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ARNmM : Acide Ribonucléique messager

ATP : Adénosine triphosphate

BCA : BactocCasamino Acides

BL : Bactérie Lactique

BLAST : Basic Local Alignement Search Tool

BT : BactoTryptone

C :Cytosine

CDS : Coding Sequence

CG%: Pourcentage enytosine et guanine

CNRZ : Centre National de recherche zootechnique
ComR: Competence Regulator

ComsS: Competence Signal

Ct: Cycle threshod

Da : Dalton

DdIA : D-alanine D-alanine ligase

DnaE: ADN polymérase llI

dNTP : Désoxyribonucléotide triphosphate

D.Oss50 nm: Densité optique a une longueur d'onde de 650 nanometre
DTT : Dithiothréitol

FBP: Fructosel,6-bisphosphate

EDTA : Ethylene diamine tétra acétique

EPS : Exopolysaccharides

G : Guanine

GlcK : glucose kinase

GRAS: Generally Recognized As Safe

GTP: Guanosine triphosphate

h : heure

SHP: Short Hydrophobic Peptide

ICE : Integrative Conjugative Element

llvC : ketolacid reductoisomérase

IS 6pTXHQFHV GILQVHUWLRQ
ITS : Internal Transcribed Sequence



kb : Kilo base

kDa : kiloDalton

LC-ESFMS-MS : Liquid chromatography electrospray ieation tandem mass spectrometry
MCD : Milieu Chimiqguement Défini

MLST : Multi Locus Sequence Typing
MM : Masse Moléculaire

ms: Milliseconde

m/v : Rapport masse/volume

Mpb : Méga paire de base

NCBI : National Centefor Biological Sequence Analysis
ORF : Phase ouverte de lea@yOpen Readingreme)
pb : Paire de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction
PepO: Endopeptidase

pH : potentiel hydrogéne

pl : Point Isoélectrique

PMSF: Phénylméthylsulfonylfluorure
PyrE: Orotate phosphoribosyl transférase
RBS: Ribosome Binding Site

RT : Reverse Transcription

SDS: Sodium dodécil sulfate

Ssp: Sousespece

T : Thymine

TAE : Tris acétate

TE : Tris EDTA

ThrS: ThreonyitRNA synthétase

Tkt : Transkétolase

Tris : .. .-Tris (hydroxyméthyl) méthylamine
U : Uracile

UV : Ultraviolet

v/v : Rapport volume/volume

YL : Yeast extractactose
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1. Les bactéries lactiques

1. 1. Intérét général des bactéries lactiques en industrie alimentaire

Le terme de bactéries lactiquéBL) désigne lesbactéries capablede produirepar
fermentatonGH O 1D F L Gahpa@rE @hicides Hermentescible& HU W D L Q4didsdftH QW U H
trés utilisées en industrie agroalimentadgieinterviennent dans de nombreuses fermentations
alimentares telles que les fabrications d®mage, yaourt, salamis, saucisses, jambons secs,
choucroute, biéres gain(Adams, 1999)

Outre la modification de la saveur et deVdH[W X U HP GGHWOJDICHH | OD SURGXFW
lactique et de divereomS RVpV DURPDWLT X He/ OVHIORD W BRI @IKO\ESHNVRY OH (
bactéries lactiquesmhibent également le développement de la flore microbienne indésirable grace

j OYDFLGLILFDWLRQ GX HAnOdeHmMoléeNgs paciebcidSsU teliesX fles

bactériocines

1. 2. Les bactéries lactiquesun ensemble hétérogéne

Les bactéries lactigesforment XQ JURXSH KpWpURJgQH , attéredaL W G X (
Gram positif, généralementmmobiles, asporulées, anaérobies mais aérotolérantgsi ete
présentent sous forme de coques ou de bacBéséralementes bactériesie possedent ni
nitrate réductase, ncatalase(Desmazeaud, 1983 Vandammeet al, 1996) Cependant,
Lactobacillus sakeet Lactobacillus plantarunpossédent une activité catalase heté@pendante,
qui peut étre active dans les produits cafhstelet al, 1998; Mareset al, 1994) En général,
les BL ont des exigences nutritionnelles en vitamines, acides aminés, glucides et acides gras
(Holzapfelet al,, 2001)
Selon les produits finaude fermentations, les bactériestiques peuvent étre classées en trois
groupes les bactéries lactiques homofermentsire OfDFLGH OD F W3 derp0% desU p VHQ \
produits de fermentation les bactéries lactiques hétérofermengifacultatives groduction
GYDFLGH ODFYWDGEGHBRXHODIRPW LG XH HW G kB Liat¢téridd FlaipiesT X H HV
hétérofermentaires stricteSURGXFWLRQ GIDFLGH ODFWLTXH GYDFLGH D
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(Vandammeet al, 1996)

1. 3. Classiication phylogénétiquedes bactéries lactiques

La classifcation des bactéries lactiqupsoposée pafStiles et Holzapfel, 1997¢omporte 4
groupes phylogénétiques
|. Le premier est composé slgenres Enterococcus Melissococcus Tetragenococcys
Vagococcus Carnobacterium Lactosphaeraet Aerococcus genres isolés dédifférents
habitats.Ainsi, Enterococcus faecalist Enterococcus faeciunbactéries intestinaleslont
certaines souches sodHV SDWKRJgQQHV RSSRUWXQLVWHMIBGXY OYfKF
contaminées par des fécéskatterococcus seriolicidedD pWp LVROpH GH FDV GfYL
poisssongAguirre et Collins, 1993 Kusudaet al, 1991)
II. Le deuxieme groupe estonstitué de genresStreptococcuset Lactococcusqui sont

phylogénétiquement prochéSchleiferet al, 1985) Lactococcudactis est une bactérie trés
utilisée en fermentation fromager&. thermogilus est la seule espeécedu genre
Streptococcusa étre XWLOLVpH FRPPH IHUP Haiare eG ® @pasO&ireQ G X VW
pathogeneElle estnotammenutilisée pour la productiode yaours ou de fromagesn co
culutureavecG D XW.UHV %/

[ll. Le troisieme grape est formé dggenresDenococcud.euconostoet WeissellgCollins et
al.,, 1993) Il comporte GHVY EDFWpULHYV LPSRUWDQW Hve godr@av OfLQC
fabrication du vin etle lachoucroute

IV. Le quatrieme groupe phylogénétique est constitué des deactxbacilluset Pediococcus

Si les trois genre8ifidobacterium, Brevibacteriuret Propionibacteriumsont aussi ajoutés au

groupe des bactéries lactiguede parla similarité de leurs propiés physiologiques et

biochimiques et de leur utilisation en industrie laitiereces microorganises sont

phylogénétiqguemengloignésdes autres bactéridactiques (Figure 1). Ce sont des bactéries a

Gram positif dont le pourcentage en GC est supéri&va (phylumdesActinobacterig, alors

gue lesbactéries lactiques tigues ont une teneur en GC inékme a 50% (phylum des

Firmicute9 (Holzapfelet al, 2001; Vandammeet al., 1996)
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Figure 1 : Distances phylogénétiques entre les principaux genres constituant les bactéries

lactiques basées sur les séquences des ARNr {8files et Holzapfel, 1997)

La barre mdique une divergence de séquence de 10%. Les bactéries a basu€&ddn hautde la figur¢ sont
phylogénétiquement éloignées des bactéries a hausiG€dsen bagde la figurg.
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2. Streptococcushermophilus : une espéece représentative de la

diversité des bactéries lactiques

2. 1. Positionnement déstreptococcus thermophilugu sein desstreptocoques

Le genreStreptococcusippartient au phylum ddsrmicuteset regroupe des bactéries a
GramSRVLWLI GpSRXUYXHV G1DFW L ¥tLabas pdd\EDt&y® ahHhas&sRGER | H U F
(Farrow et Collins, 1984)Les streptocoques sont divisés en 7 groupés groupe Mitis,

Anginosus, Salivarius, Bovis, Mutans, Pyogene et un groupe renfermadpiees non classee

(S acidiminimus S suis et S pleomorphus Le sixieme groupe forme la dsion des
streptocoques pyogenes tandis upremiers groupes composent la dosisdes streptocoques

viridans. $ OTH[FHSW LR Q.tl@trhophflus V4 Sigisidh viridans est constituée iHV SqFHV
bactériennesommensales voire pathogerss la cavité orale, du tractus gasimtestinal et des
tUDFWXV JpQLWDX[ GHV PDPPLIqQUHV GpbrdOdq RirsePHe Bt VLQJIH
division, S.thermophilusest retrouvé dans le groupe salivarius qui comprend trois especes
S.salivarius S. vestibularis et S thermophilus (Tableau 1) (Kawamura et al, 1995)
S.thermophilusest la seule de ces 3 especeétr@ utilisée massivement en industrie agro
alimentaire et a étre considérée comme GRB&ngrally Recognized As Saféles deux autres,

S. salivariuset S. vestibularis sont des bactéries commensatks tube digestif et/ou des
pathogenes opportunistesn Effet, elles ont été réecemment impliquée® QV GHV FDV GYLQIF
HQGRFDUGLWH PpQLQDoyw et &, KHJ2;0digoRS:EP &, 2001 ; Partridge,

2000) La comparaison des génes codant les ARN6 HW OfTpWXGH GX SRO\PRUSK
sodA (codant lasuperoxyde dismutase manganese dépendeme)ces trois espes montrent

T XHes sont étroitement apparentédEawamuraet al, 1995; Poyartet al, 1998) Outre la
confirmation dulien de parenté entr&. thermophiluset des streptocoquepathogenesla
comparaison du génome & themophilus LMG18311 avec ceux de quatsgreptocoques
pathogenesS. pneumoniagS. suisS.pyogene®t S. agalactiaga montré que plusle 54% des

genes dé&.thermophilussont orthologuesG H JqQH V t@&hitbcddgrpure\2)(Hols et al.,

2005)
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Tableau 1 : Classementde 34 espéces de streptocoquétabli sur la base des séquences des
genes codant leARN 16S(Kawamura et al, 1995)

Division des Streptocoques
viridans

Groupe Mitis

Streptococcumitis

Streptococcugordonii

Streptococcupneumoniae

Streptococcusralis

Streptococcusanguis

Streptococcuparasanguis

Groupe Anginosus

Streptococcuanginosus

Steptococcugonstallatus

Streptococcugtemedius

Groupe Salivarius

Streptococcusalivarius

Streptococcughermophilus

Streptococcusestibularis

Groupe Bovis

Streptococcubovis

Streptococcugquinus

Streptococcusalactolyticus

Groupe Mutant

Streptococcusnutans

Streptococcusattus

Streptococcusricetus

Streptococcudowneii

Streptococcusobrinus

Streptococcuacacae

Division des Streptocoques
pyogénes

Groupe Pyogene

Streptococcupyogenes

Streptococcuagalactae

Streptococcusanis

Streptococcusdysgalactiae

Streptococcusqui

Streptococcufiae

Streptococcugorcinus

Streptococcusiberis

Streptococcuparauberis

Streptococculyointestinalis

Espéces non classé

Streptococcuacidominimus

Streptococcusuis

Streptococcupleomophus




A B

S. thermophilusLMG 18311 S. thermophilusLMG18311

S. agalactiae

S. pneumoniae S. suig

S. pyogenes

Figure 2 : Résultat de la comparaisondes génomes deStreptococcushermophilus et
GIDXWUHYV Hrepoqagtied pabgened efébure et Stanhope, 2007)

A. Répartition des génes pour les trois génomestaptococcuthermophilud-MG1811, Streptococcuagalactiae

et Streptococcus pyogenes
B. Répartition des génes pour les trois génomes 8&eptococcus thermophilus LMG1811,

Streptococcupneumoniadr6 etStreptococcus suis
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2. 2. Positionnement deStreptococcus thermophilusau sein des bactéries

lactiques

S. thermophilugst utilisée en industrie laitiere en tant que ferment dans ledtibn de
produits laitiers tels que le yaduet les fromages a pate cuiten{lental, Gruyere), a pate
pressée (Cheddar) ou a pate filée (MozzarelgyesLc. lactis FTHVW OD %/ OdanS OXV XW
ce domaingMonnret, 2006)

Le role deS. thermophiluslans la fermentation du lait consiste en la conversion rapide du
lactose en acide lactique, entrainant une diminution rapide du pH. Cette acidification engendre la
précipitation des caséines provoquant la coaguladionlait. Elle est utilisée seule ou en
assoF LDWLRQ DYHF GHattétigVlddidqued] yh&is pddiVies yaourts, elle est toujours
employée en caulture aved.actobacillus delbrueckissp.bulgaricus(Lb. bulgaricu3 (Pette et
Lolkema, 1950)

S. thermophilugst une bactérie homofermentaire, anaérobie aérotolérante, dont la température
optimale de croissance se situe entre 37°C et 42°C, elle est exigéafiteQ SRLQW GH Y
nutritionnel (Accolaset al, 1980) Elle appartient au groupe des bactéries a Grasitif a bas
pourcentagenbaseGC (39%)(Farrow et Collins, 1984Roissart et Luquet, 1994)

3. Analyse du génome une clé pour comprendre I T DGDSWDWLRQ

Streptococcushermophilusa la niche écologiqudait

3. 1.Caractéristiques du génome deStreptococcus thermophilus

$ O Y KHXUHIed séqguinded Gxig génomes d& thermophilussont disponibles
dans les bagues des donnésMBL/GenBank ,0 V{IDJLW G Xough€sRCRRZ1666)V
LMG18311 et LMD9 isolées de yaourt du génomes des soucheB03 et JIM8232isolées de
lait (Bolotin et al, 2004; Delormeet al, 2011; Makarovaet al., 2006; Sunet al, 2011) Pour
chacune de ces souches le chromosomeiresilaire, GIXQH WDLOOH FRPSULVH HQW



et e$ caractérisé par un faible pourcentage en base GC (39%) (Tableau 2). Seule la souche LMD

9 héberge deux plasmides a faible nombre de sopie

La comparaisomles génomes des trois souches CNRZ1066, LMG18311 et@MDévélé que
85% de leurs génomes sdrien conserveés chez les trois soucfiefébure et Stanhope, 2007)
Les principales différences concernent les génes impliqués dans la biosynthése des
exopolysaccharides, laynthése € bactériocing, les résistances aux phages et les traces de
prophageqBolotin et al, 2004; Deveauet al, 2008; Horvathet al, 2008) Néanmoins les
génomes des souches CNRZ1066 et LMG183g&inblent étre tres similaires puisqpieis de
90% deleursCDS sontcommunes. De plus, 80% de lswgénes sont des orthologues de génes
GIDXWUHV V\BoldiiSavar REOE HElsEYal, 2005)
L 1D QD O\ Vhtid&ibnde KX génomes d& thermophilusa révéléguele «coregenome» de
O 1 H VSS theErkhophiluest constitué de 1271 g&s) soit 58% de leurs génon{@asmusseet
al., 2008) Une analysén silico basée sur des biais compositionnBIQW SURSRVp TXTXQ H(
de 197 genes ont été acquis par transfert horizontal dartsolis génomes de.thermophilus
CNRZ1066, LMG18311 et LME® (Liu et al, 2009b)

En 2010 Delormeet s collaborateurs omstimépar «Multi Locus Sequence Typing
(MLST) la diversité génégue de 2&oudtes deS. thermophilus 26 issuesde différentes sources
laitieres et une isolée du sang humaiatient atteintG 1 X QH E D FGFtfelhpdlykdia révéle
gue la divergence de séquemueléotidique est d8,19%en moyenngDelormeet al, 2010)
alors quela divergence au sein des espe&esalivarius S. vestibularis (aussi estimée par
MLST) est de 6,6% et3,6% respectivemen Ainsi, ces résultats suggerent qu@ THVSqFH

S.thermophilusserait une espéadonale émergeréecemmentDelormeet al, 2007)

Tableau 2 : Caractéristigues des cing génomes entierement séquencés Sfeeptococcus

thermophilus

Souche Origine Taille ((jsbg)]mome CDS CG% Référence
CNRZ1066 | Yaourt 1796226 1915 39,1 (Bolotin et al,, 2004)
LMG18311 | Yaourt 1796846 1890 39,1 (Bolotin et al, 2004)

LMD-9 Yaourt 1864178 1718 39,1 (Makarovaet al, 2006)

NDO3 Lait 1831957 1919 39,1 (Sunet al, 2011)

JIM8232 Lait 1929905 2145 38,9 (Delormeet al., 2011)

CDS: pour Coding Sequence&eG%: pourcentage en cytosine et guanine
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3. 2. Transfert génétiquehorizontal

Le transfetKRUL]RQWDO GILQIRMRPOWXR QU JIPEpMDMMH KU GDQV !
génomes baériens Chez S. thermophilus, OTDFTXLVLWLRQ GH fRtaNsfe®@ OHV IR
horizontal D SHUPLV OYDGDSWDW L Rul€nithe étwlbgiquearbdewepakL H j VD
(Bolotin et al, 2004) Une analysen silico suggéere également que les ségquences acquises par
transfert horizontal inteespéceseprésenteraient environ 14% de la séquence des génomes
séquencés d8.thermophilus(Hols et al, 2005) Il s &git souvent XQ pFKDQJH GILQIRUP
entre des espéces bactériennes proches phylogénétiquement. Néanmoins, des événements de
transfert horizontal entre S.thermophilus et des espéces relativement éloignées
phylogénétiquement, mais de proximit®kgique étroite ont été obser@elcouret al, 2000;

Guédoret al, 1995) Le transfert génétique horizontal peut étre resumé en deux étapes

% 7UDQV MQUHNVPEDPFXOH GT$'1 GIXQH FHOOXOH j XQH DXWU't

Difféerents mécanismesp X YHQW rWUH LPSOLTXpV G.OLO WanSibtmatiahD QV IHU
FRUUHVSRQG DX SURFHVVXV GILQFRUSRUDWLRQ GT1XQ $'1 F
GITXQH FHOOXOH ED F\Abpeuz dd WagkeriageR So9MaHranddittion est décrite
FRPPH OH WUDQVIHUW G f4$al08 QOWUH{U © pl @ L B(dE G B KD J H V
2007); la conjugaisorpermet le passdd XQLGLUHFWLRQQHO GH 0O9Y%$'1 GTXQH
une celluleUpFHSWULFH DX \Weliabt Yeld devix Ce@r h8riRa® &Y Nielsen, 2005)

Enfin, les nanotubes, permet® W O 1 p F Kdor@titdants Elytoplasmiques (des ARN, des
SURWpPLQHYVY GHV IUDJPHQWYV GY1$'1 HW GHV SODVPLGHYV
OfLQWHUPpGLDLUH GH VWUXFWXUHV WXEXODLUHV SUpVHQ!
cellules, et permettant de les assophysiquementDubey et BeriYehuda, 2011)

¥%2» ODLQWLHQ GH Of$'1 DFTXLV GDQV OD GHVFHQGDQFH GH C

/ID JUDQGH PDMRULWpP GH Of$'1l DFTXLV SDU WUMMIHUW K
population et est par conséqueBtHUG XH DX ILO GHV JpQpUDWLRQV (Q HIIF
WUDQVPLY j OD GHVFHQGDQFH GH OD FHOOXOH UpFHSWULFH
OY%$'1 DFTXLV GRLW rWUH Cteptace Carbaips 8lBnméenS BelsFodeda3 Klasridegp

sont capables de se répliquer de maniere autonome car ils codent leur propre réplication.
&HSHQGDQW OD SOXSDUW GHV VpTXHQFHV DFTXLVHV H[LJH
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cellule héte, permant donc leur réplication en méme temps que le chromosome.

/IH WUDQVIHUW KRUL]JRQWDO GYLQIRUPDWLRQ Jmdppped/ LTXH LI
comme les plasmides, les prophages, les éléments transposables et les éléments intégratifs et
conjugatifsICEs (pour Integratives and Conjugatives Elements).sé caractérisent par leur

capacité spécifique a se disséminer et/ou a se maintenir dans les oédlefesce.

Les éléments transposables sont des entités génétiques qui assurent leur progme paainti
PRXYHPHQW YHUV XQ RX SO X[BénHextU2D0A)llew pliNcipaukLé@ivemtsU D W L R
WUDQVSRVDEOHV EDFWpULHQY¥n \eR B3Mramspp¥on¥/ gsT s6bLOfEesV G L C
GILQVHUWLRQ ,Benty RmopWs Gapablep @ap transposer de fagcon autonome.
Généralement, elles ne codent que des fonctions impliquées dans leur propre moleiité. El
codent une transposase (Jmui reconnait les séquences inversées répétées (IR) terminales des

IS et caalyse leur insertion avec uff@ble spécificité (Figure 3AjMabhillon et Chandler, 1998

Mabhillon et al, 1999; Polard et Chandler, 1999)es difféerentes IS ont été classées, selon la

nature et la structure des IRs, la nature et lecgsire de la transposase, enfafilles : 19, 1S3,

1S4, 1S5, 1S6, 1S21, 1S30, 1S66, 1S91, 1S110, 1S200/605 1S256, 1S630, 1S982, 1S138Q 1SASL,

ISL3 (Mahillon et Chandler, 1998)Les transposons, en plus de fonction ngaes aleur
transpositon,.SHXYHQW FRGHU GHV IRQFWLRQV FDSDEOHV GH FRQIy
gue de nombreux types de ces €léments aient été identifiescicentx été traditionnellement

répartis en deux grandes clas@@snnett, 2004) les transposons composites qui sont constitues
GIXQ RX SOXVLHXUV JqQHV HQED BditmhspSdadds Godees ped cBsSIS D U H (
pourraient SHUPHWWUH OD WUDQVSRVLWLRQ(Rahdrtset&l QI8P EOH Gl
(Figure 3B); les transposons unitaires (ou non compositeskejwaractérisent pda présence

GITXQH W U(DrpA) stRineDe¢dinbinagdnpR) (Figure 3C)(Kunget al, 2010)

Les ICEs correspondent a des élémeafsables d se transférer par conjugaisors. plortent des

JgQHV GH UHFRPELQDLVRQ TXL OHXU SHUPpddMageHe I8urGH VL
VWDELOLWYp [/1Hp&ides RBs Bpligeluns @combinase-gitécifique a tyrosine

TXL FDWDO\VH OD UHFRPELQDLVRQ attleVattR-H B H @ DWW XA PFHH\P K5
respectivemensituéesa gauche et a droit@Burrus et al, 2002a, 2002b)Celle-ci génere une

forme extrac W RPRVRPLTXH FLUFXODLUH GH Of,&(@tb& wWwdeQ W XQ
GIDWWDFKHPHQW EDFWatB Uibr€@ FIKIXRPRYV R PLLOQENRI) p&@ W LR Q
recombinaison sitgpécifique entrattl etattB % LHQ TXH FHV pOpPHVibkme/ TH[FLV
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circulaire et se répliquent de fagon intercellulaire lors de la conjugaison, cette réplication ne
VHPEOH SDV rWUH LPSOLTXpH GDQV OH PDLQWLHQ GH OfpOpkF

Figure 3 : Représntation schématique de la structure des éléments transposables

bactériens(Kung et al, 2010)

A.2UJDQLVDWLRQ GTXQH VpTXHQFH G 1 Lnvenddagaur@ (IR et&Bite BFRY,pH GH UpSp
GIXQ JgQH FRGDQ WnpX Qetpravhbt&ue)de & RranBpdddse peut étre partiellement compris dans IRL.

B 2UJDQLVDWLRQ GTXQ WUDQVSRVRQ FR PSR s2WahquéeR PSS Raup 1824l SOXVLH
similaires

C. 2UJD QL YV D WahspasosuhKade, composé de plusieurs OBF#§,(orf2, orf3, orf4  @fgéne codant une
transposasénpA), GT1XQ JgQH FRGDQWnpBD /S HBRPEHRADMMW IODQTXp GH UpSpWLW
IRR.
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Cellule donatrice Cellule réceptrice

2

Conijugaison

3 att 1 attB 3
intégration site- Excision site Intégration site-
sp&ifique spécifique spécifique

attL ICE attR attL ICE attR

ol [ B - [l

Figure 4 . Représentation schématique du transfert conk JIDWLI GIXQ ,&( WUDQVIp
IRUPH VLPSOH EULQ HW VTLQW pJU D @picifiquek & tropine(@BH] WHUFRWP E L C

Burrus et al, 2002b)

1. (Q SUpVHQFH GH OfH[FL VysRlQ izadbribindigph Qigérifigup ¥ritre Fed ¥éduénces identiques

et de méme orientation des sitgt et attRflanquantO 7,&( &HFL FRQGXLW j OfH[FLVLRQ GH Of,.
PROpFXOH FLUFXOD LattHHS\R U & bl X R H PWWRQR@h&GHiqueV L W

2./H WUDQVIHUW GH OD IRUPH FLUFXODLUH GH OfT,&( VH IDLW SDU FRQMX.
RYDOH HW VYDFFRPSDJQH GH VD UpSOLFDWLRQ SDU FHUFOH URXODQW
3. /TLQWpJUDVH FDWD O\V Hdp&ifgudldntrelds EdqQeDde¥ iRaDtiqiésVdudtiteGH OT,&( HW GX VL\
attB GX FKURPRVRPH FRQGXLVDQW j OTLQW pJUablWwiaR) GH OT,&( HW j OD IRU
Les rectangles bleus clairs et foncés représentent respectivement letReeattL etleurs équivalents dans le site

attl. Les rectangles rouges représentent les séquences identiques impliquées dans la recombispésiigsice
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3.2.1.3UpVHQFH GIpOpPHQWY JpQpWLTXHVY FRQWULEXDQW DX]|

dans le génome dStreptococcus thermophilus

/1D Q D Os\§eHor®ebkl dsouches d&. thermophilusévele de nombreux événements de
transfert horizontal qui ont eu lieentre des différentes espgdes bactéries lactiques lors de-
cultures. Néanmoins, des échanges emtspeces phylogénétiquement pracimais de proximité
écologique éloigrésont été observé®lus de 50 IS ont été trouvées dans le génome des deux
souches CNRzZ1066HW /0* & H U W D lelig@$i possfiethtQuw padrcentage en GC
différent du reste du @@ RPH HW VRQW DVVRFLpHV DX[ JqQH¥n@it,pV j OfL
8Q H[HPSOH GYDFTXLVLWLRQ GH JgQHV SDU WUDQVIHUW KR
SRVVpGDQW WURLV VpTXHQFHIO1 GFface \aH tew lliR @énGntiqueW \SH |
S.thermophilusa acquis les genes t@synthése de la méthionine de. bulgaricus. Cettevoie
GH ELRV\QWKgVH HVW LQGLVSHQVDEOH j VD FURLVVDQFH HQ
guantité(Bolotin et al, 2004; Tamine et Deetl980) DHV VpTXHQFHV &J88NMHUWLR Q
IS911) homologues aux séquences appartenant aux lactocoques ont étéstrauveein du
génome deS.thermophilus (Guédon et al, 1995) Cela suggereOD SUpVHQFB GY{pFK
GILQIRUPDWLRQV JpQpWLTXHV SDU GHV pYgQHPHQWYV GH WL
genres de bactéries lactiques partageant la méme niche écologiue. FRQWUH OfHQVHF
souches testées de. lactis SRV V q G831 a0djsdh de 4 26 copies par souche et seules les
souches d&.thermophilugsolées du fromage (et une seule souche utilisée dans la fabrication du
yaourt) en possédent mais avec un nombre de copies moins important (1 a 6 copieshpar souc
Les auteurs en ont donc conclu que leur présenceXhigermophilugésulte de leur transfert de
Lc. lactis vers S.thermophilus ce qui est corréléavec le fait que chez les souches de
S.thermophilusissues du yaourt, la présence de cette ISagstat ledS981 des deux especes
gardent des fortegentitésentreelles(Guédonet al, 1995)LH W UD QV | H.t) \&ctievirs G H
S.thermophilusa été également observé dans le Gbl Siftréuvée chez les deux especes
(Bourgoinet al, 1996) D 1D XW U HV p OgsPht @tiidenfieSEthermophilusiO VIDJLW GHYV
ICEs spécifiques de cette espetesilots génomiquefCEStL, ICESB ont été identifiésils sont
FDSDEOHV GH V{H[FLVHU HW GH VYEQWMpPpLUKH SDQW ONRPW UG
genefda codant la fructosé,6 diphosphate aldolagBurruset al, 2000; Pavlovicet al, 2004)
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Ces deuxpOpPHQWY VRQW FDSDEOHV GH VH WUDQVIpUHU SDU
S.thermophilus GIDXWUHYV EDFW pU L HcMaddd) iRalg lalissiH/ers \Weld Oz0teries X H
opportunistes telles qus. pygeeset En.faecalis(Bellangeret al, 2009) Par ailleurs, aucun
SODVPLGH FRQMXJDW LI SQfebmgphilys TloGsHe3 \Mdshtiges Adéktifiés chez

cette espéce sont de tailleénéure | NE DORUV TXH OD Wuyatbf@nketioBrfe K Q PR G)
est de 11 kifClewell D.B.et al, 1995) Toutefois, des évenements de transduction de plasmides

de S.thermophilusversLc. lactisont été détécté€e mécanisme de transf@urrait constituer

une alternative a la conjugaison pour tlansfert des plasmideAmmann et al, 2008)
1pDQPRLQVY OHV PpFDQLVPHV GH WUDQVIHUW KRUL]JRQWDO |
généiques reste méconnus ch&zthermophilus La transformation naturelle a été mise en
évidence récemment chez certaines souché& tleermophilusnaisce phénoméne a été détecté

en milieu chimiquement défir{fFontaineet al, 2010; Gardaret al, 2009) 'H FH IDLW O¢YfLPSI
GH FH PpFDQLVPH VXU OfpY fherxophilRsanssd nichededddiq@este

encore méconnu.

3. 3. Perte de génes de virulence et acquistion daouvelles fonctions
SHUPHWWDQW OYDGDSWDWLRQ DX ODLW

3. 3. 1. Evoldion du génome G H O { Kweptpéokicus thermophilugar perte de fonctions

La comparaisordes génomes séquences Slethermophilusa révélé la présencee
nombreux pseudogénemli représentd environ 10% de la totalité desguences codantes. |l
V 1 DddLy¥nes mactivés par différentes mutations telles que des mutations-sens, des
décalages de cadre de lecture, des recodages ou encore des délétions occasionnées lors de
réarrangements génomiquéBolotin et al, 2004) La proportion relativement élevée de
pseudogénes ché& thermophilugcelle desstreptocoques pathogénestestimé a 4,2%, 0,7%
et 1,6%chezS. pneumonigeS pyogeneset S. agalactiag respectivement) suggére que cette

espéece a éwé principalenent par perte de fonctiofBolotin et al, 2004; Hols et al, 2005)
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3. 3. 1. 1. Perte de voies métaboliques

Les génomes des souches LMG18311 et CNRZ1066 présentent des pseudogenes
appartenant a différentes voies métaboliques. IRPRUWLRQ GH SVHXGRJgQHV Qf
dans les différentes fonctions (Tableau 3). Trente pourcents des genes liées au métabolisme
énergétique sont tronqués alors que peu de pseudogénes sont retrouvés dans le métabolisme des
acides aminés et des acid@®) DV HW TXIDXFXQ GHV JgqQHV OLpV DX PpWD
(Tableau 3).

Un tiers des génes dédiés au transport et au métabolisme des ghdcatkes pseudogenes dont

les genes codant les transporteurs de type PTS (carbohyhasphd ransferaseSystem)

(Bolotin et al, 2004) Des analyses réalisées chez 8 souch& tihermophiluset 4 souches de
S.salivariusrévelent que les 4 genpssG fruA, bglP et treP, qui coderaientespectivement des
transportelJ V. GH JO XF RV Hlucdside FeiV de Mttdhalossont des pseudogeneshez
S.thermophilus Seule une souche d&thermophilusprésenteune séquencénctionnelledu

genefruA $ OTLQYHUVH e® penyptSX Hud FeHbglP semble intacte cheles

4 souches dé.salivarius (pour cette espece, le getteP QYD SDV pWpDEpusSKHMUFKp
majorité des souches & thermophilusest incapable de métaboliser le galactose, méme si une
SDUWLH GH FHV VRXFKHYV SR \g3§&EHall®d)hec@sgdiEsa0ahba@ishy JgQH YV
de ceglucide (Van den Bogaaret al, 2004) Cettedéficienceproviendrait S O X W { Viaib& T X Q H
activité du promoteugalKTE (Vaillancout et al, 2004; Vaughanet al, 2001) Deux autres

genes butA et adhE impliqués dans le métabolisme carba@ieFRGD QW OfDFpWRwQH U
OTDOFRRO Ddeghwibgetapesont iHactivés ches.thermophiluset ne semblent pas

O 1 r W U&S k. Inversement, un transporteur siigoe du lactose (le principalucide

du lait) est présent dans le génomesdinermophiluset absent chez les autrgseptocoquesui,

par ailleurs, présentente large capacité a utiliser différentes s@srcarbonées et gsmnt ainsi
FDSDEOHV GH V{DG biéh& étblogiq@sL(BbfotinHeQal 12004 ; Tettelin, 2001)

Cette spécialisation a permasS. thermophilusG H V  D&GssWehdbe écabgiqueconnue

pour cette bactériele lait.
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Tableau 3 : Distribution des pseudogénes dans les déffentes fonctions cellulaires chez
StreptococcushermophilusCNRZ1066 et LMG183L1 (Bolotin et al, 2004)

CNRZ1066 LMG18311

Catégories fonctiomelles CDStronquées CDStronquées

Total 2 o Total 2 0

cps | NP % | cps | NP &
Biosynthese des acides aminés 75 4 53 74 4 5,4
Blosyn'fhese des cofacteurs, groupes 45 8 178 45 6 13.3
prosthétiques et transporteurs
Enveloppe cellulaire 93 18 19,4 93 16 17,2
Processus cellulaires 82 7 8,5 86 7 8,1
Métabolisme central intermédiaire 25 3 12,0 20 1 5,0
Métabolisme énergétique 115 34 29,6 119 39 32,8
Metabolls_me des acides gras et 33 5 6.1 34 5 59
phospholipides
Purlrjes,_ pyrimidines, nuclédes et 72 12 16,7 20 12 171
nucléosides
Fonctions de régulations 101 23 22,8 100 23 23,0
5pSOLFDWLRQ OpWDER 93 15 16,1 93 13 14,0
7UDQVFULSWLRQ OpWI[ 37 0 0,0 37 0 0,0
Traduction, Métabolisme des protéine 146 5 3,4 144 5 3,5
Protéines de transport et de liaisons 253 76 30,0 246 77 31,3
Autres fonctions (phage, tranposase..| 147 90 61,2 138 82 59,4
Potentielles fonctions 413 55 13,3 425 71 16,7
Inconnues 185 166
Total 1,915 352 18,4 1,890 358 18,9

'CDS : Séquerascodantes

2Correspond au nombre de CDSs tronquées et retrouvées dans les génomes séquendés
Streptococcuthermophilis

3 Fonctions inconnues exclues de cette analyse
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3. 3. 1. 2Perte de genes de virulence

De nombreux genes de virulendéirulence Related Genes (VRGs)connus chez les
streptocoques pathogénes sont absents du génorSe ttiermophilu®u ne sont présents que
sous forme dpseudogene@olotin et al,, 2004) Au total, sur 50 VRGde S. pyogeneSF370 et
118 VRGs de S.pneumoniad IGR4, seuls 8 (dont 1 pseudogéne) et 58 (dont 7 pseudogenes) sont
respectivement retrouvés ché& thermophilus(Tableau 4). Globalement, les déterminants
principaux de la virulence (adhésine, protéines promoccales A et& GH V X UdD BeH «
trouvent a la surface des cellules bactériennes de streptocoques pathogénes sont soit absents, soit
inactivés, chezS.thermophius Les déterminants de leésistance aux antibiotiques retrouves
chez les streptocoquespathogenessont également absenitdu génome des souches de
S.thermophilugHols et al, 2005; Subbiaret al, 2004)

Tableau 4 : Identification des VGRs putatifs dans le génome d8treptococcushermophilus
CNRZ 1066 par comparaison avec ceux présents dans les génomes de

StreptococcupyogenedMl et Streptococcus pneumoniaBlGR4 (Bolotin et al, 2004)

VRGS VRGs Pourcentage de
] inactivés' perte des VRGs
VRGs présents chez chez chez
Streptococcus
thermophilus Streptocopcus Streptocopcus
thermophilus thermophilus
Streptococcus pyogenes
-VGRs démontrés| 21 1 0 95,2
-VGRs putatifd 29 7 1 75,9
Total 50 8 1 84,0
Streptococcus pneumoae
-VGRs démontrés
Adhérence 9 8 0 55,6
'pPIHQVHV G 23 20 2 78,3
Métabolisme 35 20 2 42,9
Transport/protéase 29 19 3 34,5
Autres 22 10 1 45,5
Total 118 58 7 54,6

1, QDFWLYDWLRQ GHV JgQHV SDU XQ RX SOXVLHXUV GpFDBtGpbddafa GX FDGU'|
SUpVHQFH[WBYXRHWp T WURQTXpH

2 Démonstration expérimentale

3 Geénes identiés lors du séquencage des génomes



Cependant, pour certairsmiteurs(Bonifait et al, 2010; Mora et al, 2005a)certains
facteurs conservés ché& thermophils peuvent étre assimilés a des facteurs de virulelhce
VIDJLW QRWDPPHQW GH OfXUpDVH mmotéass \PiGet léllaGpsuly UDQV S|
polysaccharidique En effet ID SUpVHQFH G 9D F st rdguémment) [ide VaL 'eXxX H
pathogénicitéde bactéries telles queHelicobacter pylorj Clostridium perfringens Klebsiella
pneumoniag Proteus mirabilis, Staphylococcus saprophyticuslreoplasmaurealyticum ou
Yersinia enterocolitic§Burne et Chen, 2000Mobleyet al, 1995) Par exem, dezH. pylori,
| firéase est un déterminant crucial de la virulerele intervient & la fois dans mécanismele
colonisation, la survie darges conditions acides dans lapathogénicit§Pflock et al, 2006;
Stingl et al, 2002) Parmi ® espéces du genrBtreptococcus,OfRSpURQ FRGDQW XQH
uréasique fonctionnelle est retrouvé chez 5 espéceslactolyticus S.hyontestinalis
S.salivarius S.thermophiluset S.vestibularis ChezS. thermophiluscetopéronprésente de 97 a
1 G 1L G H Q WwedluipSDs#liMdriugMora et al,, 2004) ChezS.salivarius,enplusde son
U{OH G D Q/giootmentdd source azqtée T X Lpprindt i la bactie de resister a des pH
acidescar OD GpJUD G D W L Rl@xy@dte @4rkodeetHenHaghmoniaquengendre une
remont@ du pH extracellulaire qui permet 8. salivariusDLQVL TXYfj] GIYDXWUHV EDF
plague dentaire de survivre en milieu aci@henet al, 1996, 2000) Des genes codant un
systeme de transp¥ GJ{ROLJR SHSW LG H&/po Rlcroiss@rigd. ¥8Sthie@no phitud
en lait ont été décrg chez S. pneumoniaecomme étant impliqué danla colonisation
nasopharyngienngerr et al, 2004) De méme la protéase de paroi PrtS 8ethermophilus qui
a un réle important pour la croissance ldebactérie en lait, présen®%,9% GILGHQWLWp DYH
protéase SspfBonifait et al., 2010) protéaselécrite conme un facteur de virulence ch®zsuis
(Hu et al, 2010) Enfin, les genes impliqués dans la synthese des capsules polysaccharidiques
sont immrtants pour la virulence chez les streptocoques pathogenes, unbe sdec
S.pneumoniaadépourvue de capsulegs/cps QfHVW SOXV YSlthexn@phiugees & KH]
genes ne sont pas considérés comme déterminants pathogenes mais contribuent a la production de
polysaccharides externes qui &&ment une texture recherah@our leyaourt (Broadbentet al,
2003; Tettelin, 2004)
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3. 3. 2. Acquisition denouvelles fonctions che&treptococcus thermophilus

Pluseurs génes gupourraient avoir été acquis pmansfert horizontalont été identifiés
dans le gnome deS. termophilus.ll s §git de génes cadt des fonctions importanteacquis
d ine epece commensale et/ou pathogene. Cergg@gnesinterviennentdans le catabolisme des
protéines et deglucides du lait dans la synthese de bactériocinemns la synthése
Gekopolysaccharidest GDQV OD WR OpU BQurgdingt @Y 99J BrQddibentet al,
2003; Fernande£splaet al, 2000; Hols et al, 2005; Mathotet al, 2003; Rallu et al, 2002;
Siezeret al, 1996; Vaugharet al, 2001)
Un de ces exempeestla protéase PrtS d8. thermophilugjui a été acquiseQufie epéce
commensale et/ou pathogepeche aO T H VS spistDelormeet al, 2010) Le geneprtS fait
partL Hur@dl§it génomique de 1kb localisé entre le pseudogeriaH et legénerpsT (Figure 5.

Figure 5 : Tlot génomique contenant le génertS avec la région chromosomique adjacente

chezStreptococcus thermophilust Streptococcus suifDelorme et al, 2010)

/HV S RXUF Hdenty. BVJpH G HoVT V p T X H Q Fldt\éentrei@eieqéed sbucheHde@h®rmophiluset S. suis
sont respectivement indiqués en premiére ligne et deuxieéme ligne.
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Cet 1la contient quatre gengmtC (tronqué),potD, eriC et prtSet il est entouré par deux
éléments mobiles de type IS, le premier Etare transposase appartenant a la familkeeiSe
deuxieme, un ISB1 appartenant a la famille LS. Ces quatre génes présentent une forte identité
DYHF O1%$'1 Jp QR BuisEMprese&htenta méme synténie chez les dewspeces. Ceci
suggere que ¢tdloW D pWp DFTXLV SDU WUDQVIHUW KRUBISiBQWDO G
(Delorme et al, 2010() &H FDV GRQQH OfH[HPSOH GYfXQ pFKDQJH
phylogénétiquement proches mais de probé écologique éloignée puisque ces bactéries ne
partagent pas la méme niche écologidtre effet, S. suisest un pathogéne retrouvé chez le porc
TXL SHXW rWUH WUDQVPLYV j] OfKRPPH ORlUuNetaH 26(R @& DFW DY
plus, cet flot confereune propriété métatlique (activité protéolytique)importante pour
OfDGDSWDWLRB.Me@bbhilu§ds \OBIEWM (Q HIIHW OYHVSqFH pWDLW
comme étant peu pM pR O\W L T Xedce 4§ cBtteé prbtetaseHUPHW GIREWHQLU GH
ayant un ingrét technologique, puisque capacité a croitre en lgpropriétés recherchées en
industrie)est liée a la propriété protéolytiq@aliaet al, 2009; Shahbakt al, 1991) Bien gLe
cet ilot ne possede aucun élément de transferthermophilus @@frait accueilligrace a sa

capacité a développer une compétence naty2dormeet al, 2010)

4. Exigences nutritionnelles destreptococcus thermophilus

Les bactéries lactigues so@ HV EDFWpULHV W Pgant del yuel hudit@ivied.V G 11X Q
Elles requierent pour leur aesanceune source carboeel HUPHQWHVFLEOH XQH VRX
DPLQpYVY HVVHQWLHOV TXfHOWHWHQH SBXYXWH QWG $BPYHVVRWK FH
sources phosphatées et soufrées, mais aussi des facteurs de croissance comme les vitamines, des
bases puriques et pyrimidiques @¢s acidesgras. S.thermophilusest généalement moins

H[LJHD QW HautieX Hhactésifls lactiques telles qud.c.lactis ou Lactobacilus
(Cocaign: Bousquett al, 1995; Ledesmaet al, 1977; Morishitaet al, 1974, 1981)

Le lait comprendla majorité des facteurs de croissance nécessaires aux BL mais parfois
guantités limitantes pour leur croissaribesmazeaud, 1990)insi, le lat de vache est constitué

GH GTHDX G H delactosel @ T H @B ¢.U'RI®matiéres grassesde34g.L™* en

moyenne de protéines, de minéraux etvid@mines(Alais, 1965) Le lactoseest la source de
FDUERQH HW GTpQHUJLH SULQFLSD 0ed ptatdinésHeprdsentadtd®5S R X U O

38



des matieres azotéewtales qui se décompose en%0de protéines lactosériquesk(
lactogolubuline, Dlactalbumine, LPPXQRJOREXOLQHV « HW RGBYL, EDVPLQH
et Y,les5 UHVWDQW pWDQW FRQVWielWaupdés Gded Riihés IPRQAISUR W p L
SHWLWYV SHSWLGlases guHjuesleX pypiHidigsdt 8k la créatinindDesmazeaud,

1990) Les caséinesont complexées avec le phosphate de calcium pour former des micelles
VWDEOHVY GDQV OH ODLWIi jorDffgiewBiM dégladééd Gaes Rixinds
protéolytiguegAimutis, 2004) Parmi les diférents sources azotées du, leis bactéries lactiques

peuvent utiliser les acides aminés libres, les peptides et les caspiressdégradation par leur(s)
protéaseg) extracellularesHW OROUPHOIBY VRXFKHY SRVVpGDQW OfDFWLY

4. 1. Exigence en vitamines

S. thermophilusnontre une exigence absolue en acide pantothémidfaen{ne Bs) et en
riboflavine (vitamineB,) et a un moindre degré en thiamiwitamineB;), en acide nicotinique
(vitamine B3) et en biotine \{itamine Bg). La pyridoxine (ou ses dérivésjitamine Bg) stimule
fortement leur croissancesmazeaud, 1983 es vitamines nécessaires a la ssance de

S.themophilusie semblent pas étre en quantité limitante dans le lait.

4. 2 Exigenceen source azotée

Les BL sont des bactéries auxotrophes pour plusieurs acides aghitdss besoins
varientsuivant les souches et les espeddtes peuvenutiliser les acides aminés libres, ou les
peptides présents dans le lait. Cependant les concentrations de ces dernierslaiagsrie
nettement infégures a celles requises paiteindre une bonne densité cellulgibEsmazeaud,

1990; Juillard et al., 1996 Letort et Juillard, 2001 Des éudes ont montré que les acides aminés
libres et les peptides présents dans le lait ne respectivementesponsablegue de 2% et®
de la croissance déactococcqueguillardet al, 1995)

S. themophilusest capable de synthétiser plusieurs acides aminés et est donc de ce fait
moins exigeante en acides aminés que les autres bactéries lactiques. Les exigences varient en
fonction des soucheg®esmazeaud, 1983Garaultet al, 2000; Letort et Juillard, 2001)De

nombreuses souches 8eherma@hilussont capables de croitre avec un mélangg aé acides
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aminés (cystéine, méthionine, glutamine leucine, isoleucine evalinel comme seule soce

G 1D F LG H {Lei® &t Quilerd, 2001)

Une croissance optimale de cette bacténe milieu lait exige donc, soit une capacdé
biosynthésede novo Gaglides aminésoit une cap& LWp GITK\GURO\VHIlaGdV FDVpL
peptides Ces peptides générés sont internaligé® § LeQr\iieoldl tellle et ensuite dégradés

acides aminé@~ernandezZsplaet al, 2000; Hols et al, 2005; Savijokiet al., 2006)

4. 2. 1. Systeme protéolytiquede Streptococcusthermophilus

S. thermophilugpossede un systeme protéolytique similaire a celui retrouvé chez les
autres bactéries lactiques,O HVW FRPSRVp L GTXeaodelé&UPRS¢agpAleH GH S|
GHABURO\WHU OHV FDVpLQHV GX ODLW LL G@ditley ammsgRldV GH WL
peptidases intracellulaires indispensables a la dégradation des peptides internais@e