous avons 

étudié l’expression de novo de la protéine SlpB dans le milieu caecal après sa protéolyse. En effet, en cas 

de protéolyse de la protéine SlpB lors de la digestion, Pf ne l’exprimera pas de novo dans le milieu caecal. 

Ce résultat n’exclue pas que Pf puisse exprimer d’autres protéines de surface qui peuvent interagir 

également avec le système immunitaire de l’hôte. En plus, comme démontré pour des espèces de 

Bifidobacterium et de Lactobacillus, des composants de surface, tels que les acides lipotéichoïques ou le 

peptidoglycane, peuvent également exercer un effet immunomodulateur (Sarkar and Mandal, 2016; Shida 

et al., 2009; Smelt et al., 2013). En effet, la stimulation in vitro de cellules PBMC montre une capacité 

d’immunomodulation différente de Pf ayant perdu les  protéines de surface par protéolyse digestive, par 

comparaison à Pf intact. La différence d’immunomodulation consistait essentiellement en la perte de la 

capacité d’induction de l’interleukine IL-10 (Le Maréchal et al., 2015).  

Pour récapituler, les deux matrices, l’ultrafiltrat de lait et le fromage, apportent des quantités similaires 

de bactéries métaboliquement actives au côlon des porcelets. Cependant, les deux matrices présentent in 

vivo des effets anti-inflammatoires matrice-dépendants. En effet, nous pensons que cela est dû à une 

variation en composants de surface. La vectorisation de Pf par la matrice fromagère amène une grande 

proportion de Pf intact vers le côlon, alors que la vectorisation de Pf par l’ultratfiltrat de lait engendre une 
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protéolyse de la protéine SlpB qui ne sera pas exprimée de novo dans le côlon. Néanmoins, l’analyse de 

protéomique nous permettra de voir si certaines protéines de surface sont exprimées ou non de novo après 

leur protéolyse digestive, ce qui peut affecter également l’immunomodulation exercée par Pf. 

2. Compréhension des mécanismes immunomodulateurs de P. 

freudenreichii CIRM-BIA 129 

2.1. L’effet immunomodulateur de P. freudenreichii  
 

Nous avons montré que Pf CIRM-BIA 129 ainsi que les protéines Slps, induisent une réponse anti-

inflammatoire sur les cellules épithéliales intestinales HT-29, en présence de stimulus pro-inflammatoire. 

Ces résultats sont cohérents avec les effets observés sur les cellules immunes du sang (PBMC). De plus, 

nous avons montré que les protéines Slps ont également un effet anti-inflammatoire sur les cellules 

immunes des ganglions mésentériques intestinaux des porcelets, suite à une stimulation ex vivo. La 

stimulation des cellules HT-29 par la souche Pf CIRM-BIA 129 KO SlpB montre que ce mutant présente 

un profil pro-inflammatoire lors de la stimulation des cellules HT-29, par comparaison à la souche 

sauvage (Annexe 1). Cependant, comme la mutation de la protéine SlpB a eu un effet pléiotrope sur la 

composition du protéome de surface (Do Carmo et al., 2018b), il est donc difficile d’attribuer 

exclusivement l’effet pro-inflammatoire de Pf CIRM-BIA 129 KO SlpB à l’absence de la protéine SlpB. 

L’étude de protéomique portant sur l’adaptation de Pf à l’environnement caecal va nous fournir des 

données cruciales sur la composition du protéome de surface pour comprendre cet effet 

immunomodulateur à travers ces protéines clés. En effet, si l’analyse montre, ou non, que d’autres 

protéines de surface sont exprimées de novo dans l’environnement caecal, cela suggère qu’en effet 

l’immunomodulation exercée par P. freudenreichii résulte d’une combinaison de protéines de surface, tel 

que il a été suggéré précédemment (Deutsch et al., 2017) ; mais elle peut être due également à des 

composants de la paroi. En effet, d’autres souches de Pf ont montré un effet anti-inflammatoire in vitro 

mais possèdent un protéome de surface (notamment en termes de composition en protéines Slps) différent 

de la souche Pf CIRM-BIA 129 (Deutsch et al., 2017; Foligné et al., 2013). Cependant, il n’est pas exclu 

d’aller plus loin dans l’élucidation des mécanismes moléculaires d’action des protéines Slps, ainsi que 

leur interaction avec l’immunité de l’hôte. Il faudra que les approches expérimentales menées pour 
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comprendre cet effet immunomodulateur intègrent de façon réelle ce qui se passe lors de l’ingestion de la 

bactérie.  

1) Perspective : élargir l’étude des mécanismes immunomodulateurs de Pf à d’autres protéines de 

surfaces ou à des composants de la paroi  

De plus, nous avons montré que l’ingestion de Pf induit une différenciation des lymphocytes T différente 

selon la matrice de vectorisation. Lors de l’étude in vivo et en fonction des stimulations ex vivo menées, 

nous avons également émis l’hypothèse que l’ingestion de Pf modulerait également l’immunité innée. 

Dans une démarche additionnelle, on pourrait étudier la différenciation des lymphocytes T en mettant en 

contact les bactéries, ayant subi un shaving ou non, ainsi que des protéines Slps, en contact des cellules 

dendritiques et/ou de macrophages qui seront ultérieurement mis en contact avec des lymphocytes T naïfs. 

Des études in vivo sont également nécessaires pour aller plus loin dans les mécanismes d’action de Pf 

dans l’induction de la différenciation des lymphocytes T. Ainsi, on pourrait confirmer si la différence, en 

termes de différenciations des lymphocytes T induites par Pf in vivo, est liée au protéome de surface. 

Cependant, une observation majeure a été faite lors de l’expérimentation réalisée sur les porcelets, la 

consommation chronique de P. freudenreichii n’induit pas la même pas réponse immunitaire sur les 

cellules PBMC qu’une stimulation transitoire in vitro. Pf induit une sécrétion d’IL-10 lors de la 

stimulation in vitro de PBMC ou de MLNC, alors que l’ingestion chronique de Pf diminue la sécrétion 

d’IL-10 par les cellules PBMC. Il s’agit d’un résultat important à souligner lorsque des études in vivo sont 

menées et qui montre qu’il est nécessaire de trouver des modèles in vitro plus représentatifs de l’ensemble 

des évènements se déroulant dans le tube digestif. 

2) Perspective : étudier les interactions entre Pf avec ses protéines de surface et les cellules de 

l’immunité innée et leurs conséquences sur la différenciation des lymphocytes T in vitro ainsi 

qu’in vivo 

De plus, les résultats obtenus à l’issue de l’étude in vivo sur les porcelets, ouvrent la perspective 

intéressante d’aller étudier in vivo l’effet matrice-dépendant de P. freudenreichii pour prévenir une 

maladie inflammatoire donnée. En effet, les résultats des phénotypes de Lymphocytes T in vivo montrent 
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que, selon la matrice de vectorisation, Pf pourrait plus ou moins efficacement prévenir une inflammation 

d’origine différente (Allergie, diarrhée infectieuse,……). 

3) Perspective : étudier l’effet matrice sur la prévention de différents modèles de maladies 

inflammatoires qui peuvent être prévenues par l’ingestion de Pf   

2.2.  La caractérisation structurale de la protéine SlpB pour son rôle 

immunomodulateur 
 

Lors de ce projet de thèse, nous avons réussi à préciser de manière partielle les modifications covalentes 

de la protéine SlpB, révélant en particulier sa nature glycoprotéique (Annexe 2). Cette étude préliminaire 

permettra d’aller plus loin dans l’identification des sites modifiés, ainsi que l’architecture des sucres 

présents sur la protéine. Une stratégie pour atteindre cet objectif est proposée (Annexe 2). L’ensemble de 

ces expérimentations ouvriront de nombreuses perspectives afin de comprendre les mécanismes 

d’interaction de cette protéine avec les récepteurs de l’immunité innée. Il est également  possible 

d’envisager de déterminer la structure tridimensionnelle de SlpB par cristallographie ou par des outils 

bio-informatiques, afin de pouvoir faire des études de type « Docking » pour déterminer les récepteurs 

pouvant potentiellement interagir avec cette protéine. Cette perspective permettra également d’identifier 

des peptides bioactifs qui peuvent être utilisés comme agents thérapeutiques anti-inflammatoires dans un 

contexte de maladies inflammatoires. Il faudra également envisager d’élargir ces études aux autres 

protéines Slps des bactéries propioniques.  

4) Perspective : identifier les récepteurs de l’hôte interagissant avec la protéine SlpB et étudier les 

cascades de réaction induites dans les cellules présentatrices d’antigène, telles que les cellules 

M ou les cellules dendritiques  

5) Perspective : étudier de manière plus précise les modifications covalentes de la protéine SlpB et 

étudier leur rôle dans l’interaction avec les récepteurs de l’immunité innée 
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3. Compréhension de la physiologie et des mécanismes 

d’adaptation de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 

3.1. Les mécanismes d’adaptation de P. freudenreichii aux stress digestifs 
 

L’analyse par protéomique, en cours, apportera un éclairage sur les mécanismes d’adaptation à 

l’environnement caecal. Les résultats seront comparés aux résultats de l’analyse transcriptomique 

effectuée in vivo sur la souche Pf CIRM-BIA 1 (Saraoui et al., 2013). Cette précédente étude montrait 

que des mécanismes sont régulés de manière similaire que dans le cas de l’adaptation de la souche de Pf 

CIRM-BIA 138 à une carence longue en nutriments dans le milieu YEL (Aburjaile et al., 2016b).  

Les résultats préliminaires de l’étude sur l’adaptation de Pf à l’environnement caecal suggèrent que ces 

mécanismes d’adaptation sont matrice-dépendants. L’étude in vivo menée sur l’ingestion de Pf CIRM-

BIA 138 a montré que, selon que la bactérie est apportée sous forme lyophilisée ou sous forme de lait 

fermenté, cette souche n’avait pas la même activité métabolique in situ (Cousin et al., 2012). Cela montre 

que, outre le choix de la souche, le milieu de croissance et le procédé technologique sont des éléments à 

prendre en compte pour optimiser l’effet probiotique de Pf in situ. La souche Pf CIRM-BIA 129 est une 

souche lactate (+) et lactose (+), l’abondance de la source de carbone dans les milieux laitiers conduit à 

l’accumulation de molécules telles que le tréhalose, le glycogène ou les polyphosphates, qui peuvent être 

utilisées lors de la survie Pf dans l’environnement caecal. L’accumulation de ces molécules est très 

probablement matrice-dépendante, ce qui conduit à des capacités d’adaptation différentes aux conditions 

coliques. Il existe quelques données sur l’accumulation de ces molécules et leur rôle dans la tolérance de 

Pf aux différents stress, tels que les stress osmotique, digestif et thermique (Dalmasso et al., 2012; Huang 

et al., 2016). Cependant, les études sur le rôle de ces molécules dans la tolérance de Pf à la carence en 

nutriments n’existent pas et peuvent être conduites dans le futur pour comprendre au mieux l’influence 

du milieu de croissance sur les mécanismes d’adaptation de Pf au tractus digestif. 

6) Perspective : étudier les phénomènes moléculaires responsables de l’influence du milieu de 

croissance sur l’adaptation de Pf à l’environnement colique  
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L’étude de l’adaptation de Pf au milieu caecal suggère que Pf adopte un état viable non cultivable 

(VBNC). L’état de dormance de Pf CIRM-BIA 129 semble être un mécanisme d’adaptation à une carence 

en nutriments, tel que suggéré précédemment (Aburjaile et al., 2016a). L’analyse protéomique permettra 

de confirmer ou d’infirmer cette hypothèse. Des études supplémentaires sont nécessaires afin 

d’investiguer si pendant d’autres types de stress, P. freudenreichii adopte également cet état VBNC. En 

effet, le passage d’un état viable non cultivable dans des situations de stress a été bien décrit chez des 

espèces pathogènes non sporulées du phylum des actinobactéries (Koltunov et al., 2010; Nikitushkin et 

al., 2013), mais peu ou quasiment jamais chez des bactéries probiotiques non sporulées.  

7) Perspective : étudier les phénomènes moléculaires de l’induction de la dormance chez Pf  

La survie, ainsi que l’état de dormance, semblent également dépendre des protéines de surface. En effet, 

nous supposons que la protéine « Resuscitation promoting factor » (RpfB) est impliquée dans ces 

phénomènes observés. RpfB est impliquée dans le passage d’un état de dormance vers un état viable 

cultivable par son activité d’hydrolyse du peptidoglycane. L’étude protéomique et l’étude structurale in 

silico de la protéine RpfB nous permettront d’élucider son mécanisme d’action. Une autre protéine de 

surface décrite comme une peptidase de la paroi peut avoir également un rôle dans ces phénomènes de 

dormance et de survie, NlpC/P60 (Le Maréchal et al., 2015). Tout comme la protéine RpfB, il s’agit d’une 

hydrolase du peptidoglycane (Anantharaman and Aravind, 2003; Keep et al., 2006) .  

8) Perspective : étudier les phénomènes moléculaires de ressuscitation de Pf après passage par un état 

viable non cultivable, notamment préciser le rôle des protéines RpfB et NlpC/P60 

3.2. Les mécanismes de glycosylation et de phosphorylation chez P. 

freudenreichii 
 

Jusqu’aujourd’hui, seules les protéines Slps sont décrites comme des protéines glycosylées, et seule la 

protéine SlpB a été décrite comme une protéine phosphorylée et glycosylée (Annexe 2). En effet, peu 

d’études ont été menées dans ce domaine. Précédemment, au sein de l’équipe Microbio du STLO, 

l’activité glycotransférase d’une enzyme codée par le gène gtf a été caractérisée pour son implication dans 

la production des exopolysaccharides. Nous ignorons si ce type d’enzymes peut être également impliqué 
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dans les mécanismes de glycosylation de diverses protéines chez P. freudenreichii. Il est vrai que la 

présence de ces motifs glycanes sur les protéines Slps peut intervenir dans la modulation de la réponse 

immunitaire innée envers P. freudenreichii. Cependant, pour la bactérie, il est probable que ces 

mécanismes de glycosylation de ces protéines interviennent dans d’autres processus indispensables pour 

sa survie. De la même manière, il a été décrit précédemment que ces bactéries possèdent des 

phosphokinases. Cependant, nous ignorons tout sur le phosphoprotéome de P. freudenreichii. En effet, 

les phénomènes de phosphorylation et de déphosphorylation des protéines sont très liés à des mécanismes 

d’adaptation aux stress environnementaux, ainsi qu’aux phénomènes de dormance. Par ailleurs, la 

protéine SlpB porte un groupement phosphate, il se peut qu’elle ait également un rôle dans la transmission 

de signaux cellulaires en cas de stress environnementaux. Diverses perspectives sont possibles pour 

l’étude sur le glycoprotéome et le phosphoprotéome des souches de P. freudenreichii. 

9) Perspective : identifier les enzymes impliquées dans la glycosylation des protéines chez Pf  

10) Perspective : étudier le phosphoprotéome de Pf lors de stress modèles (thermique, osmotique, 

oxydatif ou carence nutritif)  

4. Conception d’un emmental fonctionnel pour la prévention ou le 

traitement de la rectocolite hémorragique 

4.1.  Les limites scientifiques  

a) Manque de données sur les interactions entre les bactéries lactiques et propioniques  

Dans la deuxième partie de ce projet de thèse, nous avons émis initialement l’hypothèse que la 

présélection de souches de Lactobacillus, de S. thermophilus ainsi que de P. freudenreichii, selon leurs 

propriétés probiotiques, aurait un effet synergique sur l’efficacité anti-inflammatoire d’un fromage 

emmental, produit à l’échelle industrielle. En effet, nous avons observé qu’un emmental « probiotique » 

était aussi efficace qu’un fromage monosouche expérimental pour prévenir la colite induite chimiquement 

chez la souris. Cependant, les mécanismes de prévention induits étaient différents selon les deux 

fromages. L’effet probiotique de l’emmental peut être attribué à différents effets résultant 

individuellement de chaque souche probiotique utilisée, aux interactions qui peuvent exister entre les 
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différentes espèces bactériennes présentes et aux interactions qui existent entre la matrice fromagère et 

les espèces bactériennes présentes. Les interactions des bactéries lactiques d’une part, et les bactéries 

propioniques d’autre part, sont partiellement étudiées. Les résultats obtenus montrent la nécessité d’aller 

plus loin dans la compréhension des interactions entre les bactéries lactiques et propioniques, et leurs 

conséquences à la fois sur leurs propriétés technologiques et leurs proproétés probiotiques mutuelles. Ces 

études permettront de fournir des critères de choix pour la sélection de combinaisons de bactéries lactiques 

et propioniques pour la conception de fromages fonctionnels. 

11) Perspective : étudier les interactions entre les bactéries lactiques et propioniques et leurs 

conséquences à la fois sur leurs propriétés technologiques et probiotiques 

b) Manque de preuves cliniques  

En effet, le fromage emmental fonctionnel dont nous avons sélectionné les ferments pour leurs propriétés 

présentait une un effet protecteur contre la colite. Cependant, des études cliniques sont indispensables 

pour confirmer ces résultats précliniques. En effet, une étude pilote a été menée en amont de ce projet de 

thèse, en évaluant l’effet d’une préparation fromagère à base de poudre issue du fromage emmental 

« probiotique » et qui a été ensuite fermentée par la souche Pf CIRM-BIA 129. L’étude a été menée avec 

la collaboration du CHU de Pontchaillou avec la supervision du Pr. Guillaume Bouguen. L’ingestion de 

ce fromage a été évaluée pour aider à la rémission de patients atteints de rectocolite hémorragique légère 

à modérée. Les patients ont gardé leur traitement habituel et ont consommé de manière quotidienne cette 

préparation fromagère pendant 8 semaines. Le défaut de recrutement n’a pas permis de tirer des 

conclusions claires sur cette étude. Cependant, un tiers des patients ont présenté une réponse à la prise du 

formage probiotique et 16 % des patients étaient en rémission. Aucun effet délétère du fromage n’a été 

observé pendant cette étude. Il est donc nécessaire de mener d’autres essais cliniques de plus grande 

ampleur, pour évaluer l’efficacité du fromage emmental « probiotique » pour prolonger la durée de 

rémission des patients atteints de RCH.  

12) Perspective : mener des études cliniques de plus grandes ampleurs sur l’effet de fromages 

fonctionnels fermentés par Pf sur la rémission de RCH 
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c) La pertinence des protocoles précliniques 

Cependant, cette étude clinique pilote a mis en lumière une problématique plus généralement observée 

dans les études cliniques évaluant des effets probiotiques dans le cadre des maladies inflammatoires 

intestinales. Les résultats obtenus en préclinique sont souvent incohérents avec les résultats cliniques. En 

effet, les protocoles d’administration utilisés en préclinique sont souvent des protocoles de prévention et 

non de co-traitement. Dans le cas des études cliniques, les protocoles de prévention sont en général 

indisponibles pour évaluer un effet probiotique d’un microorganisme ou d’un aliment fonctionnel. En 

effet, la rectocolite hémorragique résulte d’une inflammation multifactorielle, un probiotique administré 

à titre préventif ou à titre curatif n’aura pas la même efficacité vis-à-vis de l’atténuation de l’inflammation, 

comme suggéré par quelques études scientifiques (Hayes et al., 2014; Zheng et al., 2016). Les protocoles 

préventifs pour évaluer l’efficacité d’un probiotique dans les modèles animaux sont plus faciles à mettre 

en œuvre que les protocoles curatifs. Il faudra toute une réflexion sur l’utilisation de ces modèles 

précliniques afin de les rapprocher le plus possible de la réalité clinique. De plus, cet aspect pose la 

problématique du modèle murin en tant que tel, du fait des différences en termes du microbiote intestinal 

et du système immunitaire qui peuvent exister avec ceux de l’homme. Il est possible de penser à utiliser 

des modèles précliniques dont le système immunitaire et/le microbiote intestinal est proche de l’homme, 

tel que le modèle porc ou des rongeurs gnotobiotiques dont le microbiote intestinal est d’origine humaine.  

13) Perspective : améliorer ou concevoir des modèles précliniques pour évaluer les effets anti-

inflammatoires d’un probiotique ou d’un aliment fonctionnel 

d) Choix de la population cible 

Cette dualité du traitement probiotique en tant que traitement curatif ou préventif soulève une autre 

question cruciale lors du développement d’aliments fonctionnels, qui est « à qui destine-t-on ces fromages 

fonctionnels anti-inflammatoires ? »  

Dans un premier cas, supposant que ces fromages sont destinés à une population cible déjà atteinte de 

rectocolite hémorragique, l’efficacité de l’ingestion de ce fromage n’est pas garantie car cette maladie est 

multifactorielle et il est difficile qu’une sélection donnée de souches sera efficace pour tous les patients. 
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En effet, aujourd’hui, au vue des données disponibles, un traitement probiotique sur-mesure doit être 

établi selon l’état du patient, la composition de son microbiote intestinal et les facteurs de risque génétique. 

Dans l’autre cas, l’approche est d’inciter les industriels à utiliser des souches sélectionnées pour à la fois 

leurs propriétés technologiques et probiotiques, afin de de valoriser des produits laitiers fermentés déjà 

existant, dans l’objectif de prévenir de diverses maladies liées à l’alimentation et à la sédentarité. Les 

deux approches mèneront à se questionner sur des contraintes technologiques et réglementaires différentes 

pour l’utilisation de ces fromages fonctionnels. 

4.2. Les limites technologiques 
 

Lors de ce projet de thèse, nous avons fait le choix des souches levains selon leurs propriétés anti-

inflammatoires décrites. Auparavant, nous avons insisté sur l’importance de comprendre les interactions 

de Pf, de Streptococcus thermophilus et de Lactobacillus sp, dans l’objectif d’effectuer un criblage pour 

sélectionner différentes combinaisons de ces bactéries. Dans un premier temps, les différentes 

combinaisons atypiques de bactéries lactiques et propioniques peuvent conduire à des réajustements des 

procédés de fabrication. Dans les fabrications artisanales, il est plus facile d’adapter le procédé de 

fabrication aux souches levains, ce qui n’est pas le cas d’une manière générale dans les industries. Dans 

un deuxième temps, le nombre de combinaisons à produire est en fonction du type de population cible 

qu’on souhaite atteindre. S’il s’agit de fabrication ponctuelle pour une population restreinte de patients, 

on peut supposer qu’un nombre restreint de combinaisons bactériennes est suffisant. Cependant, s’il s’agit 

de produire des fromages fonctionnels à titre préventif à destination de toute la population, on suppose 

que le nombre de combinaisons nécessaires est plus important, afin de remédier aux problématiques des 

phages, tout particulièrement pour les bactéries lactiques. De plus, dans ce dernier cas, les fromages de 

type emmental sont soumis à un cahier de charge précis à respecter, en termes d’ouverture des yeux, de 

goût et de texture (Legifrance). Malgré de telles perspectives, la problématique de la réglementation 

européenne est le frein majeur pour le développement de tels fromages, quelle que soit la population cible.  

14) Perspective : mener des études d’interaction entre les différentes bactéries « 2-en-1 » dans le 

fromage emmental afin de comprendre les variations pouvant survenir sur le procédé de fabrication 



 
185 Discussion générale et perspectives 

4.3. Les limites réglementaires en Europe 
 

La recherche clinique sur le rôle du microbiote intestinal ainsi que sa modulation par l’administration de 

probiotiques ou d’aliments fonctionnels dans une grande variété de maladies, est en plein essor. Dans 

d'autres pays développés, tels que la Suisse, le Japon ou le Canada, les effets des probiotiques sur la santé, 

pour lesquels des preuves scientifiques ont été fournies, peuvent être communiqués aux consommateurs 

potentiels. En Europe, la réglementation est plus stricte. Jusqu'en 2013, les résultats d’évaluations sur des 

allégations de santé concernant les probiotiques, conduite par l'autorité européenne de sécurité des 

aliments (EFSA), ont abouti à des refus. Toutes les demandes récentes ont été également rejetées 

(Dronkers et al., 2018; Guarner et al., 2011; van Loveren et al., 2012).  

Le type de population à laquelle sont destinés ces fromages fonctionnels déterminera le type d’allégation 

à demander auprès des autorités réglementaires. Les revendications vont être effectuées sur deux types de 

populations, une population cible restreinte ou une population en bonne santé. En effet, il existe trois types 

d’allégations qui peuvent être accordées à un produit alimentaire par l’EFSA (van Loveren et al., 2012). 

(1) Les allégations nutritionnelles qui utiliseraient les termes « riche », « pauvre » ou « enrichi » en un 

nutriment en particulier. (2) Les allégations de santé qui affirment, suggèrent ou impliquent l’existence 

d’une relation entre, d’une part, une denrée alimentaire ou l’un de ses composants et, d’autre part, la santé. 

Cela pourrait être le cas de fromages fonctionnels destinés à des patients en rémission de la colite. (3) Les 

allégations relatives à la réduction d’un risque de maladie constituent des allégations de santé qui 

suggèrent qu’une denrée ou l’un de ses composants réduit sensiblement un facteur de risque de 

développement d’une maladie humaine. Pour des effets préventifs de fromages fonctionnels, une 

allégation de santé relative à une réduction d’un risque de développement de colite est envisageable. Dans 

ce cas, il est nécessaire de trouver des biomarqueurs généralement acceptés en fonction du risque de 

maladie. 

Pour cela, il est essentiel de comprendre les mécanismes d’actions des probiotiques ou des 

aliments fonctionnels fermentés afin de mieux interpréter les données précliniques et cliniques, 

qui vont fournir des preuves solides pour l’obtention des allégations pour leur utilisation. 
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En conclusion, ce travail de thèse montre que les propriétés immunomodulatrices de P. 

freudenreichii CIRM-BIA 129 sont matrice-dépendantes, en plus d’être souche-dépendantes. 

Malgré de nombreuses problématiques à résoudre, ce travail de thèse montre le potentiel des 

fromages fonctionnels fermentés par P. freudenreichii, tel que l’emmental, pour prévenir la 

rectocolite hémorragique ou atténuer les symptômes.  
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Figures des articles 

Revue 1: 

Figure 1. (A) Propionibacteria minimum evolution phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences. 

The 16S rDNA sequence of the Actinomycetale Nocardia asteroides was used as a distant outgroup to 

root the tree. Adapted from McDowell et al. [2]; (B) Repartition of Propionibacterium species in two 

distinct groups. The species formerly known as P. inoccuum and P. lymphophilum have been reclassified 

as Propioniferax innocua and Propionimicrobium lymphophilum respectively. P. freudenreichii 

received the GRAS (generally recognized as safe) status. Adapted from Cousin et al. [5]. Dairy species 

are presented in green and cutaneous ones in red. 

Figure 2. Electron microscopy analysis of Propionibacterium freudenreichii. The Propionibacteria 

were cultivated alone (A, B) or in contact with cultured human intestinal cell line Caco2 (B). 

Observation was made using either transmission (A) [46] or scanning (B) [26] and (C) (personal 

communication), electron microscopy. 

Revue 2: 
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Figure 1. Occurrence of an S-layer is strain-dependent in Propionibacterium freudenreichii. 

P. freudenreichii CIRM-BIA 118 is covered by an outermost surface layer (A) that is removed by 

extraction using the chaotropic agent Guanidine (B). Red arrows indicate the membrane (M), cell wall 

(CW) and S-layer (S). The CIRM-BIA 118 Guanidine extract was analyzed by SDS-PAGE (C), showing 

a major band close to 58 kDa corresponding to the S-layer protein A, as identified by MS/MS (Le 

Maréchal et al., 2015). Extracted SlpA was dialyzed against HEPES/NaCl buffer and deposited on mica 

and recrystallized prior to atomic force microscopy imaging (De sa Peixoto et al., 2015). (D): Typical 

amplitude image obtained with purified Slp. (E): Close-up view of a Gaussian-filtered 40 × 40 nm2 

phase image of recrystallized Slp showing a hexagonal arrangement. By contrast, P. freudenreichii 

CIRM-BIA 129 does not exhibit this S-layer (data not shown). However, extractable surface proteins 

(C), in this strain, include InlA, 145 kDa, LspA (96 kDa), SlpE (59 kDa), SlpA (58 kDa) and SlpB (56 

kDa). MM: molecular mass markers. WC: whole-cell SDS protein extract. ESP: extractable surface 

proteins Guanidine extract. 

Figure 2. Predicted functional domains in P. freudenreichii extractable surface proteins. The 

functional domains were predicted using InterPro (EMBI / NCBI) for the five extractable surface 

proteins identified in different P. freudenreichii strains (Le Maréchal et al., 2015). S-layer protein A 

(SlpA), S-layer protein B (SlpB), S-layer protein E (SlpE) and Internaline A (InlA) all exhibit three C-

terminal conserved surface-layer-homology (SLH) domains allowing interaction with the peptidoglycan 

cell wall. By contrast, LspA exhibits no SLH domain, but N-acetylglucosaminidase-like domains 

suggesting a role in peptidoglycan metabolism. 

Figure 3. Adhesion of probiotic bacteria to the gut mucosa mediated by extractable surface 

proteins. Probiotic bacteria may adhere to intestinal mucus, to intestinal epithelial cells, or co-aggregate 

with other bacteria. Such interactions may lead to inhibition of pathogenic bacteria by probiotic ones, 

via competitive exclusion or co-aggregation, preventing the pro-inflammatory response induced by 

pathogen at the gut level. Extractable surface proteins, being the outermost components, are involved in 

such interactions in some probiotic bacteria.  

Figure 4. Cross-talk between probiotic bacteria and the host, mediated by IECs and immunes 

cells, within the gut associated lymphoid tissues (GALT). (A) An overview of the interaction of 

antigen-presenting-cells such as dendritic cells (DCs) with probiotic bacteria, which initiates a tolerance 

response by inducing Treg/Th2 anti-inflammatory response; while DCs-pathogenic bacteria interaction 

induces a Th1/Th17 proinflammatory response. (B) S-layer proteins inhibit the proinflammatory 

response of epithelial cells by reducing NF-κB activity, which is induced by pathogenic bacteria; (C) S-

layer proteins are recognized by DCs via DC-SIGN and TLR2 receptors, inducing tolerance response in 

the GALT. 
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Figure. 1. Pro-inflammatory cytokines expression on HT-29 cells. HT-29 cells were stimulated by 

lipopolysaccharides (LPS), P. freudenreichii CIRM-BIA 129, S-layer proteins (Slps) and peptides 

resulting from Slps proteolysis. A) IL-8, B) TNF-α and C) IL-12 expression was monitored by RT-PCR. 

Data are represented as mean ± standard deviation for triplicate experiments. * p < 0.05 compared with 

Non-treated condition. # p < 0.05 compared with LPS condition. 

Figure. 2. Regulatory cytokines expression on HT-29 cells. HT-29 cells were stimulated by 

lipopolysaccharides (LPS), P. freudenreichii CIRM-BIA 129, S-layer proteins (Slps) and peptides 

resulting from Slps proteolysis. A) IL-10, and B) TGF-β expression was monitored by RT-PCR. Data 

are represented as mean ± standard deviation for triplicate experiments. * p < 0.05 compared with Non-

treated condition. # p < 0.05 compared with LPS condition. 

Figure. 3. P. freudenreichii CIRM-BIA 129 viability after in vitro static digestion. Three fermented 

matrices were subjected to in vitro static digestion, viable propionibacteria were enumerated by plate 

counting at different digestion stage. A) Percentage of survival after succession of oral and gastric 

phases; B) percentage of survival after complete digestion (oral, gastric and intestinal phases). The 

results are expressed as percentage of survival, and as mean ± standard deviation for triplicate 

experiments. Different letters above the columns indicate significant differences (p < 0.05). 

Figure. 4. P. freudenreichii CIRM-BIA 129 viability during in vitro dynamic digestion. Two 

matrices fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 were subjected to in vitro dynamic 

digestion. Viable propionibacteria were monitored by plate counting at different times during 

digestion. A) The evolution of propionibacteria viability during the gastric phase is shown; B) 

the evolution of propionibacteria viability at the output of the duodenal compartment; C) the 

propionibacteria viability in the duodenal compartment at the end of the digestion. The results 

are expressed in logarithmic scale as mean ± standard deviation for duplicate experiments. *p 

< 0.05. 

Figure. 5. P. freudenreichii CIRM-BIA 129 SlpB proteolysis during in vitro static digestion. Three 

different matrices, fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 129, were tested, A-B) Milk ultrafiltrate, 

C-D) milk and E-F) Single-strain cheese. Samples were collected at different times: (T0) before 

digestion, (T1) at the end of oral phase, (T2) after the succession of oral and gastric phases, (T3) and 

after the complete digestion (oral, gastric and intestinal phases). Total proteins extracts from bacterial 

pellets were prepared; then analyzed by 12% SDS PAGE electrophoresis (A, C and E) and by SlpB 

western blotting (B, D and F). 

Figure. 6. Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA 129 SlpB proteolysis during in vitro dynamic 

digestion. Two different matrices fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 were tested, milk 

ultrafiltrate (A, B) and single-strain cheese (C, D). Samples collected from 30 to 180 min, samples 
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correspond to the proteolysis assessed in the gastric compartment. Samples collected from 120 to 240 

min correspond to the proteolysis assessed at the output of duodenum compartment. Samples D 

correspond to samples remaining in the duodenum compartment at the end of the digestion. Total 

proteins extracts from bacterial pellets were prepared; then analyzed by 12% SDS PAGE electrophoresis 

(A, B) and by SlpB western blotting (C, D). 

Figure S1. P. freudenreichii CIRM-BIA 118 viability during in vitro static digestion. Three fermented 

media were subjected to in vitro static digestion, viable propionibacteria were enumerated by plate 

counting at different digestion stage. A) Percentage of survival after the succession of oral and gastric 

phases; B) percentage of survival after complete digestion (oral, gastric and intestinal phases). The 

results are expressed as percentage of survival, and as mean ± standard deviation for triplicate 

experiments. Different letters above the columns indicate significant differences (p < 0.05). 

Figure S2. pH monitoring during gastric phase in DIDGI® experiments. A) The HCl volume 

accumulated in the gastric compartment in the aim to reach pH=2. B) Acidification curve in gastric 

compartment for the two matrices tested, milk ultrafiltrate and single-strain cheese, as well the 

theoretical pH curve programmed.  

Figure S3. P. freudenreichii CIRM-BIA 118 SlpB proteolysis during in vitro static digestion. Three 

different matrices fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 118 were tested, A-B) Milk ultrafiltrate, 

C-D) milk; and E-F) single-strain cheese. Samples were collected at different times: (T0) before 

digestion, (T1) at the end of oral phase, (T2) after the succession of oral and gastric phases, (T3) and 

after the complete digestion (oral, gastric and intestinal phases). Total proteins extracts from bacterial 

pellets were prepared; then analyzed by 12% SDS PAGE electrophoresis (A, C and E) and by SlpB 

western blotting (B, D and F). 

Article 2: 

Figure.1. Propionibacteria total population (A), lactobacilli and bifidobacteria (B) total population in 

faeces were assessed at day 14 in the different piglets groups: cheese matrix, PF-culture or PF-cheese 

fermented both by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF). Propionibacteria, lactobacilli and 

bifidobacteria concentrations were determined by qPCR in faeces. Results are represented as means ± 

SEM (n=7). ** P < 0.005, *** P < 0.0005.  

Figure .2. Analysis of short chain fatty acids (SCFA) concentration in faeces contents at day 14 of 

the three piglets groups fed with: cheese matrix, PF-culture or PF-cheese fermented by P. 

freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF). The total SCFA concentration (A), the concentration of each 

SCFA type (C2, C3, C4, C5) (B), and the concentration of branched short chain fatty acids  (C) 

were measured by gas-phase chromatography, thus the proportion of each type of SCFA (D) was 
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determined. Results are represented as means ± SEM (n=7). Letters denotes significant difference 

P <0.05.  

Figure.3. Secretion of IL-10, TNFα and IFNγ by peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and 

mesenteric lymph nodes cells (MLNC) from naive piglets (cheese matrix group). Cells were stimulated 

ex vivo with Lipopolysaccharides (LPS), Concanavalin A (ConA) in combination with P. freudenreichii’ 

S-layer proteins (Slps). Cytokine concentrations were measured by ELISA and represented as means ± 

SEM (n=7). * P<0.05, ** P<0.01.  

Figure.4. Basal secretion of IL-10, IL-17, TNFα and IFNγ by peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) of different piglets groups fed with: cheese matrix, PF-culture or PF-cheese both fermented by 

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF). Cytokine concentrations were determined by ELISA and 

represented as means ± SEM (n=7). Letters denotes significant difference P < 0.05.  

Figure.5. Basal expression of Tbet, GATA3, FOXP3 and RORγt in peripheral blood mononuclear 

cells (PBMC) from different piglets groups fed with cheese matrix, PF-culture or PF-cheese both 

fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF). The level of expression was determined by 

RT-PCR. Ratios of Th1/Th2 and Treg/Th17 were determined by calculating respectively 

Tbet/GATA3 and Foxp3/RORγt ratios. Results are represented as means ± SEM (n=7). Letters 

denotes significant difference P < 0.05.  

Figure.6. Secretion of IL-10, TNFα and IFNγ of stimulated peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) from different piglets groups fed with: cheese matrix, PF-culture or PF-cheese fermented by 

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF). Cells were stimulated ex vivo with Lipopolysaccharides (LPS) 

or Concanavalin A (ConA). Cytokine concentrations were measured by ELISA and represented as 

means ± SEM (n=7). * P<0.05, ** P<0.005, *** P<0.001. 

Figure.7. Basal expression of Tbet, GATA3, FOXP3 and RORγt were analyzed mesenteric lymph nodes 

cells (MLNC) from different piglets groups fed with: cheese matrix, PF-culture or PF-cheese both 

fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF). The level expression was determined by RT-PCR. 

Ratios of Th1/Th2 and Treg/Th17 were determined by calculating respectively Tbet/GATA3 and 

Foxp3/RORγt ratios. Results are represented as means ± SEM (n=7). Letters denotes significant 

difference P < 0.05. 

Figure.8. Secretion of IL-10, TNFα and IFNγ of stimulated mesenteric lymph nodes cells (MLNC) from 

different piglets groups fed with: cheese matrix, PF-culture or PF-cheese fermented by P. freudenreichii 

CIRM-BIA 129 (PF). Cells were stimulated ex vivo with Lipopolysaccharides (LPS) or Concanavalin 

A (ConA). Cytokine concentrations were measured by ELISA and represented as means ± SEM (n=7). 

* P<0.05, ** P<0.005, *** P<0.001. 

Figure.S1. Food intake, weight gain and feed efficiency of piglets fed with cheese matrix or fermented 

matrices by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF): PF-cheese or PF-culture. Food intake (A) was 

measured daily for 2 weeks and weight gain (B) was measured at four times (d1, d4, d7, d10 and d14) 
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during the same period. The feed efficiency (C) corresponds to the ratio between the total food intake 

and the weight gain at day 14. The results are represented as means ± SEM (n=7). * P<0.05. 

Figure.S2. Short chain fatty acids (SCFA) concentration in faeces contents at day 7 of the three piglets 

groups fed with: PF-culture or PF-cheese fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF). The total 

SCFA concentration (A), the concentration of each SCFA type (C2, C3, C4, C5) (B), and the 

concentration of branched short chain fatty acids (C) were measured by gas-phase chromatography, and 

the proportion of each type of SCFAs (D)  was determined. Results are represented as means ± SEM 

(n=7). P <0.05. 

Figure.S3. Basal secretion of IL-10 (A), IL-17 (B), TNFα (C) and IFNγ (D) were measured in 

mesenteric lymph nodes cells (MLNC) cells of different piglets groups fed with: cheese matrix, or PF-

culture or PF-cheese both fermented by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 (PF). Cytokine concentrations 

were determined by ELISA and represented as means ± SEM of two analyses per piglet (n=7). P < 0.05. 

Article 3: 

Figure. 1. Survival of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 in the caecal medium. Pellets from YEL, MUF 

or cheese media were incubated in the caecal medium during 50 hours in anaerobic conditions at 37°C. 

Survival was monitored by OD650nm (A, B) and by CFU enumeration by plate counting (C, D). 

Representative Epifluorescence microscopy photos of P. freudenreichii CIMR-BIA from different 

growth media after LIVE/DEAD staining after 5, 25 or 50 hours of incubation in the caecal medium are 

shown (E). Results are the mean values of triplicate experiments. Error bars represent the standard 

deviation. **** P< 0.0001. Letters indicate significant difference between the three different pellets 

after incubation in the caecal medium (P<0.05). 

Figure. 2. Survival of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 in the caecal medium monitored by optical 

density (OD650nm) measurement. Pellets from YEL (A, B), MUF (C, D) or cheese (E, F) were submitted 

to a negative shaving control or shaving treatments to proteolysis surface proteins. Cultures were 

incubated in the caecal medium for 50 hours in anaerobic conditions at 37°C. Results are the mean 

values of triplicate experiments. Error bars represent the standard deviation. 

Figure. 3. Survival of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 in the caecal medium monitored by CFU 

counting. Pellets from YEL (A, B), MUF (C, D) or cheese (E, F) were submitted to a negative shaving 

control or shaving treatments to proteolysis surface proteins. Cultures were incubated in the caecal 

medium for 50 hours in anaerobic conditions at 37°C. Results are the mean values of triplicate 

experiments. Error bars represent the standard deviation. ** P<0.01, **** P< 0.0001. # indicate 

significant difference between the three different pellets after incubation in caecal medium (P<0.05). 

Figure. 4. Representative Epifluorescence microscopy photos of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 from 

YEL, MUF or cheese, stained with LIVE/DEAD staining after 5, 25 or 50 hours of incubation in the 

caecal medium with or without shaving treatment. 
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Figure. 5. Analysis of S-layer protein B (SlpB) expression by P. freudenreichii CIMR-BIA 129 from 

YEL, MUF and cheese after incubation in the caecal medium. Pellets from YEL (A), MUF (D) or cheese 

(C) were incubated 50 hours in the caecal medium, after no treatment, negative shaving control or 

shaving treatments. Whole-cell protein extracts from different cultures were analyzed by Western Blot 

detection, using an anti-body directed against SlpB. A surface layer proteins extract was loaded as a 

positive control (+). 

Figure. 6. Survival monitoring of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 KO SlpB in the caecal medium. 

Pellets from YEL medium were submitted to shaving or to a negative shaving control treatment. Culture 

were incubated in the caecal medium during 50 hours in anaerobic conditions at 37°C. Growth was 

monitored by OD650nm (A, B) and by CFU enumeration (C, D). Representative Epifluorescence 

microscopy photos of P. freudenreichii CIMR-BIA 129 KO SlpB after LIVE/DEAD staining of 

different pellets (E). Results are the mean values of triplicate experiments. Error bars represent the 

standard deviation. **** P< 0.0001. Letters indicate significant difference between the three different 

pellets after incubation in the caecal medium (P<0.05). 

Figure.S1. The consumption of gluconate, as a carbon source, by P. freudenreichii CIRM-BIA 129 and 

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 KO SlpB in the caecal medium. The P. freudenreichii CIRM-BIA 129 

were extracted from different media: milk ultrafiltrate culture, YEL culture and fermented cheese. The 

P. freudenreichii CIRM-BIA 129 KO SlpB pellet were from YEL culture. The different pellets were 

submitted to different treatments: non-treated, shaving negative control or shaving treatments to 

proteolysis the surface proteins. Gluconate concentration was determined before and after incubation in 

the caecal medium by HPLC analysis. 

Article 4: 

Figure 1. Impact of cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese on the severity of DSS-

induced colitis. (A) Body weight (as a percentage of the initial weight) in the healthy group (PBS); and 

after DSS colitis induction in PBS, cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese groups. 

(B) Disease activity index. (C) Colon length. The data represent the mean ± SD of 18 mice per group. 

Multiple comparisons were performed, *p<0.05, *p<0.05 ** p<0.01, ***p<0.001 **** p<0.0001. 

Figure 2. Impact of cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese intake on small bowel 

IgA secretion. Secretory IgA concentration in the small bowel was determined by ELISA quantification. 

The data represent the mean ± SD of 18 mice per group. Multiple comparisons were performed, *p<0.05, 

*p<0.05 ** p<0.01, ***p<0.001 **** p<0.0001. 

Figure 3. Impact of cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese on the epithelial colonic 

cells barrier and on the colonic oxidative stress during DSS-induced colitis. Colonic mRNA expression 

levels of (A) CLD1, (B) Muc2, (C) ZO1, (D) ZO2 (E) Ocln and (F) iNOS genes are analysed. The data 
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represent the mean ± SD of 18 mice per group. Multiple comparisons were performed, *p<0.05, *p<0.05 

** p<0.01, ***p<0.001 **** p<0.0001. 

 

Figure 4. Impact of cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese on cytokines expression 

in the colonic tissues during DSS-induced colitis. Colonic mRNA expression levels of (A) IL-10, (B) 

TGFβ, (C) IL-1β, (D) TNFα, (E) IFNγ, and (F) IL-21 were determined. Data represent the mean ± SD 

of 18 mice per group. Multiple comparisons were performed, *p<0.05, *p<0.05 ** p<0.01, ***p<0.001 

**** p<0.0001. 

Figure 5. Impact of cheese matrix, single-strain cheese and Emmental cheese on secreted cytokines in 

the colonic tissues during DSS-induced colitis. Cytokines concentration of (A) IL-10, (B) TGFβ, (C) 

IL-6, (D) IFNγ, (E) IL-17, (F) TNFα, (G) IL-12 and (H) IL-1β were quantified by ELISA. Data represent 

the mean ± SD of 18 mice per group. Multiple comparisons were performed, *p<0.05, *p<0.05 ** 

p<0.01, ***p<0.001 **** p<0.0001. 
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Annexe 1 : l’étude de la réponse inflammatoire in vitro de la 

souche mutante P. freudenreichii CIRM-BIA 129 KO SlpB versus 

la souche sauvage P. freudenreichii CIRM-BIA 129 sur les cellules 

épithéliales intestinales HT-29 
 

L’effet immunomodulateur de la souche mutante de P. freudenreichii (Pf) CIRM-BIA 129 pour la 

protéine SlpB (KO) a été étudié in vitro sur des cultures de cellules épithéliales intestinales HT-29 ; en 

suivant le protocole présenté dans l’article 1 (voir section 3.2). L’effet immunomodulateur de cette 

souche mutante a été comparé à l’effet immunomodulateur de la souche sauvage. Les stimulations des 

cellules par les deux souches ont été réalisées en présence ou en absence de lipopolysaccharide 

d’Escherichia coli. Le niveau d’expression des gènes codant pour des cytokines ou des marqueurs de 

l’inflammation a été déterminé par RT-PCR quantitative. 
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Figure 1. Le niveau d’expression des gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires : (A) IL-

8, (B) TNFα, (C) IL-12 et (D) IFNα. Les cellules HT-29 ont été stimulées par la souche sauvage Pf 

CIRM-BIA 129 (WT) ou la souche mutante Pf CIRM-BIA 129 KO SlpB (KO), en présence ou en 

absence de lipopolysaccharide (LPS).  
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Figure 2. Le niveau d’expression de différents gènes codant pour des cytokines anti-inflammatoires, 

ainsi que des gènes marqueurs de l’intégrité cellulaire : (A) IL-10, (B) TGFβ, (C) ZO1 et (D) MUC2. 

Les cellules HT-29 ont été stimulées par la souche sauvage Pf CIRM-BIA 129 (WT) ou la souche 

mutante Pf CIRM-BIA 129 KO SlpB (KO), en présence ou en absence de lipopolysaccharide (LPS). 
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Figure 3. Le niveau d’expression des gènes codant pour les récepteurs (A) TLR9 et (B) TLR2. Les 

cellules HT-29 ont été stimulées par la souche sauvage Pf CIRM-BIA 129 (WT) ou la souche mutante 

Pf CIRM-BIA 129 KO SlpB (KO), en présence ou en absence de lipopolysaccharides (LPS). 
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Annexe 2 : l’étude des modifications covalentes de la protéine 

immunomodulatrice SlpB de P. freudenreichii CIRM-BIA 129 
 

Introduction  

1. Les différents types de modifications covalentes des protéines bactériennes 

Les modifications post-traductionnelles ou les modifications covalentes impliquées dans le 

polymorphisme protéique sont nombreuses, et elles sont décrites dans les trois domaines du monde 

vivant : les eucaryotes, les bactéries et les archées (Cain et al., 2014; Schäffer and Messner, 2017). Elles 

affectent la structure primaire de la chaîne peptidique et/ou la protéine mature de manière réversible ou 

irréversible. Les principales modifications covalentes décrites chez les bactéries sont :  

1) La glycosylation, le processus de modification post-traductionnel le plus fréquent dans le monde 

vivant, il s’agit d’une modification irréversible impliquée dans la localisation, la stabilité des 

protéines, ainsi que la reconnaissance protéines-protéine ou protéine-ligand. À ce jour, on 

distingue principalement deux types de glycosylation. La N-glycosylation correspondant à un 

greffage par une glycotransférase d’un glycane sur un résidu aspargine (le motif Asparagine-X-

Serine/Thréonine, où X peut être un acide aminé quelconque sauf une proline). L’O-

glycosylation s’effectue sur des résidus tyrosine, sérine ou thréonine. En addition de ces deux 

catégories, plusieurs autres types de glycosylation ont été décrits, mais de manière moins 

fréquente (la phosphoglycosylation, la C-mannosylation, ou la S-glycosylation) (Abu-Qarn et 

al., 2008; Cain et al., 2014).  

2) La phosphorylation des protéines s’agit d’une modification réversible impliquée dans de 

nombreuses fonctions incluant la transmission de signaux cellulaires, d’activation/inactivation 

d’enzymes, de modulation des interactions protéine-protéine. La phosphorylation des protéines 

s’agit d’un ajout par des Kinases d’un groupement PO4
3- sur un résidu tyrosine, sérine, 

thréonine, histidine, aspartate, arginine ou encore cystéine (Cain et al., 2014).  

3) L’acétylation d’une protéine consiste en une addition d'un groupe acétyle au groupement amine 

des chaînes latérales d’une lysine ou d’un acide aminé de l’extrémité N-terminale de la protéine. 
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En plus des effets stériques, l'acétylation modifie également la charge de la protéine (Cain et al., 

2014).  

4) L’acylation est le processus par lequel une chaîne hydrocarbonée est ajoutée à la protéine (Cain 

et al., 2014).  

2. Les modifications covalentes des protéines S-layer  

Les protéines Slps (« S-Layer Proteins») constituent la couche S, une surface paracristalline structurée 

qui enveloppe la surface de certaines bactéries à Gram négatif et à Gram positif. Elle était initialement 

identifiée et bien caractérisée chez les archées (Beveridge et al., 1997; Gerbino et al., 2015b; Rodrigues-

Oliveira et al., 2017). Cette structure joue un rôle important dans la croissance et la survie de ces 

microorganismes. Les nombreuses fonctions des Slps comprennent le maintien de l'intégrité de la 

cellule, la lutte contre des agents pathogènes, l’interaction avec l'hôte et son système immunitaire 

(Beveridge et al., 1997; Do Carmo et al., 2018a; Engelhardt, 2007). La caractérisation biochimique des 

protéines S-layer, à la fois chez les bactéries ainsi que chez les archées, a montré que la glycosylation 

est la modification covalente majeure présente sur ce type de protéines (Schäffer and Messner, 2004, 

2017). La présence de telles modifications covalentes sur les protéines S-layer impacte la formation de 

la couche S et ses propriétés de surface (Schäffer and Messner, 2004). Cependant, il existe une différence 

en termes du taux de glycosylation observé entre les archées et les bactéries. En effet, les structures des 

N-glycosylations des Slps des archées présentent une grande diversité en termes de taille des glycanes; 

de degré de ramification; de présence de sucres uniques et de la nature de l’acide aminé modifié 

(Anzengruber et al., 2014; Cavallero et al., 2017; Schäffer and Messner, 2004). Le nombre de résidus 

modifiés ainsi que la longueur des chaînes glycanes (50 unités identiques) sont moindres chez les 

protéines S-layer des bactéries. Les glycosylations des protéines S-layer, décrites essentiellement chez 

les espèces lactiques, peuvent être ancrées en N ou O sur le squelette peptidique et peuvent se composer 

d’hexoses, de pentoses, d’heptoses ou de désoxyhexose neutres et d’osamines, tels que le N-

acétylgalactosamine ou le N-acétylglucosamine (Anzengruber et al., 2014; Åvall-Jääskeläinen, 2005; 

Cavallero et al., 2017; Mobili et al., 2010). 

3. Les modifications covalentes des protéines S-layer de P. freudenreichii  
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Chez P. freudenreichii, l’analyse des extraits de protéines Slps provenant de différentes souches a révélé 

la présence d’isoformes de point isoélectrique pour les protéines SlpA, SlpB, SlpE et l’internaline like 

(Inl). L’analyse par spectrométrie de masse a permis de démontrer la présence de modifications 

covalentes (Figure 1), notamment des sites probables de glycosylation, à la fois des N-glycosylations et 

d’O-glycosylations (Rabah, H., 2015). En plus, en ce qui concerne la protéine SlpB, un site potentiel de 

phosphorylation a été également mis en évidence. Dans la littérature, aucune protéine portant des 

modifications covalentes telle qu’une glycosylation ou une phosphorylation n’a été identifiée ou 

caractérisée chez les espèces des propionibactéries laitières. 

 

 

 

 

Figure 1. Les modifications covalentes ainsi que les sites modifiés identifiés par spectrométrie de 

masse. Les différentes isoformes des protéines SlpA, SlpB, SlpE et Internaline-like ont été prélevées 

sur les gels bidimensionnels. Les peptides issus de la protéolyse par trypsine des différentes isoformes 

ont été analysés par LC-MS/MS. Des sites potentiels de glycosylation ainsi que de phosphorylation ont 

été identifiés. 
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4. Le rôle des modifications covalentes des protéines S-layer dans les interactions 

bactérie/hôte 

Il existe de nombreuses études relevant l’importance des modifications covalentes des protéines de 

surface chez les bactéries pathogènes lors des interactions avec les cellules de l’hôte. Cependant, les 

études émergentes soulignent également l'importance de la glycosylation des protéines dans l'interaction 

du microbiote ou du probiotiques avec l’hôte (Do Carmo et al., 2018a; Latousakis and Juge, 2018). En 

effet, les modifications covalentes peuvent induire des changements de conformation des sites actifs ou 

de liaison des ligands, ce qui affecte la relation structure/fonction des protéines. Les protéines S-layer 

de P. freudenreichii et d’autres espèces bactériennes probiotiques jouent un rôle essentiel dans 

l’interaction avec le système immunitaire de l’hôte. En effet, elles constituent des MAMP (microbe-

associated molecular pattern), par lesquelles le probiotique module le système immunitaire de l’hôte 

(Colliou et al., 2017; Do Carmo et al., 2018a; Lightfoot et al., 2015). Les modifications covalentes de 

type glycosylation peuvent donc être déterminantes pour l'interaction entre les protéines Slps et l'hôte 

via les récepteurs des cellules de l’hôte, appelés Pattern Recognition Receptors (PRRs), comme cela a 

été démontré pour Lactobacillus kefiri (Malamud et al., 2018). En effet, les récepteurs de type C-lectin 

sont des PRRs qui peuvent potentiellement interagir avec les motifs glycanes des Slps. Chez P. 

freudenreichii UF1, une protéine de surface possédant un domaine fonctionnel semblable à la protéine 

SlpB interagit avec le récepteurs DC-SIGN (dendritic cell- specific intercellular adhesion molecule-3 

grabbing non- integrin) (Colliou et al., 2017). Cependant, les auteurs n’ont pas examiné la présence 

probable de modifications covalentes de type glycosylation sur cette protéine S-layer de la souche P. 

freudenreichii UF1. 

Objectif et stratégie  

L’analyse préliminaire n’a pas permis d’identifier de manière affirmative les sites ainsi que les structures 

exactes des modifications covalentes des protéines Slps. En effet, chez une seule forme de protéine, un 

peptide donné est détecté sous sa forme non-glycosylée et glycosylée dans le même échantillon, et les 

formes glycosylées sont moins abondantes, ce qui a rendu leur identification plus compliquée. De plus, 

certaines protéines telles que SlpE, elle est présente en faible concentration dans l’extrait analysé, ce qui 
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a rendu l’identification des peptides glycosylés par spectrométrie de masse encore plus difficile. Par 

conséquent, l’analyse était insuffisante pour caractériser de manière précise les modifications covalentes 

des protéines S-layer de P. freudenreichii, en particulier la protéine SlpB.  

L’objectif de cette étude était de déterminer les sites de modifications covalentes présents sur la protéine 

SlpB; ainsi que leur nature et leur structure. Dans un premier temps, nous avons examiné la nature des 

glycanes présents sur la protéine SlpB par le lectinblot et confirmé la présence de phosphorylation par 

une méthode de coloration spécifique des phosphoprotéines. Ensuite, nous avons mis en place une 

stratégie d’analyse par spectrométrie de masse en préparant des échantillons peptidiques +/-glycosylés 

ou phosphorylés des différentes isoformes de la protéine SlpB prélevé sur des gels bidimensionnels 

(Figure 2). L’analyse de ces échantillons a été effectuée par la spectrométrie de masse LC-MS/MS, au 

sein de la plateforme de protéomique de l’institut Jacques Monod (Paris). Pour cela; différentes 

échantillons ont été préparés en suivant une stratégie (Figure 2), tirée de l’article de Li-Juan Huang et 

al,.(2014) (Huang et al., 2014). 

 
Figure 2. La stratégie expérimentale mise en œuvre pour identifier les sites des modifications 

covalentes ainsi que les types de glycanes présents sur la protéine SlpB. 



 
226 Annexes 

Matériels et méthodes 

Extraction des protéines de surface par le chlorure de guanidine  

Une extraction des protéines Slps a été réalisée en utilisant l’agent chaotrope, le chlorure de guanidine, 

tel que décrit précédemment (Le Maréchal et al., 2015). Plusieurs cultures successives sur l’ultrafiltrat 

de lait ont été réalisées afin de constituer un stock de protéines Slps. Après centrifugation, les culots 

bactériens sont lavés deux fois par le tampon PBS (Phosphate Buffer saline). Les culots correspondants 

à une densité optique de 40 sont ensuite repris dans 2 mL de solution de chlorure de guanidine à 5 M. 

Les mélanges sont incubés pendant 15 minutes à 50°C. Les surnageants contenant les protéines Slps 

sont récupérés par centrifugation. Les extraits protéiques successifs obtenus sont dialysés contre de l’eau 

déminéralisée, puis contre du PBS grâce à des cassettes de dialyse Slide-A-Lyzer® 10KDa (Thermo). 

La concentration protéique des différents extraits protéiques obtenus a été déterminée en utilisant le kit 

2-D Quant Kit et en suivant les instructions du fabricant (GE Healthcare, Vélizy, France). 

Lectinblot  

Le lectinblot est une technique d’identification et de caractérisation de motifs glucidiques présents sur 

des protéines, et qui se repose sur les interactions lectine-glycane. Selon les caractéristiques des lectines, 

différents types de sucres peuvent être reconnus (Cao et al., 2013). Les extraits protéiques de Slps ont 

été séparés par SDS-PAGE sur un système d’électrophorèse Mini-PROTEAN 3 (Biorad), en suivant le 

protocole de Laemmeli (Laemmli, 1970). La migration a été effectuée à un voltage constant jusqu’à la 

sortie du front de migration indiqué par le bleu de bromophénol. Les gels ont été ensuite transférés sur 

des membranes PVDF (Polyvinylidene difluoride) (GE Healthcare) en utilisant le système Trans-Blot® 

Electrophoretic Transfer Cell (250 mA, 30 V, 1h30). Les membranes ont été incubées à température 

ambiante dans une solution de blocage (0,1 M de Tris-HCl, 0,25 % gélatine, 10 % d’éthanolamine, 

pH=9). Après rinçage avec une solution de TBS (Tris-buffered saline, 10 mM de Tris-HCl, 0,15 M de 

NaCl, pH=7,5), les membranes ont été incubées toute la nuit à une température ambiante avec les 

différentes lectines biotinylées (BIOTINYLATED LECTIN KIT I, Vector Laboratories, Inc). Les 

différentes lectines ont été diluées dans une solution de dilution (50 mM de Tris-HCl, 0.25% de gélatine, 

0,05% de tween 20, 0,15 M de NaCl, 5 mM EDTA, pH=7,5) à une concentration de 10 µg/ml. Les 
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membranes ont été ensuite rincées, puis incubées avec une solution de R.T.U (Horseradish Peroxidase 

Streptavidin, Vector Laboratories, Inc). Les membranes ont été révélées en utilisant le système ECL 

plus® (GE Healthcare, Vélizy, France) et ensuite scannées en utilisant la GBox Syngene (Ozyme, Saint-

Quentin-en-Yvelines, France). 

Coloration au Pro-Q® Diamond  

Les extraits protéiques de Slps, environ 25 µg ont été analysés par SDS-PAGE, tel que décrit 

précédemment. Un standard de poids moléculaire contenant deux phosphoprotéines 

(PeppermintStick™, Molecular Probes, Inc., Invitrogen) a été utilisé en tant qu’un témoin positif. Les 

gels obtenus ont été fixés toute la nuit dans une solution contenant 50% méthanol et 10% d’acide 

acétique, afin de s’assurer que tout le SDS est éliminé du gel. Les gels sont ensuite rincés (3 rinçage de 

10 minutes) à l’eau ultra-pure afin d’éliminer toute trace d’acide acétique ou de méthanol. Les gels sont 

ensuite incubés pendant 2 h dans une solution Pro-Q® Diamond (Molecular Probes, Inc., Invitrogen), 

puis ils ont été décolorés par une solution de décoloration (20% acétonitrile, 50 mM acétate de sodium, 

pH=4) pour une durée d’une heure. Au final, les gels décolorés sont rincés deux fois à l’eau ultra-pure. 

Les gels ont été visualisés en utilisant la GBox Syngene (Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France), 

avec une longueur d’excitation de 532 nm, selon les instructions du fabricant. 

Electrophorèse bidimensionnelle 

La quantité protéique en Slps nécessaire à la réalisation d’un gel bidimensionnels a été précipitée avec 

le kit 2D-Clean Up (GE Healthcare, Vélizy, France) Les protéines sont ensuite réhydratées dans 100 μL 

de tampon Destreak (GE Healthcare, Vélizy, France), contenant 2% d’IPG Buffer pH 4-7 (GE 

Healthcare, Vélizy, France). La focalisation isoélectrique a été effectuée sur des bandelettes linéaires 

Immobiline DryStrip Gels de 13 cm, avec un gradient de pH allant de 4 à 7 (GE Healthcare) sur un 

système Multiphore II (GE Healthcare, Vélizy, France). Ces bandelettes sont préalablement réhydratées 

une nuit dans 450 μL de tampon Destreak additionné d’IPG Buffer (pH 4-7, 2%). Les échantillons sont 

déposés à l’extrémité acide des bandelettes à l’aide de cupules. La migration s’est effectuée en 24 h 

selon un programme permettant une augmentation progressive de la tension et une accumulation de 60 

KVh. À la fin de la focalisation, les bandelettes sont incubées sous agitation successivement dans les 
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solutions d’équilibration I et II (50 mM de Tris-HCl-pH=6,8, 6 M d’urée, 30% de glycérol, 1% de SDS, 

avec 0,3% de DTT pour la solution I et 4,5% d’iodoacétamide pour la solution II) pendant 10 min. Cette 

étape permet de dénaturer davantage les protéines en réduisant les ponts disulfures avec le DTT et en 

alkylant les fonctions SH libérées avec l’iodoacétamide. Cela permet également de complexer les 

protéines avec le SDS et d’éliminer certains constituants de la première dimension. 

Les bandelettes sont adaptées en haut d’un gel SDS-PAGE et immobilisées avec de l’agarose de pontage 

(125 mM de Tris-HCl-pH=6,8, 0,1% de SDS et 0,5% d’agarose) qui servira également de gel de 

concentration. La seconde migration est réalisée dans un système PROTEAN II xi (Biorad). Après 

coloration des gels au bleu de Coomassie, les différentes isoformes de la protéine SlpB ont été prélevées 

(Tableau 1). 

Préparation des fractions des peptides  

a) Digestion peptidique  

Les bouts de gels sont lavés avec une solution d’acétonitrile à 50 % afin d’éliminer le bleu de Coomassie. 

Les morceaux de gel décolorés à ce stade, ont été séchés au SpeedVac. Un mix d’une solution de trypsine 

et d’une solution de protéinase K a été préparé contenant 4 μL de trypsine (soit 0,8 µg) + 1 μL de 

protéinase K (soit 0,2 µg) et déposé sur les bouts de gels déshydratés. Les bouts de gels sont incubés 15 

minutes à température ambiante pour qu’ils soient réhydratés. Ils ont été ensuite recouverts avec 25 μL 

de tampon de carbonate d’ammonium (50 mM). Les gels sont ensuite incubés toute une nuit à 37°C. La 

réaction de protéolyse est arrêtée en ajoutant 3 μL d’acide trifluoroacétique (TFA) à 5 %. 

b) Extraction des peptides  

Les surnageants présents autour des gels (pour chaque spot) ont été récupérés (SN1). Ensuite, 25 μL 

d’acétonitrile (ACN) à 50 % sont ajoutés, après agitation pendant 15 min (table vibrante ~250 tr/min), 

les surnageants (SN2) ont été récupérés. De nouveau, 25 μL d’ACN à 50 % aux bouts de gels afin de 

récupérer une troisième fraction (SN3). L’ensemble des surnageants prélevés (SN1+SN2+SN3) a été 

concentré sous vide sans aller à sec.  

c) N-déglycosylation des peptides  
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La solution de PNGase F a été ajoutée (5 unités/ spot de gel) aux peptides extraits précédemment (Etape 

b), soit les échantillons N°4 à 9 (Tableau 1). Les échantillons sont incubés 2 h à une température 

ambiante. La réaction est arrêtée par l’ajout de TFA à 5%. 

d) O-déglycosylation et déphosphorylation par le kit β-elimination  

Les volumes des échantillons N°7 à 9 ont été précisément mesurés. Le réactif de β-élimination (Sigma) 

a été ensuite ajouté, à environ 20% du volume de l’échantillon ; soit 20 µL de réactif pour 100 µL 

d’échantillon. Les échantillons 7 à 9 sont ainsi incubés 18 heures à 25°C (Tableau 1). La réaction est 

arrêtée par l’ajout de 10 µL de TFA à 5%.  

N° 

d’échantillon 

N° du 

gel 
Protéine S-layer 

N° du 

spot 

Traitement avec 

PNGase F 

Traitement 

avec β-élimination 

reagent Mixture 

1 

1 

SlpB 

B2   

2 B3   

3 B4   

4 

2 

B2 x  

5 B3 x  

6 B4 x  

7 

3 

B2 x x 

8 B3 x x 

9 B4 x x 

 

 

 

Analyse par spectrométrie de Masse 

En addition des différents traitements enzymatiques et chimiques effectués des échantillons, l’analyse 

par spectrométrie de masse a consisté à utiliser différents modes de fragmentation (Moradian et al., 

2014; Yu et al., 2018) : 

1) Le premier type de fragmentation des peptides est la fragmentation par collision-induced 

dissociation (CID), il s’agit d’une fragmentation des ions moléculaires en phase gazeuse. Dans 

le cas des phosphorylations, la fragmentation CID des peptides contenant des phosphosérines et 

phosphothréonines conduitt souvent à une perte d’H3PO4 via une β-élimination en phase 

gazeuse.  

Tableau 1. Le récapitulatif des échantillons préparés. Les différents traitements subis par les peptides 

sont indiqués, après une «digestion in gel» des spots de SlpB par un mélange de trypsine et de 

protéinase K.  
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2) Le deuxième type de fragmentation des peptides est la dissociation par collision de haute énergie 

(HCD). Le schéma de fragmentation du HCD est caractérisé par une énergie d'activation plus 

élevée et un temps d'activation plus court, par comparaison à une fragmentation CID. Les O-

glycanes sont habituellement complétement éliminés via un réarrangement en phase gazeuse.  

3) La fragmentation par ETD (Electron-transfer dissociation) permettrait théoriquement 

d’identifier les modifications post-traductionnelles labiles au CID. Idéalement, elle peut fournir 

à la fois des informations sur la séquence et sur la localisation des sites de modification. 

4) La fragmentation par ECD (Electron-capture dissociation) est plus préférable lorsqu'il s'agit de 

peptides ayant des phosphorylations multiples, car elle peut provoquer une fragmentation 

efficace du squelette peptidique tout en laissant la modification covalente intacte. 

Ainsi, l’identification précise du type de modification et du site de modification peut être très difficile 

en envisageant un seul type de fragmentation des peptides modifiés (Moradian et al., 2014; Yu et al., 

2018). L’analyse de spectrométrie de masse à l’institut Jacques Monod a consisté à combiner les 4 types 

de fragmentation. Des informations différentes et complémentaires peuvent être ainsi obtenues sur la 

structure primaire ou les modifications chimiques présentes sur les peptides analysés. 

Résultats & Discussion 

Ce volet de travail a consisté à caractériser les modifications covalentes de la protéine SlpB par des 

outils de protéomique. L’analyse par le lectinblot des extraits de protéines de surface de P. freudenreichii 

CIRM-BIA 129 confirme en effet la présence de glycosylations sur la protéine SlpB (Figure 3). Un jeu 

de sept lectines différentes a été testé, seulement trois d’entre elles ont réagi positivement à la protéine 

SlpB : la lectin Dolichos biflorus agglutinin (DBA) qui reconnait le motif αGalNAc, la lectine Ulex 

europaeus agglutinin 1(UEA 1) qui reconnait le motif α-fucose, ainsi que la lectine Arachis hypogaea 

(peanut) agglutinin (PNA) qui reconnait le motif Galβ3GalNAc (Figure 3). Il est noté, n’ayant pas testé 

l’ensemble des lectines, la protéine SlpB peut évidemment porter d’autres types de glycanes.  

Cependant, l’analyse par spectrométrie de masse effectuée n’a pas abouti à un résultat concluant. En 

effet, la digestion non spécifique par la protéinase K a conduit à la génération de peptides trop courts, 

ce qui a compliqué l’alignement des séquences peptidiques sur la séquence protéique. Au lieu, nous 
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avons procédé à l’analyse de novo des données générées lors de la première expérience (Rabah, H., 

2015). L’analyse des données a permis de mettre en évidence 4 sites de glycosylation, dont 3 qui sont 

localisés sur la partie C-terminale de la protéine (Domaine SLH) (Figure 5). Il s’agit d’O-glycosylations 

sur la sérine 283, la sérine 429, la thréonine 415 ; ainsi qu’une N-glycosylation sur l’asparagine 462 

(Figure 5). Les types de glycanes mis en évidence sont en cohérence avec les observations faites sur les 

lectinblot. Cependant, la structure exacte des glycanes reste inconnue. Chez Cutinibacterium acnes 

(Propionibacterium acnes), DsA1, une protéine de liaison au fibrinogène a été décrite comme 

glycosylée portant des résidus GalNAc (Grange et al., 2017). Très peu de connaissances existent sur les 

mécanismes de glycosylation chez les propionibactéries laitières. En effet, une glycosyltransférase a été 

bien caractérisée chez les souches de P. freudenreichii pour son rôle dans la production des 

exopolysaccharides (Deutsch et al., 2008, 2010). L’expression élevée du gène gtf a été corrélée à la 

présence d’une capsule d’ exopolysaccharides parmi les souches présentant le phénotype agglutination 

(+) (Deutsch et al., 2010). Néanmoins, un niveau d’expression plus bas du gène gtf a été mis en évidence 

chez les souches présentant le phénotype agglutination (-), ce qui suggère que ces enzymes pourraient 

être indispensables pour d’autres fonctions bactériennes, probablement la synthèse des glycoprotéines. 

En effet, les glycosyltransférases des actinomycètes sont décrites comme étant versatiles, en ce qui 

concerne le donneur de sucre, mais également dans une moindre mesure, en ce qui concerne l'accepteur 

des sucres (Salas and Méndez, 2007). 

La coloration au Pro-Q® Diamond des extraits Slps avant ou après le traitement à la phosphatase 

alkaline montre bien la présence de phosphorylation seulement sur la protéine SlpB (Figure 4). 

L’analyse des données de spectrométrie de masse a également confirmé la présence de phosphorylation 

sur la thréonine 174 (Figure 5). En ce qui concerne la phosphorylation, seulement des Serine kinases ont 

été déjà décrites chez les espèces des propionibactéries laitières (Cagen and Friedmann, 1972), mais il 

n’existe pas d’étude du phosphoprotéome chez P. freudenreichii. Le rôle de la présence d’une telle 

modification covalente sur la protéine SlpB est inconnu. Néanmoins, l’outil InterPro a prédis la présence 

d’un domaine dit « Terpenoid cyclases/protein prenyltransferase alpha-alpha toroid » sur la protéine 

SlpB. Les protéines présentant ce domaine sont identifiées comme des enzymes impliquées notamment 
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dans le transfert d'un groupement farnésyle sur des résidus cystèines de protéines, nécessaire pour les 

ancrages des protéines de surface à la membrane cellulaire. Une seule protéine S-layer du pathogène 

Aeromonas hydrophila, appartenant au phylum de Proteobactérie, a été décrite comme une protéine 

phosphorylée (une tyrosine phosphorylation) (Thomas and Trust, 1995). 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 3. LectinBlot de l’extrait Slps de P.freudenreichii CIRM-BIA 129. La réactivité des 

différentes lectines biotinylées, (1) Dolichos biflorus agglutinin (DBA), (2) Ulex europaeus 

agglutinin, (3) Arachis hypogaea (Peanut); vis-à-vis de la protéine SlpB a été examinée. 

Figure 4. Analyse de l’extrait Slps de P.freudenreichii CIRM-BIA 129 +/- traité à la phosphatase 

alkaline. (1) le marqueur moléculaire, (2) l’extrait de protéines Slps et (3) le même extrait traité à la 

phosphatase alkaline. Les gels sont colorés au Biosafe (A) ou au Pro-Q® Diamond (B), qui révèlent 

respectivement les protéines totales et les phosphoprotéines dans les extraits Slps.  
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Les auteurs attribuent à cette modification un rôle structural probable ou de transduction de signaux 

environnementaux. En effet, la phosphorylation est décrite comme un mécanisme impliqué dans la 

dormance, la division cellulaire, l’adaptation aux stress environnementaux, mais également impliquée 

dans l’interaction avec les cellules hôtes (virulence), chez de nombreuses espèces d’actinobactéries 

(Mijakovic and Macek, 2012; Parandhaman et al., 2014; Rioseras et al., 2018; Schmidt et al., 2014). 

Pour la protéine SlpB, il est probable que la phosphorylation a un rôle dans l’activation ou la 

désactivation de son activité enzymatique prédite.  

 

 

 

Néanmoins, quand bien même l’ensemble des résultats obtenus semblent cohérents; il faut prendre en 

compte ces résultats avec quelques précautions. En effet, il est crucial d’envisager comme perspective 

une étude supplémentaire pour caractériser de manière fine les modifications covalentes présentes sur 

la protéine SlpB. Une stratégie d’expérimentation est proposée (Figure 6). Les méthodes 

d’enrichissement des glycopeptides par chromatographie d’interaction hydrophobe (HILIC) ou des 

phosphopeptides par chromatographie d'affinité (IMAC) permettra d’augmenter le rapport signal sur 

bruit (Zhao and Jensen, 2009). Pour l'analyse des sites de N-glycosylation, l'utilisation de 

l'endoglycosidase H peut être envisagée, car elle laisse une signature HexNAc sur les peptides plutôt 

qu'un écart de 1 Da pour la PNGase F (Colangelo and Orlando, 2001). La détermination exacte de la 

Figure 5. Les sites de modifications covalentes identifiés sur la protéine SlpB, ainsi que la 

structure partielle des glycosylations.  
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structure et la nomenclature des sucres présents sur SlpB permettra d’utiliser les enzymes de 

déglycosylation adéquates pour étudier, par exemple, le rôle des glycosylations dans l’interaction de 

SlpB avec les récepteurs des cellules de l’hôte. En plus de la détermination des sites modifiés, elle 

permettra quant à elle de modéliser la structure tridimensionnelle de SlpB, et faire du docking, dans la 

perspective de déterminer les ligands potentiels de la protéine SlpB.  

Conclusion 

Les différentes analyses menées ont permis d’identifier la présence de modifications covalentes de type 

glycosylation et phosphorylation sur la protéine SlpB. Elles ont permis également d’obtenir des 

informations partielles sur la nature des glycanes ainsi que les sites potentiels d’acides aminés modifiés. 

Cependant, des analyses supplémentaires sont indispensables pour identifier la structure des glycanes et 

confirmer les sites modifiés. Cette perspective permettra de comprendre le mécanisme d’action de la 

protéine SlpB dans son rôle d’immunomodulation. En plus, l’identification de phosphoprylation sur une 

telle protéine, ouvre la perspective de l’étude du phosphoprotéome de P. freudenreichii en lien avec ses 

propriétés probiotiques.  
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Figure 6. La stratégie à considérer pour déterminer la structure exacte des groupements glycanes, ainsi 

que les sites d’acides aminés modifiés sur la protéine SlpB.  
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Propionibacterium freudenreichii in healthy piglets. les 4èmes rencontres du GIS Nutrition 

Alimentation Métabolisme et Santé, Rennes-France, Octobre 2018. Au congrès mondial de la 

fédération internationale du lait (IDF world dairy summit), les 16-21 octobre 2018 à Daejeon, 

Corée de Sud; 

Le prix du meilleur poster présenté par les participants du congrès GIS. 

  



 
239 Annexes 

 



 
240 Annexes 

 



 
241 Annexes 

 



 
242 Annexes 

 

 

 

 



 
243 Annexes 

 



 
244 Annexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
245 Annexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
246 Annexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
247 Annexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
248 Annexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
249 Annexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
250 Annexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
251 Annexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
252 Annexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
253 Annexes 

Annexe 5 : publications et communications scientifiques en 
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Titre : La vectorisation de Propionibacterium freudenreichii et de ses protéines 

immunomodulatrices par la matrice fromagère vers le tube digestif 

 

Résumé : Propionibacterium freudenreichii 
CIRM-BIA 129 (Pf) est un levain fromager et 
détient plusieurs potentialités probiotiques, dont 
l’immunomodulation. Cette propriété résulte de 
la production de divers métabolites bénéfiques et 
de la présence de protéines de surface S-layer 
(Slps). Cette propriété « 2-en-1 », c’est-à-dire à 
la fois fermentaire et probiotique, fait de Pf un 
bon candidat pour développer des fromages 
fonctionnels, afin de prévenir les maladies 
inflammatoires intestinales. L’objectif de cette 
thèse était d’étudier l’impact de la matrice 
fromagère sur les propriétés 
immunomodulatrices de Pf, via ses protéines 
Slps, par comparaison à une culture sur 
ultrafiltrat de lait (UF). Les études conduites in 
vitro suggèrent que la vectorisation par le 
fromage module la viabilité de Pf lors de la 
digestion ainsi que dans le côlon. Nous avons 

montré aussi que la matrice fromagère limite la 
protéolyse des protéines Slps lors de la 
digestion gastrique et duodénale. L’étude in 
vivo a montré que les deux matrices de 
vectorisation, le fromage et l’UF, présentent des 
effets anit-inflammatoires différents. 
Finalement, un emmental a été fabriqué en 
sélectionnant des souches 
immunomodulatrices de bactéries lactiques et 
propioniques. Son ingestion a protégé des 
souris d’une colite chimiquement induite. Ce 
travail montre que les propriétés 
immunomodulatrices de Pf sont matrice-
dépendantes, tout comme elles sont souche-
dépendantes. Il souligne de plus le potentiel 
offert par l’utilisation d’un fromage de type 
emmental probiotique comme un levier pour 
prévenir les maladies inflammatoires 
intestinales. 

 

 

Mots clés : Propionibacterium freudenreichii, protéines S-layer, vecteur probiotique, 

matrice fromagère, immunomodulation, colite 

 

Abstract: Propionibacterium freudenreichii 

CIRM-BIA 129 (Pf) is a cheese starter and has 

several probiotic potentialities, including 

immunomodulation. This property results from 

the production of various beneficial metabolites, 

and from the presence of S-layer surface proteins 

(Slps). The "2-in-1" property, i.e. both 

fermentative and probiotic properties, makes Pf 

a suitable candidate to develop functional 

cheeses, in order to prevent inflammatory bowel 

disease. The aim of this thesis was to study the 

impact of the cheese matrix on the 

immunomodulatory properties of Pf, mediated by 

its Slps proteins, compared to a culture on milk 

ultrafiltrate (MUF).  

In vitro studies suggest that Pf viability is 

affected by the delivery vehicle, cheese matrix 

or MUF during digestion as well as in the colon. 

We also showed that the cheese matrix limits 

Slps proteins proteolysis during gastric and 

duodenal digestion The in vivo study showed 

that the two delivery vehicles, cheese and MUF, 

display different antiinflammatory effects. 

Finally, an industrial-scale Emmental cheese 

was manufactured using selected 

immunomodulatory strains of lactic and 

propionic acid bacteria. It also highlights the 

potential of using Emmental probiotic cheese as 

a lever to prevent inflammatory bowel disease. 

 

Title: The delivery of Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA 129 and of its 

immunomodulatory proteins by the cheese matrix to the digestive tract  

 Keywords: Propionibacterium freudenreichii, S-layer proteins, probiotic delivery vehicle, 

cheese matrix, Immunomodulation, colitis 
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