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1. Les bactéries lactiques 

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

 Le terme de bactéries lactiques (BL) désigne les bactéries capables de produire par 

fermentation de l’acide lactique à partir de glucides fermentescibles. Certaines d’entre-elles sont 

très utilisées en industrie agroalimentaire et interviennent dans de nombreuses fermentations 

alimentaires telles que les fabrications de fromage, yaourt, salamis, saucisses, jambons secs, 

choucroute, bières et pain (Adams, 1999). 

Outre la modification de la saveur et de la texture de l’aliment grâce à la production d’acide 

lactique et de divers composés aromatiques tels que l’acétoïne, l’acétaldéhyde ou le diacétyle, les 

bactéries lactiques inhibent également le développement de la flore microbienne indésirable grâce 

à l’acidification du milieu et à la production de molécules bactéricides telles que les 

bactériocines. 

1. 2. Les bactéries lactiques : un ensemble hétérogène 

 Les bactéries lactiques forment un groupe hétérogène. Il s’agit d’un ensemble de bactéries à 

Gram positif, généralement immobiles, asporulées, anaérobies mais aérotolérantes et qui se 

présentent sous forme de coques ou de bacilles. Généralement ces bactéries ne possèdent ni 

nitrate réductase, ni catalase (Desmazeaud, 1983 ; Vandamme et al., 1996). Cependant, 

Lactobacillus sakei et Lactobacillus plantarum possèdent une activité catalase hème-dépendante, 

qui peut être active dans les produits carnés (Hertel et al., 1998 ; Mares et al., 1994). En général, 

les BL ont des exigences nutritionnelles en vitamines, acides aminés, glucides et acides gras 

(Holzapfel et al., 2001). 

Selon les produits finaux de fermentations, les bactéries lactiques peuvent être classées en trois 

groupes : les bactéries lactiques homofermentaires (l’acide lactique représentant plus de 90% des 

produits de fermentation), les bactéries lactiques hétérofermentaires facultatives (production 

d’acide lactique ou d’acide lactique et d’acide acétique) et les bactéries lactiques 

hétérofermentaires strictes (production d’acide lactique, d’acide acétique ou d’éthanol et de CO2) 
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(Vandamme et al., 1996). 

1. 3. Classification phylogénétique des bactéries lactiques 

La classification des bactéries lactiques proposée par (Stiles et Holzapfel, 1997) comporte 4 

groupes phylogénétiques :  

I. Le premier est composé des genres : Enterococcus, Melissococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus, Carnobacterium, Lactosphaera et Aerococcus, genres isolés de différents 

habitats. Ainsi, Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium, bactéries intestinales, dont 

certaines souches sont des pathogènes opportunistes de l’homme, ont été isolées d’eaux 

contaminées par des fécès et Enterococcus seriolicida a été isolée de cas d’infections de 

poisssons (Aguirre et Collins, 1993 ; Kusuda et al., 1991). 

II.  Le deuxième groupe est constitué des genres Streptococcus et Lactococcus qui sont 

phylogénétiquement proches (Schleifer et al., 1985). Lactococcus lactis est une bactérie très 

utilisée en fermentation fromagère. S. thermophilus est la seule espèce du genre 

Streptococcus à être utilisée comme ferment dans l’industrie laitière et à ne pas être 

pathogène. Elle est notamment utilisée pour la production de yaourts ou de fromage, en co-

culuture avec d’autres BL.  

III. Le troisième groupe est formé des genres Oenococcus, Leuconostoc et Weissella (Collins et 

al., 1993). Il comporte des bactéries importantes dans l’industrie agroalimentaire pour la 

fabrication du vin et de la choucroute. 

IV. Le quatrième groupe phylogénétique est constitué des genres Lactobacillus et Pediococcus.  

Si les trois genres Bifidobacterium, Brevibacterium et Propionibacterium sont aussi ajoutés au 

groupe des bactéries lactiques, de par la similarité de leurs propriétés physiologiques et 

biochimiques et de leur utilisation en industrie laitière, ces microorganismes sont 

phylogénétiquement éloignés des autres bactéries lactiques (Figure 1). Ce sont des bactéries à 

Gram positif dont le pourcentage en GC est supérieur à 50% (phylum des Actinobacteria), alors 

que les bactéries lactiques typiques ont une teneur en GC inférieure à 50% (phylum des 

Firmicutes) (Holzapfel et al., 2001 ; Vandamme et al., 1996). 
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Figure 1 : Distances phylogénétiques entre les principaux genres constituant les bactéries 

lactiques basées sur les séquences des ARNr 16S (Stiles et Holzapfel, 1997) 

La barre indique une divergence de séquence de 10%. Les bactéries à bas GC (situées en haut de la figure) sont 

phylogénétiquement éloignées des bactéries à haut GC (situées en bas de la figure). 



 22 

2. Streptococcus thermophilus : une espèce représentative de la 

diversité des bactéries lactiques 

2. 1. Positionnement de Streptococcus thermophilus au sein des streptocoques 

 Le genre Streptococcus appartient au phylum des Firmicutes et regroupe des bactéries à 

Gram
 
positif, dépourvues d’activité catalase, homofermentaires et à bas pourcentage en bases GC 

(Farrow et Collins, 1984). Les streptocoques sont divisés en 7 groupes : le groupe Mitis, 

Anginosus, Salivarius, Bovis, Mutans, Pyogène et un groupe renfermant des espèces non classées 

(S. acidiminimus, S. suis et S. pleomorphus). Le sixième groupe forme la division des 

streptocoques pyogènes tandis que 5 premiers groupes composent la division des streptocoques 

viridans. A l’exception de l’espèce S. thermophilus, la division viridans est constituée d’espèces 

bactériennes commensales voire pathogènes de la cavité orale, du tractus gastro-intestinal et des 

tractus génitaux des mammifères de l’homme, du singe, du rat, du porc … Au sein de cette 

division, S. thermophilus est retrouvé dans le groupe salivarius qui comprend trois espèces : 

S. salivarius, S. vestibularis et S. thermophilus (Tableau 1) (Kawamura et al., 1995). 

S. thermophilus est la seule de ces 3 espèces à être utilisée massivement en industrie agro-

alimentaire et à être considérée comme GRAS (Generally Recognized As Safe). Les deux autres, 

S. salivarius et S. vestibularis, sont des bactéries commensales du tube digestif et/ou des 

pathogènes opportunistes. En effet, elles ont été récemment impliquées dans des cas d’infection : 

endocardite, méningite chez l’homme (Doyuk et al., 2002 ; Idigoras et al., 2001 ; Partridge, 

2000). La comparaison des gènes codant les ARNr 16S et l’étude du polymorphisme du gène 

sodA (codant la superoxyde dismutase manganèse dépendante) chez ces trois espèces montrent 

qu’elles sont étroitement apparentées (Kawamura et al., 1995 ; Poyart et al., 1998). Outre la 

confirmation du lien de parenté entre S. thermophilus et des streptocoques pathogènes, la 

comparaison du génome de S. thermophilus LMG18311 avec ceux de quatre streptocoques 

pathogènes, S. pneumoniae, S. suis, S. pyogenes et S. agalactiae, a montré que plus de 54% des 

gènes de S. thermophilus sont orthologues de gènes d’autres streptocoques (Figure 2) (Hols et al., 

2005). 



 23 

Tableau 1 : Classement de 34 espèces de streptocoques établi sur la base des séquences des 

gènes codant les ARN 16S (Kawamura et al., 1995) 

 

Division des Streptocoques 

viridans 

Groupe Mitis  

Streptococcus mitis 

Streptococcus gordonii 

Streptococcus pneumoniae 

Streptococcus oralis 

Streptococcus sanguis 

Streptococcus parasanguis 

Groupe Anginosus 

Streptococcus anginosus 

Streptococcus constallatus 

Streptococcus intemedius 

Groupe Salivarius  

Streptococcus salivarius  

Streptococcus thermophilus  

Streptococcus vestibularis 

Groupe Bovis  

Streptococcus bovis 

Streptococcus equinus 

Streptococcus alactolyticus 

Groupe Mutant 

Streptococcus rnutans 

Streptococcus rattus 

Streptococcus cricetus 

Streptococcus downeii 

Streptococcus sobrinus 

Streptococcus acacae 

Division des Streptocoques 

pyogènes 

Groupe Pyogène 

Streptococcus pyogenes 

Streptococcus agalactiae 

Streptococcus canis 

Streptococcus dysgalactiae 

Streptococcus equi 

Streptococcus iniae 

Streptococcus porcinus 

Streptococcus uberis 

Streptococcus parauberis 

Streptococcus hyointestinalis  

 Espèces non classé 

Streptococcus acidominimus 

Streptococcus suis 

Streptococcus pleomophus 
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Figure 2 : Résultat de la comparaison des génomes de Streptococcus thermophilus et 

d’autres espèces de streptocoques pathogènes (Lefébure et Stanhope, 2007)  

A. Répartition des gènes pour les trois génomes de Streptococcus thermophilus LMG1811, Streptococcus agalactiae 

et Streptococcus pyogenes  

B. Répartition des gènes pour les trois génomes de Streptococcus thermophilus LMG1811, 

Streptococcus pneumoniae R6 et Streptococcus suis 

 

S. thermophilus LMG18311 
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2. 2. Positionnement de Streptococcus thermophilus au sein des bactéries 

lactiques 

 S. thermophilus est utilisée en industrie laitière en tant que ferment dans la fabrication de 

produits laitiers tels que le yaourt et les fromages à pâte cuite (Emmental, Gruyère), à pâte 

pressée (Cheddar) ou à pâte filée (Mozzarella). Après Lc. lactis c’est la BL la plus utilisée dans 

ce domaine (Monnet, 2006). 

 Le rôle de S. thermophilus dans la fermentation du lait consiste en la conversion rapide du 

lactose en acide lactique, entraînant une diminution rapide du pH. Cette acidification engendre la 

précipitation des caséines provoquant la coagulation du lait. Elle est utilisée seule ou en 

association avec d’autres espèces bactérie lactiques, mais pour les yaourts, elle est toujours 

employée en co-culture avec Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Lb. bulgaricus) (Pette et 

Lolkema, 1950). 

S. thermophilus est une bactérie homofermentaire, anaérobie aérotolérante, dont la température 

optimale de croissance se situe entre 37°C et 42°C, elle est exigeante d’un point de vue 

nutritionnel (Accolas et al., 1980). Elle appartient au groupe des bactéries à Gram
 
positif à bas 

pourcentage en base GC (39%) (Farrow et Collins, 1984 ; Roissart et Luquet, 1994). 

3. Analyse du génome : une clé pour comprendre l’adaptation de 

Streptococcus thermophilus à la niche écologique lait  

3. 1. Caractéristiques du génome de Streptococcus thermophilus 

 A l’heure actuelle, les séquences de cinq génomes de S. thermophilus sont disponibles 

dans les banques des donnés EMBL/GenBank. Il s’agit du génome des souches CNRZ1066, 

LMG18311 et LMD-9 isolées de yaourt et du génomes des souches ND03 et JIM8232, isolées de 

lait (Bolotin et al., 2004 ; Delorme et al., 2011 ; Makarova et al., 2006 ; Sun et al., 2011). Pour 

chacune de ces souches le chromosome est circulaire, d’une taille comprise entre 1,8 et 1,9 Mpb, 
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et est caractérisé par un faible pourcentage en base GC (39%) (Tableau 2). Seule la souche LMD-

9 héberge deux plasmides à faible nombre de copies.  

 La comparaison des génomes des trois souches CNRZ1066, LMG18311 et LMD-9 a révélé que 

85% de leurs génomes sont bien conservés chez les trois souches (Lefébure et Stanhope, 2007). 

Les principales différences concernent les gènes impliqués dans la biosynthèse des 

exopolysaccharides, la synthèse de bactériocines, les résistances aux phages et les traces de 

prophages (Bolotin et al., 2004 ; Deveau et al., 2008 ; Horvath et al., 2008). Néanmoins, les 

génomes des souches CNRZ1066 et LMG18311 semblent être très similaires puisque plus de 

90% de leurs CDS sont communes. De plus, 80% de leurs gènes sont des orthologues de gènes 

d’autres streptococques (Bolotin et al., 2004 ; Hols et al., 2005). 

L’analyse par hybridation de 47 génomes de S. thermophilus a révélé que le « core genome » de 

l’espèce S. thermophilus est constitué de 1271 gènes, soit 58% de leurs génomes (Rasmussen et 

al., 2008). Une analyse in silico basée sur des biais compositionnels ont proposé qu’un ensemble 

de 197 gènes ont été acquis par transfert horizontal dans les trois génomes de S. thermophilus 

CNRZ1066, LMG18311 et LMD-9 (Liu et al., 2009b). 

 En 2010, Delorme et ses collaborateurs ont estimé par « Multi Locus Sequence Typing » 

(MLST) la diversité génétique de 27 souches de S. thermophilus, 26 issues de différentes sources 

laitières et une isolée du sang humain (patient atteint d’une bactérémie). Cette analyse a révélé 

que la divergence de séquence nucléotidique est de 0,19% en moyenne (Delorme et al., 2010), 

alors que la divergence au sein des espèces S. salivarius, S. vestibularis (aussi estimée par 

MLST) est de 6,6% et 3,6% respectivement. Ainsi, ces résultats suggèrent que l’espèce 

S. thermophilus serait une espèce clonale émergée récemment (Delorme et al., 2007). 

 

Tableau 2 : Caractéristiques des cinq génomes entièrement séquencés de Streptococcus 

thermophilus  

CDS : pour Coding Sequence ; CG% : pourcentage en cytosine et guanine. 

Souche Origine 
Taille de génome 

(pb) 
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 (Makarova et al., 2006) 

ND03 Lait 1831957 1919 39,1 (Sun et al., 2011) 

JIM8232 Lait 1929905 2145 38,9 (Delorme et al., 2011) 
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3. 2. Transfert génétique horizontal 

 Le transfert horizontal d’information génétique joue un rôle majeur dans l’évolution des 

génomes bactériens. Chez S. thermophilus, l’acquisition de nouvelles fonctions par transfert 

horizontal a permis l’adaptation de cette bactérie à sa seule niche écologique connue, le lait 

(Bolotin et al., 2004). Une analyse in silico suggère également que les séquences acquises par 

transfert horizontal inter-espèces représenteraient environ 14% de la séquence des génomes 

séquencés de S. thermophilus (Hols et al., 2005). Il s’agit souvent d’un échange d’information 

entre des espèces bactériennes proches phylogénétiquement. Néanmoins, des événements de 

transfert horizontal entre S. thermophilus et des espèces relativement éloignées 

phylogénétiquement, mais de proximité écologique étroite ont été observés (Delcour et al., 2000 ; 

Guédon et al., 1995). Le transfert génétique horizontal peut être résumé en deux étapes : 

 Transfert d’une molécule d’ADN d’une cellule à une autre 

Différents mécanismes peuvent être impliqués dans le transfert de l’ADN. La transformation 

correspond au processus d’incorporation d’un ADN extracellulaire à l’état libre à l’intérieur 

d’une cellule bactérienne compétente (Lorenz et Wackernagel, 1994) ; la transduction est décrite 

comme le transfert d’ADN entre les bactéries via l’intermédiaire des phages (Johnson et Chiu, 

2007) ; la conjugaison permet le passage unidirectionnel de l’ADN d’une cellule donatrice vers 

une cellule réceptrice au travers d’un pont reliant les deux cellules (Thomas et Nielsen, 2005). 

Enfin, les nanotubes, permettent l’échange de constituants cytoplasmiques (des ARN, des 

protéines, des fragments d’ADN et des plasmides) entre deux cellules adjacentes par 

l’intermédiaire de structures tubulaires, présentes de façon non spécifique à la surface des 

cellules, et permettant de les associer physiquement (Dubey et Ben-Yehuda, 2011). 

 Maintien de l’ADN acquis dans la descendance de la cellule réceptrice 

La grande majorité de l’ADN acquis par transfert horizontal ne se maintient pas dans la 

population et est par conséquent perdue au fil des générations. En effet, l’ADN acquis doit être 

transmis à la descendance de la cellule réceptrice. Afin d’être transmis aux générations suivantes, 

l’ADN acquis doit être répliqué par la cellule réceptrice. Certains éléments tels que les plasmides 

sont capables de se répliquer de manière autonome car ils codent leur propre réplication. 

Cependant, la plupart des séquences acquises exige leur l’intégration dans le chromosome de la 
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cellule hôte, permettant donc leur réplication en même temps que le chromosome.  

Le transfert horizontal d’information génétique implique des éléments génétiques mobiles, 

comme les plasmides, les prophages, les éléments transposables et les éléments intégratifs et 

conjugatifs ICEs (pour Integratives and Conjugatives Elements). Ils se caractérisent par leur 

capacité spécifique à se disséminer et/ou à se maintenir dans les cellules réceptrice. 

Les éléments transposables sont des entités génétiques qui assurent leur propre maintien par 

mouvement vers un ou plusieurs sites d’intégration (Bennett, 2004). Les principaux éléments 

transposables bactériens sont les séquences d’insertion et les transposons. Les séquences 

d’insertion (IS) sont des éléments mobiles capables de se transposer de façon autonome. 

Généralement, elles ne codent que des fonctions impliquées dans leur propre mobilité. Elles 

codent une transposase (Tnp) qui reconnaît les séquences inversées répétées (IR) terminales des 

IS et catalyse leur insertion avec une faible spécificité (Figure 3A) (Mahillon et Chandler, 1998 ; 

Mahillon et al., 1999 ; Polard et Chandler, 1995). Les différentes IS ont été classées, selon la 

nature et la structure des IRs, la nature et la structure de la transposase, en 17 familles : IS1, IS3, 

IS4, IS5, IS6, IS21, IS30, IS66, IS91, IS110, IS200/605, IS256, IS630, IS982, IS1380, ISAs1, 

ISL3 (Mahillon et Chandler, 1998). Les transposons, en plus de fonction nécessaire à leur 

transposition, peuvent coder des fonctions capables de conférer un avantage sélectif à l’hôte. Bien 

que de nombreux types de ces éléments aient été identifiés, ceux-ci ont été traditionnellement 

répartis en deux grandes classes (Bennett, 2004) : les transposons composites qui sont constitués 

d’un ou plusieurs gènes encadrés par deux IS apparentées, les transposases codées par ces IS 

pourraient permettre la transposition de l’ensemble de cette structure (Roberts et al., 2008) 

(Figure 3B) ; les transposons unitaires (ou non composites) qui se caractérisent par la présence 

d’une transposase (TnpA) et une recombinase (TnpR) (Figure 3C) (Kung et al., 2010).  

Les ICEs correspondent à des éléments capables de se transférer par conjugaison. Ils portent des 

gènes de recombinaison, qui leur permettent de s’intégrer dans un réplicon pour assurer leur 

stabilité. L’excision de la plupart des ICEs implique une recombinase site-spécifique à tyrosine 

qui catalyse la recombinaison entre les séquences d’attachement attL et attR bordant l’élément, et 

respectivement situées à gauche et à droite (Burrus et al., 2002a, 2002b). Celle-ci génère une 

forme extrachromosomique circulaire de l’ICE portant un site d’attachement attI et un site 

d’attachement bactérien chromosomique attB libre (Figure 4). L’intégration se fait par 

recombinaison site-spécifique entre attI et attB. Bien que ces éléments s’excisent tous sous forme 
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circulaire et se répliquent de façon intercellulaire lors de la conjugaison, cette réplication ne 

semble pas être impliquée dans le maintien de l’élément dans la descendance de la cellule.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Représentation schématique de la structure des éléments transposables 

bactériens (Kung et al., 2010). 

 A. Organisation d’une séquence d’insertion (IS) composée de répétitions inversées gauche (IRL), et droite (IRR), 

d’un gène codant une transposase (tnp). Le promoteur de la transposase peut être partiellement compris dans IRL.  

B. Organisation d’un transposon composite, composé de plusieurs ORFs (orf1, orf2) flanquées par deux IS très 

similaires  

C. Organisation d’un transposon unitaire, composé de plusieurs ORFs (orf1, orf2, orf3, orf4), d’un gène codant une 

transposase (tnpA), d’un gène codant la recombinase (tnpR). L’élément est flanqué de répétitions inversées IRL et 

IRR.
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Figure 4 : Représentation schématique du transfert conjugatif d’un ICE transféré sous 

forme simple brin et s’intégrant grâce à une recombinase site-spécifique à tyrosine (d’après 

Burrus et al., 2002b) 

1. En présence de l’excisionase, l’intégrase catalyse la recombinaison site-spécifique entre les séquences identiques 

et de même orientation des sites attL et attR flanquant l’ICE. Ceci conduit à l’excision de l’ICE sous la forme d’une 

molécule circulaire porteuse d’un site attI et à la formation d’un site attB chromosomique. 

2. Le transfert de la forme circulaire de l’ICE se fait par conjugaison au travers d’un pore codé par l’élément (double 

ovale), et s’accompagne de sa réplication par cercle roulant. 

3. L’intégrase catalyse la recombinaison site-spécifique entre les séquences identiques du site attI de l’ICE et du site 

attB du chromosome conduisant à l’intégration de l’ICE et à la formation de sites attL et attR. 

Les rectangles bleus clairs et foncés représentent respectivement les sites attR et attL et leurs équivalents dans le site 
attI. Les rectangles rouges représentent les séquences identiques impliquées dans la recombinaison site-spécifique. 
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3. 2. 1. Présence d’éléments génétiques contribuant aux évènements de transfert horizontal 

dans le génome de Streptococcus thermophilus 

L’analyse des génomes de souches de S. thermophilus révèle de nombreux événements de 

transfert horizontal qui ont eu lieu entre des différentes espèces des bactéries lactiques lors de co-

cultures. Néanmoins, des échanges entre espèces phylogénétiquement proches mais de proximité 

écologique éloignées ont été observés. Plus de 50 IS ont été trouvées dans le génome des deux 

souches CNRZ1066 et LMG18311. Certaines d’entre-elles possèdent un pourcentage en GC 

différent du reste du génome et sont associées aux gènes liés à l’adaptation à la croissance en lait. 

Un exemple d’acquisition de gènes par transfert horizontal, est un îlot génomique de 17 kb, 

possédant trois séquences d’insertion de type IS1191. Grâce à cet îlot génomique, 

S. thermophilus a acquis les gènes de biosynthèse de la méthionine de Lb. bulgaricus. Cette voie 

de biosynthèse est indispensable à sa croissance en lait car la méthionine s’y trouve en très faible 

quantité (Bolotin et al., 2004 ; Tamine et Deeth, 1980). Des séquences d’insertion (ISS1, IS981 et 

IS911) homologues aux séquences appartenant aux lactocoques ont été trouvées au sein du 

génome de S. thermophilus (Guédon et al., 1995). Cela suggère la présence d’échanges 

d’informations génétiques par des évènements de transfert horizontal d’IS entre des différents 

genres de bactéries lactiques partageant la même niche écologique. Par contre, l’ensemble des 

souches testées de Lc. lactis possède l’IS981 à raison de 4 à 26 copies par souche et seules les 

souches de S. thermophilus isolées du fromage (et une seule souche utilisée dans la fabrication du 

yaourt) en possèdent mais avec un nombre de copies moins important (1 à 6 copies par souche). 

Les auteurs en ont donc conclu que leur présence chez S. thermophilus résulte de leur transfert de 

Lc. lactis vers S. thermophilus, ce qui est corrélé avec le fait que chez les souches de 

S. thermophilus issues du yaourt, la présence de cette IS est rare et les IS981 des deux espèces 

gardent des fortes identités entre-elles (Guédon et al., 1995). Le transfert d’IS de Lc. lactis vers 

S. thermophilus a été également observé dans le cas de l’ISS1, trouvée chez les deux espèces 

(Bourgoin et al., 1996). D’autres éléments mobiles ont été identifiés S. thermophilus, il s’agit des 

ICEs spécifiques de cette espèce. Les îlots génomiques ICESt1, ICESt3 ont été identifiés, ils sont 

capables de s’exciser et de s’intégrer par recombinaison site-spécifique dans l’extrémité 3’ du 

gène fda codant la fructose-1,6 diphosphate aldolase (Burrus et al., 2000 ; Pavlovic et al., 2004). 
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Ces deux éléments sont capables de se transférer par conjugaison vers d’autres souches de 

S. thermophilus, d’autres bactéries lactiques telle que Lc. lactis, mais aussi vers des bactéries 

opportunistes telles que S. pyogenes et En. faecalis (Bellanger et al., 2009). Par ailleurs, aucun 

plasmide conjugatif n’a été identifié chez S. thermophilus. Tous les plasmides identifiés chez 

cette espèce sont de taille inférieure à 8 kb, alors que la taille d’un module conjugatif fonctionnel 

est de 11 kb (Clewell D.B. et al., 1995). Toutefois, des évènements de transduction de plasmides 

de S. thermophilus vers Lc. lactis ont été détéctés. Ce mécanisme de transfert pourrait constituer 

une alternative à la conjugaison pour le transfert des plasmides (Ammann et al., 2008). 

Néanmoins, les mécanismes de transfert horizontal impliqués dans ces échanges d’information 

génétiques reste méconnus chez S. thermophilus. La transformation naturelle a été mise en 

évidence récemment chez certaines souches de S. thermophilus mais ce phénomène a été détecté 

en milieu chimiquement défini (Fontaine et al., 2010 ; Gardan et al., 2009). De ce fait, l’impact 

de ce mécanisme sur l’évolution du génome de S. thermophilus dans sa niche écologique reste 

encore méconnu. 

3. 3. Perte de gènes de virulence et acquistion de nouvelles fonctions 

permettant l’adaptation au lait 

3. 3. 1. Evolution du génome de l’espèce Streptococcus thermophilus par perte de fonctions 

La comparaison des génomes séquencés de S. thermophilus a révélé la présence de 

nombreux pseudogènes qui représentent environ 10% de la totalité des séquences codantes. Il 

s’agit de gènes inactivés par différentes mutations telles que des mutations non-sens, des 

décalages de cadre de lecture, des recodages ou encore des délétions occasionnées lors de 

réarrangements génomiques (Bolotin et al., 2004). La proportion relativement élevée de 

pseudogènes chez S. thermophilus (celle des streptocoques pathogènes est estimée à 4,2%, 0,7% 

et 1,6% chez S. pneumoniae, S. pyogenes et S. agalactiae, respectivement) suggère que cette 

espèce a évolué principalement par perte de fonctions (Bolotin 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 pseudogènes 

appartenant à différentes voies métaboliques. La proportion de pseudogènes n’est pas la même 

dans les différentes fonctions (Tableau 3). Trente pourcents des gènes liées au métabolisme 

énergétique sont tronqués alors que peu de pseudogènes sont retrouvés dans le métabolisme des 

acides aminés et des acides gras et qu’aucun des gènes liés au métabolisme des ARN ne le sont 

(Tableau 3).  

Un tiers des gènes dédiés au transport et au métabolisme des glucides est des pseudogènes dont 

les gènes codant les transporteurs de type PTS (carbohydrate PhosphoTransferase System) 

(Bolotin et al., 2004). Des analyses réalisées chez 8 souches de S. thermophilus et 4 souches de 

S. salivarius révèlent que les 4 gènes ptsG, fruA, bglP et treP, qui coderaient respectivement des 

transporteurs de glucose, fructose, β-glucoside et de tréhalose, sont des pseudogènes chez 

S. thermophilus. Seule une souche de S. thermophilus présente une séquence fonctionnelle du 

gène fruA. A l’inverse, la séquence des gènes ptsG, fruA et bglP semble intacte chez les 

4 souches de S. salivarius (pour cette espèce, le gène treP n’a pas été recherché). De plus, la 

majorité des souches de S. thermophilus est incapable de métaboliser le galactose, même si une 

partie de ces souches possède l’ensemble des gènes (galKTE-galM) nécessaires au métabolisme 

de ce glucide (Van den Bogaard et al., 2004). Cette déficience proviendrait plutôt d’une faible 

activité du promoteur galKTE (Vaillancourt et al., 2004 ; Vaughan et al., 2001). Deux autres 

gènes, butA et adhE, impliqués dans le métabolisme carboné et codant l’acétoïne réductase et 

l’alcool acétaldéhyde déshydrogénase, sont inactivés chez S. thermophilus et ne semblent pas 

l’être chez S. salivarius. Inversement, un transporteur spécifique du lactose (le principal glucide 

du lait) est présent dans le génome de S. thermophilus et absent chez les autres streptocoques qui, 

par ailleurs, présentent une large capacité à utiliser différentes sources carbonées et qui sont ainsi 

capables de s’adapter à différentes niches écologiques (Bolotin et al., 2004 ; Tettelin, 2001). 

Cette spécialisation a permis à S. thermophilus de s’adapter à la seule niche écologique connue 

pour cette bactérie : le lait. 
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Tableau 3 : Distribution des pseudogènes dans les différentes fonctions cellulaires chez 

Streptococcus thermophilus CNRZ1066 et LMG18311 (Bolotin et al., 2004) 

1 CDS : Séquences codantes  
2 Correspond au nombre de CDSs tronquées et retrouvées dans les génomes séquencés de 

Streptococcus thermophilus 
3 Fonctions inconnues exclues de cette analyse 

Catégories fonctionnelles 

CNRZ1066 LMG18311 

 CDS tronquées
1
  CDS tronquées

1
 

Total 

CDS 
Nb

2
 % 

Total 

CDS 
Nb

2
 % 

Biosynthèse des acides aminés 75 4 5,3 74 4 5,4 

Biosynthèse des cofacteurs, groupes 

prosthétiques et transporteurs 
45 8 17,8 45 6 13,3 

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 

Métabolisme des acides gras et 

phospholipides 
33 2 6,1 34 2 5,9 

Purines, pyrimidines, nucléotides et 
nucléosides 

72 12 16,7 70 12 17,1 

Fonctions de régulations 101 23 22,8 100 23 23,0 

Réplication, Métabolisme d’ADN  93 15 16,1 93 13 14,0 

Transcription, Métabolisme d’ARN 37 0 0,0 37 0 0,0 

Traduction, Métabolisme des protéines  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
3
 185   166   

Total 1,915 352 18,4 1,890 358 18,9 
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3. 3. 1. 2. Perte de gènes de virulence  

De nombreux gènes de virulence, Virulence Related Genes (VRGs), connus chez les 

streptocoques pathogènes sont absents du génome de S. thermophilus ou ne sont présents que 

sous forme de pseudogènes (Bolotin et al., 2004). Au total, sur 50 VRGs de S. pyogenes SF370 et 

118 VRGs de S. pneumoniae TIGR4, seuls 8 (dont 1 pseudogène) et 58 (dont 7 pseudogènes) sont 

respectivement retrouvés chez S. thermophilus (Tableau 4). Globalement, les déterminants 

principaux de la virulence (adhésine, protéines pneumococcales A et C de surface…) qui se 

trouvent à la surface des cellules bactériennes de streptocoques pathogènes sont soit absents, soit 

inactivés, chez S. thermophilus. Les déterminants de la résistance aux antibiotiques retrouvés 

chez les streptocoques pathogènes sont également absents du génome des souches de 

S. thermophilus (Hols et al., 2005 ; Subbian et al., 2004).  

 

Tableau 4 : Identification des VGRs putatifs dans le génome de Streptococcus thermophilus 

CNRZ 1066 par comparaison avec ceux présents dans les génomes de 

Streptococcus pyogenes M1 et Streptococcus pneumoniae TIGR4 (Bolotin et al., 2004) 

 

1 Inactivation des gènes par un ou plusieurs décalages du cadre de lecture, par la présence d’un codon stop ou par la 

présence d’une extrémité 3’ tronquée. 

2 Démonstration expérimentale 

3 Gènes identifiés lors du séquençage des génomes 

 VRGs 

VRGs 

présents chez 

Streptococcus 

thermophilus 

VRGs 

inactivés
1
 

chez 

Streptococcus 

thermophilus 

Pourcentage de 

perte des VRGs 

chez 

Streptococcus 

thermophilus 

Streptococcus pyogenes 

-VGRs démontrés
2
 21 1 0 95,2 

-VGRs putatifs
3
 29 7 1 75,9 

Total  50 8 1 84,0 

Streptococcus pneumoniae 

-VGRs démontrés
2
 

Adhérence 9 8 0 55,6 

Défenses de l’hôte 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 
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 Cependant, pour certains auteurs (Bonifait et al., 2010 ; Mora et al., 2005a) certains 

facteurs conservés chez S. thermophilus peuvent être assimilés à des facteurs de virulence. Il 

s’agit notamment de l’uréase, du système de transport Ami, de la protéase PrtS, et de la capsule 

polysaccharidique. En effet, la présence d’activité uréasique est fréquemment liée à la 

pathogénicité de bactéries telles que Helicobacter pylori, Clostridium
 
perfringens, Klebsiella 

pneumoniae, Proteus
 

mirabilis, Staphylococcus saprophyticus, Ureoplasma
 

urealyticum ou 

Yersinia enterocolitica (Burne et Chen, 2000 ; Mobley et al., 1995). Par exemple, chez H. pylori, 

l’uréase est un déterminant crucial de la virulence : elle intervient à la fois dans le mécanisme de 

colonisation, la survie dans des conditions acides et dans la pathogénicité (Pflock et al., 2006 ; 

Stingl et al., 2002). Parmi 59 espèces du genre Streptococcus, l’opéron codant une activité 

uréasique fonctionnelle est retrouvé chez 5 espèces : S. alactolyticus, S. hyontestinalis,
 

S. salivarius, S. thermophilus et S. vestibularis. Chez S. thermophilus, cet opéron présente de 97 à 

100% d’identité avec celui de S. salivarius (Mora et al., 2004). Chez S. salivarius, en plus de son 

rôle dans l’approvisionnement en source azotée, l’uréase permet à la bactérie de résister à des pH 

acides car la dégradation de l’urée en dioxyde de carbone et en ammoniaque engendre une 

remontée du pH extracellulaire qui permet à S. salivarius ainsi qu’à d’autres bactéries de la 

plaque dentaire de survivre en milieu acide (Chen et al., 1996, 2000). Des gènes codant un 

système de transport d’oligopeptides (Ami) indispensable pour la croissance de S. thermophilus 

en lait ont été décrits chez S. pneumoniae comme étant impliqué dans la colonisation 

nasopharyngienne (Kerr et al., 2004). De même, la protéase de paroi PrtS de S. thermophilus, qui 

a un rôle important pour la croissance de la bactérie en lait, présente 95,9% d’identité avec la 

protéase SspA (Bonifait et al., 2010), protéase décrite comme un facteur de virulence chez S. suis 

(Hu et al., 2010). Enfin, les gènes impliqués dans la synthèse des capsules polysaccharidiques 

sont importants pour la virulence chez les streptocoques pathogènes, une souche de 

S. pneumoniae dépourvue de capsule (eps
-
/cps

-
) n’est plus virulente. Chez S. thermophilus, ces 

gènes ne sont pas considérés comme déterminants pathogènes mais contribuent à la production de 

polysaccharides externes qui confèrent une texture recherchée pour le yaourt (Broadbent et al., 

2003 ; Tettelin, 2004).  
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 3. 3. 2. Acquisition de nouvelles fonctions chez Streptococcus thermophilus 

 Plusieurs gènes qui, pourraient avoir été acquis par transfert horizontal, ont été identifiés 

dans le génome de S. thermophilus. Il s’agit de gènes codant des fonctions importantes, acquis 

d’une espèce commensale et/ou pathogène. Certains gènes interviennent dans le catabolisme des 

protéines et des glucides du lait, dans la synthèse de bactériocines, dans la synthèse 

d’exopolysaccharides et dans la tolérance à l’oxygène (Bourgoin et al., 1999 ; Broadbent et al., 

2003 ; Fernandez-Espla et al., 2000 ; Hols et al., 2005 ; Mathot et al., 2003 ; Rallu et al., 2002 ; 

Siezen et al., 1996 ; Vaughan et al., 2001). 

Un de ces exemples est la protéase PrtS de S. thermophilus qui a été acquise d’une espèce 

commensale et/ou pathogène proche à l’espèce S. suis (Delorme et al., 2010). Le gène prtS fait 

partie d’un îlot génomique de 15 kb localisé entre le pseudogène ciaH et le gène rpsT (Figure 5). 

 

 

 

Figure 5 : Îlot génomique contenant le gène prtS avec la région chromosomique adjacente 

chez Streptococcus thermophilus et Streptococcus suis (Delorme et al., 2010) 

Les pourcentages d’identité des séquences codantes de l’îlot entre différentes souches de S. thermophilus et S. suis 
sont respectivement indiqués en première ligne et deuxième ligne.  
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Cet îlot contient quatre gènes potC (tronqué), potD, eriC et prtS et il est entouré par deux 

éléments mobiles de type IS, le premier étant une transposase appartenant à la famille IS3 et le 

deuxième, un ISSth1 appartenant à la famille ISL3. Ces quatre gènes présentent une forte identité 

avec l’ADN génomique de S. suis et présentent la même synténie chez les deux espèces. Ceci 

suggère que cet îlot a été acquis par transfert horizontal d’un streptocoque proche de S. suis 

(Delorme et al., 2010). Ce cas donne l’exemple d’un échange de gènes entre espèces 

phylogénétiquement proches mais de proximité écologique éloignée puisque ces bactéries ne 

partagent pas la même niche écologique. En effet, S. suis est un pathogène retrouvé chez le porc 

qui peut être transmis à l’homme lors de contact avec des porcs malades (Lun et al., 2007). De 

plus, cet îlot confère une propriété métabolique (activité protéolytique) importante pour 

l’adaptation de l’espèce S. thermophilus du lait. En effet, l’espèce était décrite précédemment 

comme étant peu protéolytique. L’émergence de cette protéase permet d’obtenir des souches 

ayant un intérêt technologique, puisque la capacité à croître en lait (propriétés recherchées en 

industrie) est liée à la propriété protéolytique (Galia et al., 2009 ; Shahbal et al., 1991). Bien que 

cet îlot ne possède aucun élément de transfert, S. thermophilus l’aurait accueilli grâce à sa 

capacité à développer une compétence naturelle (Delorme et al., 2010).  

4. Exigences nutritionnelles de Streptococcus thermophilus 

 Les bactéries lactiques sont des bactéries très exigeantes d’un point de vue nutritionnel. 

Elles requièrent pour leur croissance une source carbonée fermentescible, une source d’acides 

aminés essentiels qu’elles ne peuvent pas synthétiser à partir d’une source azotée simple, des 

sources phosphatées et soufrées, mais aussi des facteurs de croissance comme les vitamines, des 

bases puriques et pyrimidiques et des acides gras. S. thermophilus est généralement moins 

exigeante que d’autres bactéries lactiques telles que Lc. lactis ou Lactobacilus 

(Cocaign‐Bousquet et al., 1995 ; Ledesma et al., 1977 ; Morishita et al., 1974, 1981).  

Le lait comprend la majorité des facteurs de croissance nécessaires aux BL mais parfois en 

quantités limitantes pour leur croissance (Desmazeaud, 1990). Ainsi, le lait de vache est constitué 

de 90% d’eau, de 48 à 50 g.L
-1

 de lactose, d’environ 35 g.L
-1

 de matières grasses et de 34 g.L
-1

 en 

moyenne de protéines, de minéraux et de vitamines (Alais, 1965). Le lactose est la source de 

carbone et d’énergie principale de ce milieu pour les bactéries. Les protéines représentent 95% 
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des matières azotées totales qui se décompose en 20% de protéines lactosériques (-

lactogolubuline, -lactalbumine, immunoglobulines, …) et 80% de caséines (caséines s1, s2,  

et ), les 5% restant étant constitués d’azote non protéique tels que des acides aminés libres, des 

petits peptides, de l’urée, des bases puriques et pyrimidiques et de la créatinine (Desmazeaud, 

1990). Les caséines sont complexées avec le phosphate de calcium pour former des micelles 

stables dans le lait à l’état liquide mais qui sont facilement dégradées par des enzymes 

protéolytiques (Aimutis, 2004). Parmi les différents sources azotées du lait, les bactéries lactiques 

peuvent utiliser les acides aminés libres, les peptides et les caséines (après dégradation par leur(s) 

protéase(s) extracellulaires) et l’urée pour les souches possédant l’activité uréasique. 

4. 1. Exigence en vitamines 

 S. thermophilus montre une exigence absolue en acide pantothénique (vitamine B5) et en 

riboflavine (vitamine B2) et à un moindre degré en thiamine (vitamine B1), en acide nicotinique 

(vitamine B3) et en biotine (vitamine B8). La pyridoxine (ou ses dérivés) (vitamine B6) stimule 

fortement leur croissance (Desmazeaud, 1983). Ces vitamines nécessaires à la croissance de 

S. themophilus ne semblent pas être en quantité limitante dans le lait.  

4. 2. Exigence en source azotée 

 Les BL sont des bactéries auxotrophes pour plusieurs acides aminés et leurs besoins 

varient suivant les souches et les espèces. Elles peuvent utiliser les acides aminés libres, ou les 

peptides présents dans le lait. Cependant les concentrations de ces derniers dans le lait sont 

nettement inférieures à celles requises pour atteindre une bonne densité cellulaire (Desmazeaud, 

1990 ; Juillard et al., 1996 ; Letort et Juillard, 2001). Des études ont montré que les acides aminés 

libres et les peptides présents dans le lait ne sont respectivement responsables que de 2% et 8% 

de la croissance des lactococcques (Juillard et al., 1995). 

 S. thermophilus est 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 souches (Desmazeaud, 1983 ; Garault et al., 2000 ; Letort et Juillard, 2001). De 

nombreuses souches de S. thermophilus sont capables de croître avec un mélange de 3 à 6 acides 



 40 

aminés (cystéine, méthionine, glutamine, leucine, isoleucine et valine) comme seule source 

d’acides aminés (Letort et Juillard, 2001).  

Une croissance optimale de cette bactérie en milieu lait exige donc, soit une capacité de 

biosynthèse de novo d’acides aminés soit une capacité d’hydrolyse des caséines du lait en 

peptides. Ces peptides générés sont internalisés à l’intérieur de la cellule et ensuite dégradés en 

acides aminés (Fernandez-Espla et al., 2000 ; Hols et al., 2005 ; Savijoki et al., 2006). 

4. 2. 1. Système protéolytique de Streptococcus. thermophilus 

 S. thermophilus possède un système protéolytique similaire à celui retrouvé chez les 

autres bactéries lactiques. Il est composé i) d’une protéase de paroi, appelée PrtS, capable 

d’hydrolyser les caséines du lait ii) de systèmes de transport de peptides et d’acides aminés iii) de 

peptidases intracellulaires indispensables à la dégradation des peptides internalisés en acides 

aminés (Hols et al., 2005) (Figure 6).  

4. 2. 1. 1. Protéases de paroi  

 Cinq types de protéases de paroi capables d’hydrolyser les protéines du lait ont été 

identifiées chez les BL : PrtP chez Lc. lactis et Lactobacillus paracasei, PrtH chez 

Lactobacillus helveticus, PrtR chez Lactobacillus rhamnosus, PrtB chez Lb. bulgaricus et PrtS 

chez S. thermophilus (Figure 7) (Savijoki et al., 2006 ; Siezen, 1999). Ces protéases sont 

synthétisées sous forme de préproprotéine d’environ 2000 résidus et sont constituées de plusieurs 

domaines fonctionnels retrouvés chez les protéases de la famille de la subtilisine (Fernandez-

Espla et al., 2000 ; Siezen et Leunissen, 1997 ; Siezen, 1999). 

 Chez Lc. lactis, une autre protéase membranaire, la protéase de ménage HtrA, a été mise 

en évidence. Cette enzyme hydrolyse des protéines anormales et/ou mal repliées, intervient dans 

la maturation de certaines protéines exportées par la cellule et est capable de couper le pro-

peptide d’une pro-protéine hétérologue sécrétée. Il s’agit d’une protéase à sérine, dont le site 

catalytique potentiel est exposé à la surface et donc potentiellement capable de dégrader des 

protéines exportées (Poquet et al., 2000). L’analyse du génome de S. thermophilus montre la 

présence du gène htrA codant une protéine homologue à celle de Lc. lactis (avec 48% d’identité 
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protéique) qui pourrait jouer le même rôle (Hols et al., 2005). Cependant, cette protéase ne 

semble pas impliquée dans la caséinolyse observée lors de la croissance de S. thermophilus dans 

le lait car les souches CNRZ1066 et LMG18311 qui semblent ne posséder que HtrA comme 

protéase de surface se développent difficilement dans ce milieu (Galia et al., communication 

personnelle).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique du système protéolytique chez 

Streptococcus thermophilus (d’après Hols et al., 2005) 

- PrtS correspond à la protéase de paroi. Elle n’est pas présente chez toutes les souches 

- AmiA1, A2 et A3 sont des protéines affines aux oligopeptides ; AmiC et D sont des perméases et Ami E et F sont 

des ATPases. L’ensemble des protéines Ami constitue un système de transport d’oligopeptides. 
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Figure 7 : Représentation schématique des différents domaines composant les protéases de 

paroi, (Fernandez-Espla et al., 2000 ; Savijoki et al., 2006 ; Siezen, 1999) 

PC : paroi cellulaire ; C : cytoplasme ; PP : pré-prodomaine ; PR : domaine catalytique ; I : domaine d’insertion ; A : 
domaine globulaire ; B : domaine B ; H : domaine hélicoïdal ; W : domaine espaceur ; AN : domaine d’ancrage. Les 

domaines PP et AN sont clivés respectivement lors de l’excrétion-maturation et de l’ancrage de la protéase. 

 

 

 Caractéristiques générales de PrtS 

La protéase PrtS comporte plusieurs domaines (Fernandez-Espla et al., 2000 ; Galia et al., 2009) : 

- Le premier domaine (pré-prodomaine) est composé d’une séé quence signal de 35 résidus et 

d’un propeptide formé de 109 résidus d’acides aminés. Lors de l’exportation et de la maturation 

de l’enzyme, ce domaine sera clivé. 

- Le domaine PR, composé de 495 résidus d’acides aminés, constitue la partie N-terminale de la 

protéine mature et correspond au domaine catalytique. Le domaine catalytique renferme la triade 

catalytique d’une protéase à sérine comprenant un résidu d’acide aspartique, un résidu de sérine 

et un résidu d’histidine. Ce domaine renferme un sous-domaine appelé I pour insertion 

(~150 résidus) qui pourrait moduler la spécificité du substrat. 

- Le domaine A est globulaire, il est composé de 438 résidus et sa fonction n’est pas clairement 

identifiée. Il est essentiel à l’activité protéolytique et serait impliqué dans la régulation de 

l’activité protéolytique et/ou la spécificité du substrat du domaine PR (Siezen, 1999). 

 

Lb. helveticus PrtH 

S. thermophilus PrtS 

Lc. lactis 

Lb. paracasei PrtP 

Lb. bulgaricus PrtB 

 

 

 

 
Lb. rhamnosus PrtR 

 

PC 

 
PP  A  B  H  W    AN  PR 

 
I 

 
PP  A  B  H  W  PR 

 
I 

 
PP  A  B  W  PR 

 
I 

 

 
PP  A 

 H 

 W    AN  PR 

 
I 

 
PP  A 

 B 

 W    AN 
 PR 

C 



 43 

La partie C-terminale de la protéine comporte, quant à elle, trois domaines :  

 un domaine hélicoïdal (H) de 367 résidus d’acides aminés,  

 un domaine hydrophile de 106 résidus acides aminés (W) qui serait un espaceur au niveau 

de la paroi cellulaire,  

 et enfin, le domaine d’ancrage au peptidoglycane (AN), contenant 35 résidus d’acides 

aminés, renferme le motif LPXTG reconnu par la sortase A.  

La protéase membranaire PrtS de S. thermophilus ne contient pas de domaine B. Ce domaine 

retrouvé au sein des protéases PrtP, PrtR, PrtH, PrtB pourrait être impliqué dans la stabilité de 

l’enzyme (Fernandez-Espla et al., 2000). 

La protéase PrtS de la souche CNRZ385 a été caractérisée. Elle possède une masse 

moléculaire de 153 kDa, est active sur une gamme de pH comprise entre 5,5 et 8,5 avec un pH 

optimum d’activité de 7,5. La température optimale d’activité déterminée avec le substrat 

synthétique Ac-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA est de 37°C. La protéase PrtS est inhibée à 100% en 

présence de 1 mM de PMSF (phénylméthylsulfonylfluorure), à 83% en présence de 1 mM 

d’acide iodoacétique à 75% en présence de 0,1 mM de chymostatine. L’addition de CaCl2 active 

fortement la protéase, de 2 à 10 fois, après addition de 2 à 10 mM de CaCl2 respectivement 

(Fernandez-Espla et al., 2000). Cette enzyme hydrolyse la caséine β préférentiellement (Delorme 

et al., 2010 ; Miclo et al., 2012 ; Shahbal et al., 1993 ; Chang et al., en préparation) 

Trois allèles du gène prtS ont été retrouvés avec une divergence génétique maximale de 2,9% 

contre 1,3% chez les trois allèles trouvés chez S. suis (Delorme et al., 2010). La principale 

différence au niveau des séquences codantes des différents allèles prtS de S. thermophilus trouvés 

au sein des banques de données, correspond à une duplication imparfaite de 32 résidus d’acides 

aminés, retrouvée dans la région du propeptide. Cette duplication imparfaite n’est pas présente 

chez les allèles sspA de S. suis et pourrait être importante pour la maturation de la protéase. Elle 

pourrait ainsi correspondre à une adaptation résultant d’une mutation apparue suite à l’acquisition 

du gène prtS par S. thermophilus (Delorme et al., 2010). Même si la protéase PrtS chez 

S. thermophilus est similaire à la protéase de streptocoques pathogènes, elle n’a pas conservé la 

même fonction. En effet, elle est liée à la croissance dans le lait (Galia et al., 2009 ; Shahbal et 

al., 1991).  
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 Répartition de PrtS au sein de Streptococcus thermophilus  

 S. thermophilus a longtemps été considérée comme étant une BL peu protéolytique. Cela 

provient des résultats obtenus lors de la caractérisation du sytème protéolytique d’une collection 

historique de souches d’origine différente. En effet, il avait été observé que seules 3 des 

97 souches analysées présentaient une activité protéolytique de surface comparable à celle de 

Lc. lactis (Shahbal et al., 1991). Par la suite, il a été observé que lorsqu’une souche de 

S. thermophilus possédant la protéase PrtS est co-cultivée avec Lb. bulgaricus en milieu lait, la 

croissance optimale de S. thermophilus dans ce milieu semble être plutôt dépendante des peptides 

libérés par l’activité de la protéase de Lb. bulgaricus (Courtin et al., 2002). 

 Cependant, des études récentes ont rapporté l’émergence du gène prtS au sein de 

collections de souches de S. thermophilus (Delorme et al., 2010 ; Galia et al., 2009 ; Rasmussen 

et al., 2008). Ainsi, Rasmussen et al. (2008) ont observé la présence du gène prtS dans 35 des 

47 souches étudiées. De même, Galia et al. (2009), ont étudié le potentiel protéolytique de 

surface de 30 souches de S. thermophilus isolées de yaourts ou de fromages et montré que la 

moitié d’entre-elles possède une activité protéolytique dont le niveau varie entre les souches. Par 

contre, les auteurs ont montré que si seules 15 souches de leur collection présentent une activité 

protéolytique détectable, 23 possèdent le gène prtS. Le séquençage du gène prtS chez 4 des 

8 souches de phénotype PrtS
−
 et chez 1 souche PrtS

+
 a révélé une parfaite identité de séquence 

entre les allèles, l’allèle retrouvé étant celui de la souche LMD-9. Les auteurs ont conclu que 

l’absence d’activité PrtS chez certaines souches n’est pas forcément due à une absence du gène 

mais peut résulter aussi d’une altération de sa régulation. De plus, une étude phylogénétique, 

basée sur la technique de « MLST », réalisée chez 27 souches de S. thermophilus a montré la 

présence du gène prtS chez 8 souches appartenant à des clusters phylogénétiques différents 

(Delorme et al., 2010). 

4. 2. 1. 2. Les systèmes de transports des peptides  

4. 2. 1. 2. 1. Les systèmes de transport de peptides bactériens 

 Chez les bactéries, la membrane cytoplasmique, de structure hydrophobe est imperméable 

à de nombreux composés. Les bactéries, possèdent donc des systèmes de transport qui font le lien 
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entre le milieu extracellulaire et le milieu intracellulaire. Deux grands groupes de transporteurs 

ont été décrits. Ils sont classés suivant la source d’énergie qu’ils utilisent : 

- Le transport dépendant de la force protomotrice qui correspond au cas où le transport d’un 

soluté est lié au mouvement de protons à travers la membrane. Si le transport se fait dans le 

même sens que le mouvement de protons à travers la membrane, on parle de symport. S’il se 

fait dans le sens inverse, on parle alors d’antiport (Kakinuma, 1998). Une famille de 

transporteurs de peptides dépendant de la force protomotrice, la famille PTR (PTR pour 

Peptide Transport) se distingue. Cette famille se trouve chez une grande variété d’êtres 

vivants, elle comprend plusieurs membres capables de prendre en charge une large gamme de 

substrats contenant de l’azote, y compris les di- et tri-peptides, les acides aminés et les ions 

nitrates (Chiang et al., 2004 ; Frommer et al., 1994 ; Stacey et al., 2002 ; Steiner et al., 1994 ; 

Tsay et al., 1993). Ce sont des transporteurs formés d’une seule protéine constituée de 

12 segments transmembranaires contenant au sein du 4
ème

 ou du 5
ème

 segment le motif 

signature FING (FYxxINxGSL) spécifique de transporteur des peptides, dont le rôle est mal 

connu (Hauser et al., 2001 ; Steiner et al., 1995). 

- Les transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette) connus sous le nom de «trafic ATPase», qui 

font intervenir directement l’énergie dégagée par l’hydrolyse d’ATP.  

A. Les transporteurs de type ABC  

 Les protéines ABC sont des transporteurs actifs primaires : l’énergie est couplée au 

transport unidirectionnel de substrats à travers la membrane. Elle constitue vraisemblablement la 

famille de protéines la plus vaste, rassemble des systèmes d’import et d’export de solutés. Les 

systèmes d’import de type ABC n’ont été identifiés que chez les procaryotes tandis que les 

systèmes d’export ont été isolés chez les procaryotes, les eucaryotes et les archéobactéries 

(Higgins, 1992 ; Saurin et al., 1999). Les transporteurs ABC sont impliqués dans le transport 

d’un grand nombre de substances biologiques : ions, glucides, acides aminés, peptides, 

phospholipides, stéroïdes, vitamines, antibiotiques, mais aussi de médicaments, lipopeptides et 

protéines de grande taille (>100000 Da) (Higgins, 1992). Ils se révèlent d’une importance toute 

particulière dans leur diversité de fonction. Ils sont impliqués dans des processus cellulaires 

divers comme la maintenance de l’homéostasie osmotique, l’importation des nutriments, la 

résistance aux xénobiotiques, l’immunité bactérienne, la division cellulaire, la régulation de 
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l’expression de certains gènes (la sporulation, la compétence et les facteurs de virulence), la 

présentation d’antigènes aux cytotoxiques (Biemans-Oldehinkel et al., 2006). 

a. Caractéristiques générales des systèmes de transport ABC : Organisation en domaines 

Les transporteurs de type ABC possèdent généralement une structure commune composée d’au 

moins quatre domaines :  

- Deux domaines hydrophobes transmembranaires (MSD : Membrane Spanning Domain) 

formant un pore permettant au substrat de traverser la membrane. Ces domaines correspondent 

aux perméases. 

- Deux domaines hydrophiles (NBD : Nucleotide Binding Domain), situés sur la face 

cytoplasmique de la membrane. Ces derniers sont responsables de la fixation d’ATP et du 

couplage de son hydrolyse au transport, ils correspondent aux ATPases, 

- Un cinquième domaine, spécifique des systèmes d’import, est responsable de la capture du 

substrat (SBP : Substrat Binding Protein) (Biemans-Oldehinkel et al., 2006). Il s’agit d’une (ou 

des) protéine(s) affine(s) capable(s) de reconnaître le substrat assurant la spécificité et 

l’unidirectionnalité du transport (Higgins, 1992). Ces protéines se trouvent libres dans l’espace 

périplasmique chez les bactéries à Gram négatif,
 
liées à la surface externe de la membrane 

cytoplasmique via des lipomodifications de leur extrémité N-terminale chez les bactéries à Gram 

positif (Gilson et al., 1988 ; Tam et Saier, 1993). 

Les systèmes de transport de type ABC présentent une grande variabilité dans l’organisation de 

leurs domaines. Ces domaines sont exprimés soit sous forme de chaînes polypeptidiques 

individuelles soit sous forme de protéines multidomaines (Figure 8) (Jones et George, 1999 ; 

Kerppola et al., 1991). Par exemple, le transporteur de la glycine bétaïne OpuA de Lc. lactis est 

une protéine qui comporte le domaine SBP et les domaines MSD (Van Der Heide et Poolman, 

2000 ; Obis et al., 1999). Par contre, le transporteur du ribose, Rbs, d’Escherichia coli, est formé 

de 3 protéines, une comportant les deux domaines NBD et les deux autres formant chacune un 

domaine MSD (Barroga et al., 1996). 
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Figure 8 : Organisation structurale des domaines de divers transporteurs ABC (Biemans-

Oldehinkel et al., 2006)  

Les transporteurs ABC contiennent deux domaines « Nucleotide Binding Domain » (ovales) et deux domaines 
« Membrane Spanning Domain » (rectangles) et une (des) protéine(s) de liaison au substrat (chez les systèmes 

importateurs) (forme de pac-man). Les domaines NBD, TMD peuvent être des homo- ou des hétérodimères. 

A) Exemples d’importateurs chez des bactéries à Gram négatif (Escherichia coli) : Nik : transporteur de nickel ; 

Mal : transporteur de maltose/dextrine ; Btu : transporteur de vitamine B12 ; Fhu : transporteur de 

sidérophore/hème/vitamine B12 ; Rbs : transporteur de ribose.  

B) Exemples d’importateurs chez des bactéries à Gram positif (Lactococcus lactis) : Opp : transporteur 

d’oligopeptides ; OpuA : transporteur de glycine bétaïne ; Gln : transporteur de glutamine/acide glutamique.  

C) Exemples d’exportateurs bactériens (Escherichia coli) : Msb : flippase de lipides ; Cyd : 

transporteur de cystéine. 
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b. La famille de transporteurs de type ABC des peptides chez les bactéries 

b.1. Caractéristiques des protéines de liaison aux peptides  

L’alignement de 50 protéines de fixation de divers systèmes de transport bactérien (SBP) 

a permis de mettre en évidence l’existence de 8 groupes distincts (Tam et Saier, 1993). L’un 

d’entre-eux, le groupe OBP (Oligopeptide Binding Protein), renferme les protéines de fixation de 

peptides ayant comme séquence conservée (LIVM)AX2(WI)X1ou2(SN)(KE)DX4T(FY)X(LIV)RX

3K. Cette séquence est également retrouvée chez les transporteurs de nickel. Il est donc 

impossible sur la base d’une comparaison de séquences de pouvoir différencier les transporteurs 

de nickel et de peptides. 

Chez les bactéries à Gram postif, ces protéines sont des lipoprotéines ancrées à la face externe de 

la membrane. Elles sont synthétisées sous forme de précurseur dans le cytoplasme, sont 

transloquées vers la face externe de la cellule par la voie générale de sécrétion Sec puis subissent 

trois modifications permettant leur ancrage à la membrane (Figure 9). Il y a tout d’abord 

formation d’une liaison thioéther entre la fonction thiol d’un résidu de cystéine situé du côté N-

terminal du précurseur et un diacylglycérol formant la pro-lipoprotéine. Ensuite, le peptide signal 

de la pro-lipoprotéine est clivé par la « signal peptidase II » permettant ainsi la formation de 

l’apo-lipoprotéine et libérant la fonction amine du résidu de cystéine, résidu invariablement situé 

juste après la séquence signal, qui sera acylée (Figure 9) (Braun et Wu, 1994).  

La structure tridimensionnelle de plusieurs OBP (OppA de Salmonella typhimurium et AppA de 

Bacillus subtilis) a révélé qu’elles sont constituées de deux lobes flexibles composées de deux 

domaines : domaines I et III reliés par deux segments permettant aux lobes de s’ouvrir et de se 

fermer pour pouvoir englober le peptide à transporter. De plus, un domaine spécifique de cette 

famille et de fonction inconnue a été trouvé (domaine II) (Figure 10) (Levdikov et al., 2005 ; 

Tame et al., 1994, 1995). Par rapport aux autres domaines du transporteur (NBD, MSD) où les 

motifs sont conservés, les séquences protéiques des OBP sont divergentes, il est donc très 

difficile de prédire la spécificité de substrat sur la base d’alignements de séquences.  
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Figure 9 : Représentation schématique de la maturation des lipoprotéines chez les bactéries 

à Gram positif
  
(Braun et Wu, 1994)  

(i) Formation d’une liaison thioéther entre le résidu de cystéine (Cys) de l’extrémité N-terminale de la pro-

lipoprotéine (PL) et un diacylglycérol (rouge), pour former un diacylglycéryl pro-lipoprotéine (DGPL) 

(ii) Clivage du peptide signal de la pro-lipoprotéine par la « signal peptidase II » pour former Apo-Lipoprotéine (AL) 

(iii) Acylation de la fonction amine du résidu de cystéine amino-terminal (acyl en vert) 

(i)                     (ii)              (iii) 
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Figure 10 : Structure d’une protéine OBP «Oligopeptides Binding Protein » liée à un 

peptide (Levdikov et al., 2005) 

Les domaines I et III forment les lobes flexibles (respectivement en bleu foncé et en vert), le domaine II n’a acucune 

fonction connue (bleu clair) et le peptide est coloré en rouge.  

 

b.2. Caractéristiques des deux domaines transmembranaires 

 Les protéines transmembranaires (ou MSD) sont des protéines hydrophobes formant un 

canal qui permet le passage du substrat à l’intérieur de la cellule. De plus, ces protéines font de 

plus le lien entres les protéines de fixation aux substrats et les ATPases, pour transmettre des 

signaux spécifiques. Fréquemment, chaque domaine est constitué de six segments hélice α qui 

traversent la membrane (soit 12 segments par transporteur) avec plusieurs boucles extracellulaires 

et cytoplasmiques. Les extrémités amino et carboxy de chaque domaine sont localisées dans le 

cytoplasme. Toutefois, le nombre de segments peut varier entre 5 et 11 par domaine (Biemans-

Oldehinkel et al., 2006 ; Higgins, 1992). Concernant la séquence primaire, ces domaines sont 

plus variables que les domaines NBD (ou ATPase). Malgré ce faible niveau de conservation de 

séquence, un motif peptidique est conservé. Il s’agit du motif « EAA » (EAA-xxx-G-xxxxxxxxx-

I-x-LP, où x représente n’importe quel résidu d’acide aminé). Ce motif est localisé au niveau de 

la boucle cytoplasmique « L-loop » entre les segments transmembranaires 4 et 5. Il est présent 
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dans quelques systèmes d’importation mais pas dans les systèmes d’exportation (Mourez et al., 

1997 ; Saurin et al., 1994). Juusqu’à présent son rôle n’est pas connu, il pourrait être impliqué 

dans la reconnaissance du substrat, ou dans l’interaction avec les domaines NBD (Dassa et 

Hofnung, 1985). Comme ce motif n’a pas été mis en évidence au sein de tous les systèmes 

d’exportation, il est peu probable qu’il joue un rôle majeur dans le fonctionnement du système. 

b.3. Caractéristiques des deux domaines de fixation de l’ATP  

 Les protéines ATPasiques (appelés NBD) sont des protéines hydrophiles situées sur la 

face cytoplasmique de la membrane, elles jouent un rôle primordial dans le transport puisqu’elles 

fournissent l’énergie nécessaire au transporteur par la fixation et l’hydrolyse de l’ATP. 

Généralement, chaque système de transport a besoin de deux domaines NBD pour sa 

fonctionnalité. Une des principales caractéristiques de tous les transporteurs ABC est une activité 

ATPase hautement dépendante des interactions coopératives entres les domaines NBD. 

Contrairement aux domaines MSD (formant le pore), les ATPases sont extrêmement conservées. 

Ainsi, chaque ATPase est constituée de deux sous-domaines : un sous-domaine catalytique 

RecA-like présent chez toutes les ATPases (Chen et al., 2004), et un petit sous-domaine 

hélicoïdal spécifique de la famille des transporteurs ABC (Karpowich et al., 2001). Ces deux 

sous-domaines sont reliés par une boucle flexible appelée « Q-loop ». Le sous-domaine RecA-

like possède 3 motifs :  

- Walker A appelé aussi boucle P « P-loop »,  

- Walker B, 

- et le motif « signature ABC ». 

Ces 3 motifs participent à la fixation et à l’hydrolyse de l’ATP.  

Le motif Walker A est toujours situé en amont du motif Walker B avec une distance entre ces 

deux motifs variant de 100 à 190 résidus (Saurin et al., 1999 ; Walker et al., 1982) (Figure 11). 

La séquence consensus proposée pour le motif Walker A est [AG]-xxxx-G-K-[ST]. Le motif 

Walker B est plus variable, néanmoins la séquence consensus proposée est illlDEptsalD (les 

acides aminés moins conservés sont en minuscules) (Saurin et al., 1999). Ces deux motifs sont 

communs à toutes les protéines fixant l’ATP. Par contre, la « signature ABC » est spécifique des 
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transporteurs ABC et les distingue des autres ATPases, elle est composée jusqu’à 15 résidus 

d’acides aminés et commence généralement par la séquence LSGGQ. Une séquence consensus de 

la forme LSGGQ-[QRK]-QR a été proposée par Schneider et Hunke (1998), elle est située dans 

un domaine hélicoïdal en amont de Walker B. Ces trois domaines conservés sont essentiels à 

l’activité du transporteur, des mutations dans ces motifs conduisent à la perte d’activité de 

transport (Hung et al., 1998 ; Schmees et al., 1999). La boucle Q contenant un résidu de 

glutamine très conservé est localisée entre le motif Walker A et la « signature ABC » 

(Decottignies et Goffeau, 1997 ; Hyde et al., 1990), cette boucle joue également un rôle dans 

l’hydrolyse de l’ATP. Enfin, la boucle H (contenant un résidu d’histidine) est une région 

conservée localisée à une trentaine de résidus après le motif Walker B, elle semble intervenir 

dans le couplage de l’hydrolyse de l’ATP et du transport (Schneider et Hunke, 1998). 

 

 

Figure 11 : Organisation générale des motifs conservés d’un domaine NBD (Nucleotide-

Binding Domain) chez les transporteurs ABC 

 

 

B. Mécanisme de transport  

 Plusieurs modèles de fonctionnement de systèmes de transport ont été proposés, ils 

varient en fonction de l’organisation des domaines, du substrat, des bactéries. Le modèle de 

mécanisme de transport des oligopeptides du système Opp proposé chez Lc. lactis est présenté ci-

après. Il se décompose en quatre étapes (Figure 12) :  

- la première étape est une fixation réversible du substrat à la protéine affine OppA dans sa forme 

ouverte, ce qui entraîne un changement de conformation permettant la capture du peptide 

aboutissant à la forme OppA fermée ; 

Walker A Boucle Q Signature ABC Walker B Boucle H 

(AG)-XXXX-G-K-(ST) Q LSGGQ-(QRK)-QR illlDEsptalD H 

100-190 résidus 
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- au cours de la deuxième étape, la protéine OppA liée au substrat (forme fermée) se rapproche 

des perméases qui envoient un signal aux ATPases qui vont fixer l’ATP de manière coopérative ; 

- les perméases subissent un changement conformationnel et le substrat est transféré de la 

protéine affine vers le canal transmembranaire ; 

- enfin, l’hydrolyse de l’ATP provoque le changement conformationnel des perméases, aboutit à 

la libération du substrat dans le cytoplasme et au retour à l’état initial du système Opp (Doeven et 

al., 2008 ; Lanfermeijer et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Modèle de transport des peptides par le système Opp chez Lactococus lactis 

(Doeven et al., 2008 ; Lanfermeijer et al., 1999) 

i) fixation réversible du peptide à la protéine affine dans sa forme ouverte, puis changement de conformation de la 
protéine OppA permettant la capture du peptide ; 

ii) rapprochement de la protéine OppA liée au peptide vers la perméase, et transmission d’un signal des protéines 

transmembranaires vers les ATPases, pour fixer l’ATP ; 

iii) changement de conformation du complexe perméase de manière à permettre la translocation du substrat à travers 

la membrane ; 

iv) transfert du peptide de façon irréversible de la protéine affine vers le canal transmembranaire jusqu’à la libération 

dans le cytoplasme 

(i)                               (ii)                   (iii)                       (iv) 
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Les peptides issus des caséines hydrolysées par la protéase de paroi ou initialement présents dans 

le lait sont transportés à l’intérieur de la cellule par un ou plusieurs transporteurs (selon l’espèce 

et la souche). Chez les bactéries lactiques, les transporteurs de peptides appartiennent à deux 

grands groupes, ils différent par le type d’énergie utilisée et par la spécificité de peptides pris en 

charge : les transporteurs de la famille PRT et les transporteurs ABC (Konings et al., 1989 ; 

Kunji et al., 1993 ; Tynkkynen et al., 1993). 

4. 2. 1. 2. 2. Les systèmes de transports des peptides chez Streptococcus thermophilus  

A. Transporteur de peptides proton dépendant 

 Un système de transport spécifique des di- tri-peptides a été caractérisé chez les 

lactocoques. Il s’agit du transporteur DtpT (Di-tri-peptide Transporter). Initialement caractérisé 

chez Lc. lactis (Kunji et al., 1993 ; Smid et al., 1989), il appartient à la famille de transporteurs 

PTR. Il est constitué d’une seule protéine, codée par un gène chromosomique monocistronique, 

qui possède douze segments transmembranaires avec des extrémités N- et C- terminales 

extracellulaires (Guédon et al., 2001a ; Hagting et al., 1994). Il permet le transport d’une large 

variété de di- et tri-peptides, avec une meilleure affinité pour les dipeptides hydrophobes (Fang et 

al., 2000). Chez S. thermophilus, aucun système de transport de di- tri-peptides n’a été 

caractérisé. Par contre, l’analyse des génomes des trois souches LMD-9, LMG18311 et 

CNRZ1066 révèle la présence d’un système de transport proton-dépendant homologue à DtpT de 

Lc. lactis (Bolotin et al., 2004). 

B. Système de transport de peptides ATP dépendant 

 Chez Lc. lactis, deux systèmes de transport de peptides de type ABC ont été identifiés : le 

premier est appelé Opp (Oligo-peptide perméase) et le deuxième Dpp (Di-peptide perméase) ou 

Opt. Le système Opp est constitué de cinq protéines : OppA, une protéine affine liant les 

oligopeptides, OppB et OppC, deux protéines transmembranaires, et enfin, OppD et OppF, deux 

protéines de fixation de l’ATP (Kunji et al., 1993 ; Tynkkynen et al., 1993). Le système Opt 

(Dpp) comprend 6 protéines : OptA et OptS, deux protéines de liaison aux peptides possédant 

52,5% d’identité, OptB et OptC, deux protéines transmembranaires et OptD et OptF, deux 

ATPases (Lamarque et al., 2004; Sanz et al., 2001). Les pourcentages d’identité entre les 

protéines des systèmes Opt et Opp ne sont pas élevés (de 22 à 49,4%) (Tableau 5).  
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Tableau 5 : Pourcentages d’identité entre les protéines du système de transport 

d’oligopeptides Opt et Opp de Lactococcus lactis IL1403 d’après (Lamarque et al., 2004). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ces deux transporteurs ne sont pas obligatoirement fonctionnels chez l’ensemble des 

souches. Ainsi, les deux systèmes Opp et Opt sont fonctionnels chez les deux souches SK11 et 

Wg2 (Lamarque et al., 2004), mais chez la souche LMG1363, seul le système Opp semble 

responsable du transport d’oligopeptides, la protéine OptA (DppP) n’étant pas fonctionnelle. 

Chez la souche IL1403, le transport des oligopeptides semble dépendant du système Opt plutôt 

que du système Opp car la protéine OppA n’est pas fonctionnelle. 

Un système homologue à Opt a été mis en évidence chez S. pyogenes. Il prend en charge le 

transport des dipeptides, et est constitué de cinq gènes organisés en opéron dppABCDE. 

L’expression de cet opéron varie en fonction des conditions de culture : un milieu riche en 

peptides réprime son expression (Podbielski et Leonard, 1998).  

Chez S. thermophilus, un seul système de transport d’oligopeptides de type ABC a été caractérisé 

chez une souche industrielle, la souche ST18. Ce système a été nommé système Ami en raison de 

ces fortes similitudes avec le système de transport d’oligopeptides Ami de S. pneumoniae. Ce 

transporteur est constitué d’un translocon de quatre protéines : 2 protéines transmembranaires 

formant une perméase (AmiC et AmiD), de 2 protéines cytoplasmiques liant l’ATP (AmiE et 

AmiF), et contrairement aux systèmes de transport des oligopeptides chez Lc. lactis, le système 

Ami comporte trois protéines de liaison aux oligopeptides (AmiA1, AmiA2, AmiA3) (Figure 6). 

Les trois protéines AmiA sont associées à la membrane. Une séquence primaire (VLAACS) qui 

permettrait leur attachement à la membrane est retrouvée chez les protéines AmiA1, AmiA2 et 

AmiA3. Les trois protéines AmiA sont très apparentées, AmiA1 présente 97,6% d’identité avec 

AmiA2 et 87,1% avec AmiA3. Ce système est retrouvé chez de nombreux streptocoques. La 

Système Opt Système Opp Pourcentages d’identité 

OptA OppA 22,0% 

OptS (avec OppA) 24,5% 

OptB OppB 31,7% 

OptC OppC 30,8% 

OptD OppD 45,4% 

OptF OppF 49,4% 
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protéine AmiA1 de S. thermophilus présente 62%, 56% et 48% d’identité avec celle de 

S. pneumoniae, S. gordonii et S. pyogenes respectivement (Garault et al., 2002). En revanche, 

aucun transporteur de di- et tri-peptides ATP-dépendant n’a été caractérisé chez S. thermophilus. 

a. Organisation génétique du système de transport des oligopeptides 

 Les gènes codant les différentes protéines des systèmes de transport des oligopeptides 

sont généralement organisés en opéron et leur ordre est assez bien conservé, le gène codant la 

protéine OBP étant situé en amont. Cette organisation est retrouvée chez la plupart des bactéries à 

Gram
 
positif telles que B. subtilis, L. monocytogenes, S. pyogenes ou S. pneumoniae. Cependant 

des variations dans l’ordre des gènes et le mode de transcription (mono/polycistronique) ont été 

observées chez certaines bactéries. 

Chez Lc. lactis MG1363, les gènes oppBCDFA sont organisés en opéron avec le gène pepO qui 

code une oligopeptidase. L’opéron oppBCDFApepO comprend deux promoteurs qui sont 

respectivement situés en amont des gènes oppB et oppA, et deux terminateurs respectivement 

situés en aval des gènes oppA et pepO (Figure 13A). Cela implique donc que chez Lc. lactis, le 

gène oppA peut également être transcrit indépendamment des quatre autres gènes oppBCDF 

(Tynkkynen et al., 1993). En ce qui concerne le système Opt, les deux gènes optS et optA peuvent 

être transcrits d’une part en opéron optSABCDF mais aussi indépendamment, en raison de la 

présence d’un promoteur en amont des gènes optS et optA. 

Chez S. thermophilus ST18, les quatre gènes codant le translocon (amiC, amiD, amiE et amiF) 

sont organisés en opéron avec le gène amiA1. Le gène amiA1 se situe en amont de l’opéron 

amiA1CDEF, alors que les gènes amiA2 et amiA3 sont situés ailleurs sur le chromosome (Figure 

13B). Cet opéron comprend un seul promoteur situé en amont du gène amiA1, et un seul 

terminateur situé en aval du gène amiF. De ce fait, le gène amiA1 est transcrit avec les quatre 

gènes amiC, amiD, amiE et amiF tandis que les gènes amiA2 et amiA3 sont transcrits de façon 

indépendante de cet opéron (Garault et al., 2002). La même organisation et le même mode de 

transcription ont été trouvés chez S. pneumoniae (amiA) et S. gordonii (hppA). Par contre, chez 

S. pyogenes, oppA peut être transcrit indépendamment grâce à la présence d’un terminateur faible 

en aval d’oppA (Figure 13CDE) (Podbielski et al., 1996). 
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Figure 13 : Organisation des gènes codant les protéines des transporteurs d’oligopeptides 

chez différentes espèces bactériennes   

A). Lactococcus lactis (systèmes Opp et Opt chez la souche LMG1363) ; B). Streptococcus thermophilus (système 

Ami chez la souche ST18) ; C). Streptococcus pneumoniae ; D). Streptococcus gordonii ; E). Streptococcus 

pyogenes (Alloing et al., 1994 ; Garault et al., 2002 ; Monnet et al., 2003 ; Podbielski et Leonard, 1998). 
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Une situation originale a été constatée chez S. thermophilus ST18. En effet, la forte identité entre 

les trois protéines AmiA et la présence de séquence d’insertion IS en amont et/ou en aval de 

chaque gène amiA, suggère que les gènes amiA2 et amiA3 sont issus d’une double duplication 

récente du gène amiA1. Cette duplication semble avantageuse pour la bactérie et favoriserait la 

croissance de S. thermophilus en lait où le transport d’oligopeptides est essentiel pour une bonne 

croissance. La présence de plusieurs copies du gène amiA semble être une caractéristique de 

l’espèce S. thermophilus. Au moins une copie du gène amiA est présente chez toutes les souches 

étudiées (Garault et al., 2002).  

La présence de plusieurs protéines affines aux oligopeptides a déjà été décrite chez d’autres 

streptocoques. Par exemple, le système Ami de S. pneumoniae comporte trois protéines affines 

aux oligopeptides. Les gènes codant les protéines constituant le translocon et un des gènes codant 

une protéine affine sont organisés dans un opéron amiACDEF. Deux protéines affines aux 

oligopeptides AliA et AliB codée respectivement par les gènes aliA et aliB, tout comme la 

protéine affine AmiA sont fonctionnelles et utilisent le même translocon AmiCDEF (Figure 13C) 

(Alloing et al., 1994). Chez S. gordonii, les quatre gènes hppB, hppD, hppE, hppF codant le 

translocon et le gène hppA codant une OBP sont organisés en opéron (hppABDEF). Les gènes 

hppB et hppD codent deux protéines formant une perméase et les gènes hppE et hppF codent 

deux ATPases. Deux autres gènes codant deux protéines affines sont codés par les gènes hppG et 

hppH. Le gène hppG se trouve en amont de l’opéron hppABDEF et le gène hppH est situé 

ailleurs sur le chromosome (Figure 13D) (Jenkinson et al., 1996). Cependant l’identité entre les 

protéines affines chez ces deux espèces semble moins importante que chez S. thermophilus (chez 

S. pneumoniae 67% d’identité entre AmiA et AliA, 65% entre AmiA et AliB ; chez S. gordonnii 

68% d’identité entre HppA et HppG, 65% entre HppA et HppH) (Alloing et al., 1994 ; Jenkinson 

et al., 1996 ; Monnet et al., 2003). 

b. Spécificité de substrat des transporteurs de peptides 

 La spécificité de substrat des transporteurs de peptides dépend évidemment des OBP, 

puisque ce sont elles qui interagissent en premier avec le substrat, mais aussi, des perméases 

(Charbonnel et al., 2003 ; Doeven et al., 2005 ; Helinck et al., 2003).  

 Chez Lc. lactis, OppA est capable de fixer des peptides d’une taille maximale de 35 

résidus alors que la perméase du système (Opp) n’est capable de transporter que des peptides 
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contenant 4 à 18 résidus d’acides aminés (Detmers et al., 1998, 2000 ; Doeven et al., 2004) avec 

une préférence pour les peptides hydrophobes basiques dont la masse moléculaire est comprise 

entre 600 et 1100 Da (Juillard et al., 1998). Concernant le système Opt, la protéine OptA fixe des 

peptides de 3 à 6 résidus, alors la protéine OptS semble avoir une spécificité de fixation plus 

restreinte, spécifique de certains di- et tri-peptides (Lamarque et al., 2011). 

 Chez S. thermophilus, la spécificité des trois protéines AmiA1, AmiA2 et AmiA3 se 

chevauchent, bien qu’elles soient différentes. L’ensemble du système Ami est capable 

d’internaliser des peptides de 3 à 23 résidus d’acides aminés (Garault et al., 2002) avec une 

préférence pour les peptides hydrophobes dont la masse moléculaire comprise entre 1000 et 

3500 Da (Juille et al., 2005). La spécificité de substrat du système Ami semble similaire à celle 

du système Opp de Lc. lactis et distincte de celles des autres streptocoques, et ce, malgré les 

différences qui existent entre le système Opp de Lc. lactis et le système Ami de S. thermophilus 

au niveau du nombre de leurs OBP, de l’organisation génétique ou du faible pourcentage 

d’identité de leurs séquences protéiques (de 24,2 à 43,4%) (Tableaux 6, 7) (Juille et al., 2005). 

Chez les autres streptocoques, la taille maximale des peptides transportés est inférieure à 

10 résidus d’acides aminés. Par exemple, chez S. gordonii, le système Hpp transporte des 

peptides de 5 à 7 résidus (Jenkinson et al., 1996) (Tableau 7).  

 

 

Tableau 6 : Pourcentages d’identité entre les protéines du système Ami de 

Streptococcus thermophilus ST18 et du système Opp de Lactococcus lactis IL1403 (d'après 

Garault et al., 2002) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Streptococcus thermophilus Lactococcus lactis Pourcentage d’identité 

AmiA1 OppA 24,2% 

AmiC OppB 30,7% 

AmiD OppC 30,4% 

AmiE OppD 46,6% 

AmiF OppF 43,4% 
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Tableau 7 : Taille des peptides incorporés par des transporteurs de peptides bactériens de 

type ABC chez quelques espèces bactériennes 

 

 

a La taille des peptides transportés change selon les souches, le système Opt possède une ou deux protéines affines 

dont la spécificité de transport est variée 
b Indique qu’aucun ou très peu de peptides de taille supérieure à celle indiquée ont été testés dans l’étude. 
c Des hexapeptides ont été uniquement testés. 

Organisme 
Nom du 

système 

Taille des 

peptides 

transportés 

(résidus) 

Références 

Lactococcus lactis Opt  3-6
a (Foucaud et al., 1995 ; Lamarque et al., 2004, 

2011) 
Lactococcus lactis Opp 4-18 (Doeven et al., 2004)  
Streptococcus thermophilus Ami 3-23 (Garault et al., 2002) 
Streptococcus agalactiae Dpp 2 (Samen et al., 2004) 
Streptococcus agalactiae Opp 2-6

b (Samen et al., 2004) 
Streptococcus pyogenes Dpp 2 (Podbielski et Leonard, 1998) 
Streptococcus pyogenes Opp 6

c (Podbielski et Leonard, 1998) 
Streptococcus gordonii Hpp 6-7 (Jenkinson et al., 1996) 
Streptococcus pneumoniae Ami 2-7

b (Alloing et al., 1994) 
Streptococcus uberis Opp 3-8 (Taylor et al., 2003) 
Bacillus subtilis Opp 3-5

b (Koide et Hoch, 1994 ; Picon et Van Wely, 2001) 
Bacillus subtilis App 4-9

b (Koide et Hoch, 1994 ; Levdikov et al., 2005) 
Escherichia coli Opp 2-5

b (Alves et Payne, 1980 ; Guyer et al., 1986) 
Escherichia coli Dpp 2-3 (Abouhamad et Manson, 1994 ; Dunten et 

Mowbray, 1995 ; Nickitenko et al., 1995)  
Listeria monocytogenes Opp 3-8 (Borezee et al., 2000 ; Verheul et al., 1998)  
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c. Mode d’affinité des protéines de liaison aux peptides 

 L’affinité de la protéine OppA à son substrat a été étudiée chez Lc. lactis dans des 

conditions proches de la physiologie des cellules par construction de protéoliposomes. Ainsi, 

OppA a été attachée à la surface de liposomes par son site de lipomodification afin de mimer son 

attachement à la surface des cellules. Une banque combinatoire de peptides a alors été utilisée 

pour déterminer sa spécificité (Detmers et al., 2000). Il a ainsi été observé qu’OppA est capable 

de fixer une large gamme de peptides allant de 4 à 35 résidus avec une affinité accrue pour les 

nonapeptides. Les résidus dans les positions 4, 5 et 6 sont les plus sélectifs avec une affinité plus 

élevée pour les résidus hydrophobes, alors que la glycine, la proline et les résidus chargés 

négativement baissent l’affinité. L’utilisation de peptides fluorescents a montré que seuls les 

6 premiers résidus de l’extrémité N-terminale sont enfouis dans la poche de la protéine de 

fixation alors que les résidus restants interagissent avec sa surface externe (Figure 14) 

(Lanfermeijer et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Représentation schématique du mécanisme de liaison du peptide à la protéine 

OppA de Lactococcus lactis (Detmers et al., 2000) 

A) le cas d’un nonapeptide ; B) le cas d’un décapeptide. 
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d. Différents rôles des transporteurs des peptides  

Chez les bactéries à Gram positif, le système de transport d’oligopeptides joue non seulement un 

rôle important dans la nutrition azotée, mais il intervient aussi dans les processus qui impliquent 

des peptides comme molécules de communication, tels que les processus de sporulation et 

compétence chez B. subtilis et S. pneumoniae (Cheng et al., 1997 ; Lazazzera et al., 1999 ; 

Stragier et Losick, 1996), de virulence chez plusieurs bactéries pathogènes (Borezee et al., 2000 ; 

Podbielski et al., 1996 ; Wang et al., 2005), ou de conjugaison chez En. faecalis (Dunny et 

Leonard, 1997 ; Leonard et al., 1996). 

 Rôle dans la nutrition azotée 

 L’impact de ces transporteurs dans la nutrition azotée a été évalué par inactivation des 

gènes codant ces transporteurs puis comparaison de la croissance de la souche sauvage avec celle 

de la souche mutante en lait ou en milieu chimiquement défini contenant les acides aminés sous 

forme d’oligopeptides. Ainsi, un mutant opp
-
 chez Lc. lactis MG1363 est incapable de croître en 

lait ou en milieu contenant la source azotée sous forme d’oligopeptides (Juillard et al., 1995 ; 

Picon et al., 2000). Le système DtpT semble, quant à lui, jouer un rôle minoritaire dans la 

nutrition azotée en lait puisque son inactivation n’affecte pas la densité cellulaire du mutant en fin 

de culture (Juillard et al., 1996 ; Kunji et al., 1995). 

 Chez S. thermophilus ST18, il a été montré que le système Ami est essentiel pour la 

croissance en lait. Les trois protéines affines AmiA n’ont pas la même importance dans 

l’approvisionnement en peptides de la bactérie. L’inactivation de la protéine AmiA3
 
 a l’effet le 

plus important sur la croissance en lait et MCD supplémenté en acides aminés sous forme de 

peptides, alors qu’AmiA3 est la protéine affine la moins apparentée aux protéines AmiA1 et 

AmiA2. Quant à la protéine AmiA1, elle semble avoir l’effet le plus faible sur la croissance en 

lait (Garault et al., 2002). 

 Chez S. pneumoniae et S. gordonii, le système Ami permet la croissance dans un milieu 

complexe dont la source azotée est apportée sous forme de peptides (Alloing et al., 1994 ; 

Jenkinson et al., 1996). Chez S. gordonii, parmi les trois protéines affines aux oligopeptides 

(HppA, HppG et HppH), seule HppA semble avoir un rôle dans la croissance en milieu 
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complexe, car la croissance d’un simple ou double mutant hppG
-
 et/ou hppH

-
 ne semble pas 

affectée en milieu complexe (Jenkinson et al., 1996). 

 Rôle dans le renseignement sur les conditions environnementales 

Les bactéries communiquent entre-elles grâce à de petites molécules. Cette 

communication, encore appelée quorum sensing, leur permet d’échanger des informations sur les 

conditions environnementales. Les molécules de signalisation s’accumulent jusqu’à une 

concentration seuil (quorum), qui constitue un signal à partir duquel la bactérie module 

l’expression de certains gènes cibles (sensing). 

Les molécules de signalisation sont synthétisées dans le cytoplasme, sous forme de 

précurseurs, puis sécrétées. Dans certaines conditions et après maturation, elles sont ré-

internalisées et permettent la modulation de l’expression de certains gènes par interaction avec 

certains régulateurs. In fine, cela aboutit à l’adaptation des bactéries aux changements de 

conditions environnementales (Lazazzera et al., 1997 ; Slamti et Lereclus, 2002). Pour être 

internalisées, ces molécules emprunte un système de transport tel qu’un système de transport 

d’oligopeptides de type ABC.  

 Chez S. thermophilus, le système système Ami intervient de façon indirecte dans 

l’expression des gènes en jouant un rôle de « renseignement » sur les conditions 

environnementales. En effet, lorsque la souche LMD-9 est cultivée en milieu chimiquement 

défini, la compétence naturelle se déclenche par la production d’un petit peptide hydrophobe 

appelé ComS (pour Competence Signal) de 24 résidus. Ce peptide signal est produit sous forme 

d’un précurseur, puis sécrété et maturé. A partir d’une certaine concentration dans le milieu 

extracellulaire, le peptide mature baptisé ComS* est ré-internalisé essentiellement par AmiA3. 

Une fois à l’intérieur de la cellule, ComS* interagit avec le régulateur ComR (Competence 

Regulator), qui appartient à la famille des régulateurs Rgg. ComR, une fois, activé, va à son tour, 

moduler la transcription de deux gènes : d’une part, le gène comS, et d’autre part le gène comX 

codant un facteur sigma alternatif qui régule les gènes tardifs de la compétence (Fontaine et al., 

2010 ; Gardan et al., 2009) (Figure 15).  
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Figure 15 : Modèle d’activation de la compétence naturelle chez la souche 

Streptococcus thermophilus LMD-9 lors de la croissance en milieu chimiquement défini 

(Fontaine et al., 2010) 

1. Déclenchement de la transcription du gène comS, en milieu chimiquement défini, pour synthétiser le précurseur 

pré-ComS.  

2. Sécrétion de pré-ComS, probablement via le système de sécrétion générale. 

3. Maturation de pré-ComS et accumulation de sa forme mature (ComS*) dans le milieu extracellulaire.  

4. A partir d’une certaine concentration, le peptide ComS* serait reconnu par la protéine AmiA3 et internalisé via le 

système Ami. 
5. Interaction de ComS* internalisé avec le régulateur transcriptionnel ComR. 

6. Fixation de la protéine ComR à son opérateur situé en amont de la boîte -10 des gènes comS et comX, pour activer 

ces gènes respectivement. Les flèches noires indiquent les promoteurs ; + : activation des gènes cibles par ComR 
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Récemment chez Lc. lactis IL1403, un rôle dans la perception de l’environnement a été attribué 

au système Opt via la protéine affine OptS (Lamarque et al., 2011). La protéine OptS, 

contrairement au DtpT permet, spécifiquement en lait, l’entrée de peptides de signalement qui 

peuvent agir sur le régulateur CodY et donc moduler l’activité du système protéolytique.  

 Chez les streptocoques pathogènes, en plus de leur rôle dans la nutrition azotée, les 

systèmes de transport des oligopeptides jouent également un rôle dans la régulation des gènes 

impliqués dans la virulence des bactéries. Chez S. pneumoniae, le système de transport Ami 

participe directement ou indirectement dans la régulation des gènes de la compétence ou de 

l’adhérence. Deux voies possibles de régulation de la compétence ont été proposées. La première 

mettrait en jeu les peptides internalisés à l’intérieur de la cellule par le système Ami qui une fois 

à l’intérieur de la cellule, seraient dégradés en acides aminés, dont certains joueraient un rôle 

important dans la régulation générale des gènes impliqués dans plusieurs fonctions comme le 

transport des acides aminés, la compétence et l’adhérence des cellules. La deuxième impliquerait 

probablement des molécules de signalement (des phéromones) qui pourraient être internalisées 

aussi par le système Ami (Claverys et al., 2000, 2006).  

4. 2. 1. 3. Les peptidases intracellulaires de Streptococcus thermophilus 

 Les peptides internalisés par le système de transport sont ensuite dégradés par un pool de 

peptidases intracellulaires avec des spécificités partiellement chevauchantes (Kunji et al., 1996). 

Un grand nombre de ces peptidases intracellulaires a été purifié et caractérisé biochimiquement 

chez différents genres de bactéries lactiques : Lactococcus, Lactobacillus et Streptococcus. 

Chez S. thermophilus les caractéristiques biochimiques de quinze peptidases intracellulaires ont 

été étudiées (PepA, PepS, PepN, PepC, PepB, PepQ, PepV, PepT, PepM, PepXP, PepP, PepO, 

PepX, AP1 et EP), dont les deux dernières (AP1 : un amiopeptidase, EP : un oligopeptidases) 

spécifiques de S. thermophilus n’ont pas été retrouvées chez les lactococques (Chapot-Chartier et 

al., 1994 ; Chavagnat et al., 2000 ; Liu et al., 2009a ; Rul et Monnet, 1997 ; Rul et al., 1994 ; 

Tsakalidou et al., 1997). S. thermophilus obtient donc grâce à sa diversité de peptidases 

intracellulaires une diversité d’acides aminés exogènes plus large que celle d’autres BL.  

Les peptidases peuvent être classées en exopeptidases ou endopeptidases. Les exopeptidases 

hydrolysent les liaisons peptidiques à partir des extrémités amino (aminopeptidases) ou carboxy 
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(carboxypeptidase) terminales des chaînes polypeptidiques tandis que les endopeptidases 

hydrolysent les liaisons peptidiques internes à l’oligopeptide (Tableau 8). 

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des peptidases caractérisées biochimiquement ou déduites 

de séquences codantes chez Streptococcus thermophilus. 

Peptidases ou activités peptidasiques  

Spécificité de coupure chez la(les) souche(s) 

étudiée(s) et caractéristiques biochimiques 

Numéro d’accession du gène codant pour la peptidase chez les 

souches dont le génome est entièrement séquencé 

 LMD-9 LMG18311 CNRZ1066 ND03 JIM8232 

Endopeptidases 

PepO : Métallopeptidase (endopeptidasique) 

Souche A : 70 kDa ; pHo 6,5 ; To 41°C 

(Chavagnat et al., 2000) 

YP_821179 YP_140299 YP_142213 ADQ63857 CCC20811 

PepF/PepB  YP_819966 YP_140869 YP_138979 ADQ62516 CCC19292 

Oligoendopeptidase F  YP_820673    CCC20219 

Aminopeptidases 

PepA : Métallopeptidase (Glu-X et Asp-X) 

Souche CNRZ 302 : 45 kDa ; pHo 8,5 ; To 62°C  
(Rul et al., 1995) 

YP_821150 YP_140265 YP_142180 ADQ63821 CCC20773 

PepN : Métallopeptidase à spécificité large :  

résidus ni acides ni Pro en position P2   

Souche CNRZ302 : 97 kDa ; pH 7,0 ; To36°C  

(Rul et al., 1994) 

Souche A : 95 kDa ; pH 7,0 ; To 37°C  

(Chavagnat et al., 1999) 

YP_820418 YP_139482 YP_141400 ADQ63016 CCC19904 

PepC : Peptidase à cystéine à spécificité large : 

résidus basiques, neutres hydrophobes et acides 

Souche CNRZ 302 : 50,4 kDa, pHo 7,0, To 50°C  

(Chapot-Chartier et al., 1994) 

YP_819783 YP_138769 YP_140658 ADQ62298 CCC19071 

PepS : Métallopeptidase (Arg-X, Tyr-X, Phe-X et 

Trp-X).  
Souche CNRZ 302 : 45 kDa ; pHo 8, ; To 55°C 

(Fernandez-Espla et Rul, 1999) 

YP_819646 YP_138607 YP_140495 ADQ62144 CCC18883 

PepM (Liu et al., 2009a) YP_820865 YP_139975 YP_141902 ADQ63528 CCC20450 

Peptidases spécifiques des résidus de proline 

PepX : Peptidase à sérine (Pro-X)  

Souche ACA-DC4 : 80 kDa ; pHo 7,0 ; To 50°C 

(Anastasiou et al., 2002; Tsakalidou et al., 1998) 

YP_820974 YP_140089 YP_142016 ADQ63642 CCC20579 

PepP : Activité peptidasique (X-Pro)  

Souche CNRZ302 (Rul et Monnet, 1997) 
YP_821056 YP_140156 YP_142075 ADQ63712 CCC20657 

PepQ : Activité peptidasique (X-Pro) 

 Souche CNRZ302 (Rul et Monnet, 1997) 
YP_820133 YP_139150 YP_141040 ADQ62690 CCC19530 

PepR : Activité peptidasique (Pro-X)  

Souche CNRZ302 (Rul et Monnet, 1997)  
    

Di-/tri-peptidase 

PepV   YP_820475 YP_139581 YP_141490 ADQ63093 CCC19999 

PepT  YP_820484 YP_139592 YP_141502 ADQ63103 CCC20010 
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4. 2. 1. 4. Les transporteurs d’acides aminés libres 

Plusieurs mécanismes de transport d’acides aminés ont été décrites chez les BL (Konings et al., 

1989). 

- Des systèmes de transport actif dont l’énergie est fournie par l’ATP ou d’autres composés 

phosphorylés riches en énergie. Ces systèmes catalysent généralement des réactions 

unidirectionnelles, irréversibles et permettent l’accumulation intracellulaire des acides aminés 

(Driessen et al., 1987). Chez S. thermophilus, ils sont utilisés pour transporter les acides aminés à 

chaîne ramifiée, la méthionine, la glutamine, et les acides aminés polaires (Hols et al., 2005 ; 

Juilliard, 2007). Chez S. thermophilus, comme chez S. pneumoniae, le transport de la glutamine 

est assuré par plusieurs transporteurs de type ABC soulignant l’importance de la glutamine pour 

la croissance des streptocoques. 

- Des transports couplés à la force protomotrice permettent le transport simultané et réversible 

d’acides aminés et de protons (ou d’autres cations comme le Na
+
). L’alanine, la glycine, la sérine 

et la thréonine peuvent utiliser ce type de transport (Ser/thr : Na) chez S. thermophilus.  

- Enfin, le transport par système antiport implique des gradients de concentration des acides 

aminés transportés. Ainsi, l’entrée d’un acide aminé précurseur est couplée à la sortie d’un 

produit de ce précurseur comme c’est le cas du couple arginine/ornithine chez S. thermophilus.  

4. 3. Activité uréasique chez Streptococcus thermophilus  

 L’acide lactique obtenu lors de la fermentation du lactose par S. thermophilus, joue un 

rôle important dans la coagulation du lait et dans la sécurité sanitaire puisque le développement 

de microorganismes pathogènes dans le lait est empêché. Pour ces raisons, lors de la fabrication 

des produits laitiers, la vitesse d’acidification est un critère technologique très important pour les 

industriels. Elle dépend du métabolisme des souches, lui même influencé par divers facteurs tels 

que le système protéolytique, le métabolisme glucidique et l’activité uréasique (Dandoy et al., 

2011 ; Galia et al., 2009 ; Monnet et al., 2004 ; Mora et al., 2004). Parmi les bactéries lactiques 

utilisées dans des produits laitiers fermentés, S. thermophilus est la seule bactérie à posséder une 

activité uréasique. L’uréase est une enzyme multimérique catalysant l’hydrolyse de l’urée en 

ammoniaque et en carbamate, celui-ci se décompose alors spontanément pour libérer une 
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deuxième molécule d’ammoniaque et une molécule d’acide carbonique (Juillard et al., 1988 ; 

Mora et al., 2004 ; Tinson et al., 1982 ; Zourari et Desmazeaud, 1991 ; Zourari et al., 1991). Au 

pH physiologique, l’acide carbonique (H2CO3) se dissocie en hydrogénocarbonate (HCO3
-
) et en 

proton (H
+
), les molécules d’ammoniaque sont en équilibre avec les ions ammonium (Mobley et 

Hausinger, 1989). (Figure 16). Au cours de la fermentation, en fonction de la quantité d’urée 

présente dans le lait (0,2 - 0,4 g.L
-1

), ces réactions affectent le taux de diminution du pH (dû à 

l’acide lactique produit) voire engendrent une remontée temporaire du pH (Martin et al., 1997 ; 

Mora et al., 2004 ; Pernoud et al., 2004 ; Spinnler et Corrieu, 1989 ; Tinson et al., 1982). 

L’influence de l’activité uréasique sur la vitesse d’acidification a été constatée lors de fabrication 

du yaourt (Zourari et al., 1991), et de différents types de fromages (Martin et al., 1997 ; 

Sepulchre et Monnet, 2001). Dans les fabrications fromagères, les opérations technologiques 

(découpage du caillé, brassage ….) doivent avoir lieu à des valeurs de pH données, mais en 

pratique, ces opérations sont généralement réalisées à des temps déterminés. De ce fait, les 

variations d’activité acidifiante dues à l’hydrolyse de l’urée entraînent des défauts et des 

variabilités importantes dans les fromages (texture, taux d’humidité, affinage). (Martin et al., 

1997) ont ainsi observé que les variations des teneurs en urée provoquaient des modifications 

dans les cinétiques d’acidification et dans la texture des fromages de type reblochon, confirmant 

les résultats obtenus par Spinnler et Corrieu. (1989). Par ailleurs, comme le lait contient des 

quantités variables d’urée, la conséquence au cours de la fermentation est imprévisible si les 

souches de S. thermophilus possèdent une activité uréasique.  

4. 3. 1. L’uréase 

 L’uréase est composée de trois sous-unités structurales différentes α, β et γ appelées 

respectivement UreC, UreB et UreA qui s’associent en trimère donnant une enzyme inactive 

(apo-uréase). La biogénèse de l’enzyme active se réalise grâce au concours de protéines 

auxiliaires UreD, UreF et UreG. Ces protéines sont nécessaires à l’incorporation de deux ions 

nickel au site actif de chaque trimère (qui se trouve dans la protéine UreC), qui se fait par une 

quatrième protéine accessoire, UreE. La synthèse du centre actif de l’uréase est complexe et 

nécessite la présence de nickel, de dioxyde de carbone et des protéines accessoires, ainsi que 
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l’hydrolyse du GTP (Benini et al., 1999 ; Mobley et al., 1995 ; Mulrooney et Hausinger, 2003). 

La figure 17 illustre les différentes étapes clés du processus d’activation cellulaire de l’uréase. 

L’activité de l’uréase est dépendante du nickel (Dixon et al., 1975). Toutes les uréases identifiées 

jusqu’à présent contiennent dans leur site actif du nickel qui semble avoir pour rôle la 

polarisation de la fonction carbonyle de l’urée (Wages et al., 1993). Le nickel qui est un élément 

nutritionnel indispensable pour la croissance des microorganismes se trouve à l’état de trace dans 

la nature (Thauer et al., 1980). Par contre, au delà d’une certaine concentration, le nickel devient 

toxique et inhibe la croissance cellulaire (Wu et al., 1994). De ce fait, le nickel doit pouvoir être 

transporté en quantité suffisante, mais non toxique, à l’intérieur de la cellule grâce à des 

transporteurs spécifiques de haute affinité. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Réactions de dégradation de l’urée à l’intérieur de la cellule bactérienne 

(Mobley et Hausinger, 1989) 

A) Hydrolyse de l’urée en deux molécules d’ammoniaque et d’acide carbonique 

1. Hydrolyse de l'urée par l’action de l'uréase en carbamate et ammoniaque 

2. Décomposition spontanée du carbamate en acide carbonique et ammoniaque 
B) Dissipation des métabolites de l’urée au pH physiologique 

 H2CO3 ↔ HCO3
-
 + H

+
  

 

 2 NH3 + 2 H2O ↔ 2 NH4
+
 + 2 OH
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Figure 17 : Modèle d’activation de l’uréase (Mulrooney et Hausinger, 2003) 

1) Formation d’une enzyme inactive (apo-uréase) à partir de l’assemblage de trois trimères de UreA, UreB et UreC. 

2) Fixation de l’apoprotéine à un complexe préformé composé de trois protéines accessoires essentielles : UreD, 

UreF et UreG. 

3) Activation de l’uréase par fixation de nickel dans le site catalytique de la sous-unité structurale UreC grâce à la 

protéine d’accessoire UreE en présence de CO2 et GTP. 
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4. 3. 2. Organisation génétique des gènes codant l’uréase  

 Chez la bactérie lactique S. thermophilus, l’opéron uréase présente une organisation 

génétique similaire à celle de la bactérie orale S. salivarius (Chen et al., 1996 ; Chen et Burne, 

2003 ; Mora et al., 2004). 

 Chez S. salivarius, 11 ORFs organisées en opéron ureIABCDEFGMQO, sont nécessaires 

pour que l’uréase soit active. Le gène ureI code un transporteur membranaire d’urée ; les gènes 

ureA, ureB et ureC codent les trois sous-unités γ, β et α qui constituent les protéines structurales ; 

les gènes ureE, ureF, ureG et ureD codent les protéines accessoires (auxiliaires) et les trois gènes 

ureM, ureQ et ureO codent trois protéines constituant un transporteur de nickel de type ABC. Les 

gènes ureM et ureQ codent deux protéines formant une perméase et le gène ureO code une 

ATPase (Chen et al., 1996 ; Chen et Burne, 2003) (Figure 18A). 

 Selon Mora et al. (2004), chez S. thermophilus, l’opéron ureIABCEFGD est composé de 8 

ORFs et est organisé comme celui de S. salivarius (Figure 18B). Les huit gènes de l’opéron ure 

de S. thermophilus montrent une très forte identité avec leurs homologues de S. salivarius, de 

97 à 100% selon le gène.  

 L’analyse des génomes séquencés de S. thermophilus montre la présence de 3 gènes 

localisés dans l’opéron ure et annotés comme des transporteur du cobalt. Il s’agit des gènes cbiM, 

cbiQ et cbiO. Les protéines cbiM, cbiQ et cbiO présentent de 97 à 99% d’identité avec les 

protéines UreM, UreQ et UreO de S. salivarus. Le nickel, étant un cofacteur essentiel pour 

l’uréase, les transporteurs de cobalt ayant la capacité de transporter le nickel et enfin, la forte 

identité qui se trouve entre les protéines chez les deux espèces nous laissent penser que les 

protéines CbiM, CbiQ et CbiO seraient en fait capables de prendre en charge le nickel nécessaire 

pour le fonctionnement de l’uréase. 
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Figure 18 : Organisation génétique de l’opéron uréasique chez (A) Streptococcus salivarius 

57.I et (B) Streptococcus thermophilus LMD-9  

A. Chez Streptococcus salivarius l’opéron uréasique comporte 11 ORFs organisées en opéron 

ureIABCEFGDMQO :ureI  code un transporteur membranaire de l’urée ; ureA, ureB et ureC codent les sous-unités 

γ, β et α qui constituent des protéines structurales ; ureD, ureE, ureF et ureG codent des protéines et accessoires ; 

ureM, ureQ et ureO codent les protéines formant un transporteur de nickel de type ABC (Chen et al., 1996 ; Chen et 

Burne, 2003). 

B. Chez Streptococcus thermophilus, 8 ORFs sont organisées en opéron ureIABCEFGD (Mora et al., 2004). Les 

trois gènes situés en aval de gène ureD sont annotés comme codant des protéines constituant un transporteur de 

cobalt de type ABC. Les gène cbiM (STER_0330) et cbiQ (STER_0331) codent chacun une perméase et le gène 

cbiO code une ATPase (STER_0332). Ils pourraient faire partie d’un même opéron. Les protéines CbiM, CbiQ et 

CbiO de Streptococcus thermophilus LMD-9 possèdent des pourcentages d’identité de 99, 97 et 97% avec les 

protéines UreM, UreQ et UreO de Streptococus salivarius 57.I respectivement. 

A) 

 Perméase d’urée      Protéines structurales             Protéines accessoires      Transporteur du nickel 

           
     5’         

 ureI  ureA  ureB             ureC                             ureE   ureF     ureG     ureD      ureM      ureQ     ureO        
3’ 

B) 

Perméase d’urée      Protéines structurales            Protéines accessoires       Transporteur du cobalt 

                5’         
 ureI  ureA  ureB             ureC                             ureE   ureF     ureG     ureD      cbiM      cbiQ       cbiO        

3’ 



 73 

4. 3. 3. Importance de l’uréase  

Chez S. salivarius, l’uréase a deux rôles principaux : elle permet à la bactérie de résister à 

des pH acides et d’utiliser l’urée comme source d’azote (Chen et al., 2000). Malgré la forte 

identité entre l’uréase de S. salivarius et celle de S. thermophilus. L’uréase de S. thermophilus ne 

semble pas fournir un avantage sélectif contre l’acidité lors de la fermentation car l’activité 

uréasique se déclenche à des pH élevés (pH 5,5 et 6) (Mora et al., 2005b ; Zotta et al., 2008). En 

plus de l’effet du métabolisme de l’urée sur la cinétique d’acidification du milieu extracellulaire 

lors de la fermentation, Pernoud et al. (2004) ont montré que (selon les souches) le métabolisme 

de l’urée a aussi des conséquences sur la croissance et la production d’acide lactique. La 

consommation de l’urée augmente la production d’acide lactique, qui peut être due à la 

stimulation de la croissance par utilisation de métabolites de l’urée (dioxyde de carbone et 

ammoniaque) dans la synthèse cellulaire. De plus, les métabolites issus de la catalyse de l’urée 

peuvent être utilisés dans la biosynthèse des acides aminés et des acides nucléiques. 

L’ammoniaque est utilisée pour la synthèse de la glutamine via la glutamine synthétase GlnA 

(Figure 19), et le dioxyde de carbone est impliqué dans la biosynthèse des bases pyrimidiques et 

d’acides aminés tel que l’aspartate. (Arioli et al., 2007, 2009 ; Monnet et al., 2005).  

 Le dioxyde de carbone issu de l’hydrolyse de l’urée, est utilisé par la 

phosphoenolpyruvate carboxylase (PpC) qui joue un rôle fondamental dans la croissance de 

S. thermophilus en lait. PpC catalyse la réaction entre le phosphoénolpyruvate (issu de la voie de 

la glycolyse) et le dioxyde de carbone (issu de l’hydrolyse de l’urée ou importé de l’extérieur de 

la cellule) pour obtenir l’oxaloacétate, qui est ensuite converti en aspartate par l’aspartate 

aminotransférase AspA (Arioli et al., 2007). Un mutant ppC
-
 présente une croissance très faible 

dans le lait et n’est plus capable de coaguler le lait. 
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Figure 19 : Représentation schématique de l’activité enzymatique impliquée dans la 

biosynthèse de l’aspartate et de la glutamine à partir des catabolites de l’urée chez 

Streptococcus thermophilus (d’après Arioli et al. 2007, 2009) 

GluT : transporteur membranaire du glutamate ; PpC : phosphoénolpyruvate carboxylase ; AspA : aspartate 
aminotransférase ; GlnA : glutamine synthétase ; Ure : uréase ; CarB : carbamyl phosphate synthétase ; PEP : . 
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4. 3. 4. Régulation génétique de l’opéron uréase  

L’expression de l’opéron uréase varie en fonction de l’espèce. Chez S. thermophilus et 

S. salivarius l’expression de l’uréase est régulée par le pH du milieu de culture. Chez 

S. thermophilus, elle est maximale à pH 6 et non réprimée à pH neutre (pH inférieur à 6 n’a pas 

été testé dans cette étude). Chez S. Salivarius, elle est maximale à pH 5,5, réprimé à pH neutre 

(pH 7) ou à des pH acides (< à pH 4,3). De plus, contrairement à S. thermophilus, chez 

S. Salivarius, l’opéron uréase semble être est régulé par le niveau de composés carbonés (Chen et 

Burne, 1996 ; Chen et al., 1996). La différence observée entre les deux espèces peut être 

expliquée par la nature de leur niche écologique, pour S. thermophilus le lait où le lactose n’est 

pas en quantité limitante, la cavité buccale pour S. salivarius, où la disponibilité des glucides est 

strictement liée à l’apport alimentaire. Chez S. thermophilus, comme chez S. salivarius, 

l’expression de l’opéron ure n’est pas inductible par l’addition de nickel ou d’urée. 
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Objectif du travail 

 

L’équipe « Protéolyse et Biofonctionnalités des Protéines et Peptides » s’intéresse aux 

peptides bioactifs issus des protéines laitières. Ses recherches concernent (i) la production de 

peptides bioactifs à partir des protéines laitières par S. thermophilus et (ii) la compréhension de la 

biodisponibilité/mode d’action de peptides bioactifs modèles.  

La production de peptides bioactifs à partir des caséines par S. thermophilus implique de 

bien connaître le système protéolytique de cette bactérie. L’objectif de ma thèse a été double : 

1) évaluer la capacité du système protéolytique de S. thermophilus à produire des peptides 

bioactifs à partir des caséines bovines, 

2) évaluer la variabilité des systèmes de transport de peptides. 

 

Dans ce manuscrit les résultats obtenus sont organisés en 2 chapitres dont le premier a fait l’objet 

d’une publication parue en 2012. Les résultats du deuxième chapitre n’ayant pas encore été 

publiés, ils sont présentés in extenso et discutés.  
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1. Souches, milieux et conditions de culture 

1. 1. Souches bactériennes utilisées et conditions de conservation 

Seuls les matériels et méthodes employés pour l’obtention des résultats décrits dans le chapitre 2 

seront décrits cette partie. 

19 souches de S. thermophilus d’origines diverses ont été utilisées dans ce travail. Elle 

proviennent soit d’isolements réalisés au laboratoire à partir de produits laitiers d’origines 

différentes (yaourt ou fromages) (P. Bracquart, communication personnelle), soit de la collection 

CNRZ (Centre National de Recherches Zootechniques, INRA Jouy-en-Josas, France) soit de la 

collection ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) (Tableau 9). Ces 

souches sont stockées au laboratoire à - 80°C en lait écrémé reconstitué à 10% (m/v). De plus, les 

trois souches LMG18311, ND03 et JIM8232 dont leur génome est entièrement séquencé sont 

mentionnées dans le tableau pour comparer leurs génotypes avec les autres souches de collection. 

Les souches d’E. coli utilisées dans ce travail sont conservées en milieu de culture de Luria 

Bertani (LB) glycérolé (20%, v/v).  

1. 2. Milieux de culture 

 Les précultures de S. thermophilus ont été réalisées en lait écrémé reconstitué (10%) ou en 

milieu M17 supplémenté en lactose (20 g.L
-1

). Pour les suivis de croissance en milieu 

chimiquement défini, des précultures en milieu M17 suppléménté en lactose ont été réalisées de 

façon à récupérer les cellules en phase exponentielle (pH d’environ 5 à 5,5 et densité optique 

(D.O.) à 650 nm de 2 à 2,5). Il est à remarquer que dans les deux cas, les précultures ont été 

incubées à 42°C.  

Cinq milieux de culture ont été utilisés pour la croissance de S. thermophilus (Tableau 10) : le lait 

écrémé reconstitué à 10% (m/v) ; le milieu de culture synthétique M17 (Terzaghi et Sandine, 

1975) supplémenté en lactose à 20 g.L
-1 

; le milieu YL (Yeast extract-Lactose, Morice et 

al,. 1992) ; le milieu MCD (Milieu Chimiquement Définie) adapté pour S. thermophilus (Letort et 

Juillard, 2001) dans lequel les sources azotées ont été apportées sous forme de bacto-tryptone 
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(Fluka) ou bacto-casamino acids (Bacto
TM

 Casamino Acids de la société Becton, Dickinson and 

Company) ; le milieu Belliker a été utilisé pour la préparation de cellules compétentes et leur 

transformation (Tableau 11).  

Les cultures ont été placées à 42°C, sans agitation. Si nécessaire, de l’érythromycine 2 et 

5 µg.mL
-1 

a été ajoutée au milieu de culture M17. 

Les précultures d’E. coli ont été incubées pendant une nuit en milieu LB à 37°C sous agitation 

avant chaque expérience. Deux milieux ont été utilisés pour réaliser les cultures d’E. coli 

(Tableau 12) : le milieu LB (Sambrook et al., 1989) et le milieu SOC (Dower et al., 1988). Les 

cultures sont incubées à 37°C, sous agitation, avec ou sans érythromycine 150 µg.mL
-1

. 

 

Tableau 9 : List des souches de Streptococcus thermophilus utilisées dans ce travail  

 

 

 

L’origine des souches, ainsi que le pouvoir acidifiant, leur type d’ITS 16S-23S, la présence des gènes prtS et 

l’activité caséinolytique déterminés par Galia et al. (2009) sont mentionnés 
a Les souches LMG18311, ND03 et JIM8232 dont le génome est entièrement séquencé ont été ajoutées dans cette 
étude, mais leur pouvoir acidifiant et leur activité caséinolytique n’ont pas été déterminés 
b
 Source de ces souches selon Makarova et al. (2006), Bolotin et al. (2004), Sun et al. (2010), Delorme et al. (2011). 

Souche Origine 
Pouvoir 

acidifiant* 

Type d’ITS 

16S-23S* 

Gène 

prtS* 

Activité 

caséinolytique

* 

CNRZ391 Yaourt 

Fort 

 

II + + 

PB385 Yaourt II + + 

PB302 Yaourt II + + 

4F44 Fromage I + + 

LMD-9 Yaourt
b
 II + + 

PB18 Fromage II + + 

ST87 Fromage II + + 

ST88 Fromage II + + 

ST85 Fromage II + + 

CNRZ385N Yaourt 

Moyen 

 

I + + 

HD17 Yaourt I + - 

CNRZ404 Yaourt I + +/- 

ST14 Yaourt I - - 

CNRZ160 Yaourt I - - 

CNRZ445 Fromage I + +/- 

ATE11PB6 Yaourt I + - 

PB18O Fromage I + - 

CNRZ1066
 
 Yaourt

b
 

Faible 
I - - 

CNRZ21 Yaourt I - - 

LMG18311
a
 Yaourt

b
 

Non étudié 

I - Non étudiée 

ND03
a
 Lait

b
 I - Non étudiée 

JIM8232
a
 Lait

b
 I + Non étudiée 
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Tableau 10 : Composition des milieux de culture utilisés pour la croissance de 

Streptococcus thermophilus  

 

 

Milieux et conditions de 

stérilisation 

Composition 

Utilisation 
Constituant 

Concentration 

g.L
-1

 

Lait reconstitué à 10% 
(m/v) 

autoclave 110°C - 10 min 

Lait en poudre 100  
- Conservation des souches à -80°C 
- Préculture à 42°C 

- Suivi de pH et acidité Dornic 

Milieu Chimiquement 

Défini 
sans acide aminé, 

(Letort et Juillard, 2001) 

microfiltration 22 µm 
Additioné de bacto-

tryptone ou bacto-

casamino acid 

Lactose 5 

- Détermination de la croissanc par suivi 

du pH et D.O.650 nm 

Acetate de sodium 1 

Citrate 

d’ammonium 
0,6 

KH2PO4 3 

K2HPO4 2,5 

CaCl2 0,01 

MgCl2. 0,16 

Urée 0,24 

Pyridoxamine-HCl 0,8.10
-3
 

Acid Nicotinic 0,1.10
-3
 

Riboflavine 0,05.10
-3

 

Panthoténate de 

calcium 
0,1.10

-3
 

Thiamine-HCl 0,005.10
-3

 

Acide ascorbique 0,5 

M17 

(Terzaghi et Sandine, 
1975) 

autoclave 120°C - 20 min 

Bacto-tryptone 2,5  

- Extraction d’ADN, ARN 

- Détermination de la croissanc par suivi 

du pH et D.O.650 nm 

Extrait de levure 2,5  

Sulfate de 

magnésium 
0,25  

Acide ascorbique 0,5  

Extrait de viande 3  

Soyase 5  

Lactose 20  

Bacto-peptone 2,5  

ß-glycérophosphate 

de sodium 
19  

Milieu YL* 

(Morice et al., 1992) 

autoclave 120°C - 20 min 

Extrait de levure 8  Détermination de la croissanc par suivi 
du pH et D.O.650 nm Lactose 20  
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Tableau 11 : Milieux et solutions utilisés pour la préparation de cellules compétentes de la 

souche Streptococcus thermophilus LMD-9  

 

Milieu * 

Composition 

Utilisation 
Constituant 

Concentration 

g.L
-1
 

Belliker (Fluka) 
Elliker (D178) 48,5  

Préparation des 

cellules 

compétentes et 
transformation 

Extrait de viande 10  

Belliker solide 

Elliker (D178) 48,5  

Extrait de viande 10  

Agar 20  

Belliker avec thréonine 

(Sigma) 

Belliker-Thr (20 mM) 

Elliker (D178) 48,5  

Extrait de viande 10  

Thréonine 2,38  

Belliker avec thréonine et 

Glycine (Roth) 

Belliker-Thr (20 mM) -Gly 
(130 mM) 

Elliker (D178) 48,5  

Extrait de viande  10  

Thréonine 2,38  

Glycine 10  

 

Solution 

Composition 

Utilisation 
Constituant 

Concentration 

g.L
-1
 

Tampon d’électroporation 

à pH 6 

HEPES 1,6675  
Préparation des 

cellules 

compétentes  MgCl2 0,2025  

 
* Tous les milieux cités ci-dessus ont été stérilisés à l’autoclave à 110°C pendant 20 min 
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Tableau 12 : Composition des milieux de culture d’Escherichia coli 

 

Milieu et conditions 

de stérilisation 

Composition 

Utilisation 
Constituant 

Concentration 

g.L
-1

  

SOC 

(Dower et al., 1988) 
autoclave 120°C - 

20 min 

KCl 0,18  

Régénération des 

cellules transformées 

après électroporation 

Bacto-tryptone  20  

Extrait de levure 5  

NaCl 0,5845  

D-glucose 3,6 

MgCl2 2,03  

MgSO4 2,46  

LB 

(Sambrook et al., 1989) 
autoclave 120°C - 

20 min 

Extrait de levure 5  Culture  

d’Escherichia coli  

 
Bacto-tryptone 10  

NaCl 5  

 
Les milieux de culture gélosés ont été obtenus par l’ajout de 15 g.L-1 d’agar 
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2. Extraction d’ADN génomique et ARN totaux, réactions de PCR, 

conditions d’électrophorèse et séquençage 

2. 1. Extraction de l’ADN génomique de Streptococcus thermophilus  

 A partir d’une culture de 24 h réalisée dans 50 mL de milieu M17, les cellules 

bactériennes ont été récupérées par centrifugation 10 min à 3900 x g à 4°C, lavées 2 fois avec 

5 mL de tampon TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 8 mM pH 8) et remises en suspension dans 5 mL 

de TE. Afin d’hydrolyser la paroi des bactéries, 250 μL d’une solution de lysozyme (Roche) 5% 

(m/v) ont été additionnés. Après 1 h d’incubation à 37°C, 600 μL d’EDTA (0,5 M pH 8) et 50 μL 

d’une solution de protéinase K (Roche) 2% (m/v) ont été ajoutés. Après 15 min d’incubation à 

37°C, 660 μL d’une solution de SDS 10% (m/v) ont été ajoutés et l’ensemble a été incubé à 50°C 

jusqu’à ce que les cellules soient lysées. Le lysat a ensuite été aliquoté à raison d’1 mL par tube 

et 350 μL d’acétate de potassium froid (5 M acide acétique, 3 M acétate de potassium) ont été 

ajoutés à chaque tube. Après 15 min d’incubation sur glace, les surnageants contenant les acides 

nucléiques ont été récupérés après centrifugation (15 min, 12000 x g à 4°C). Les ARN ont alors 

été éliminés par addition d’une solution de RNase A (Roche) 1% (m/v). Après 60 min 

d’incubation à 37°C, un volume d’isopropanol froid permet de précipiter l’ADN génomique. Le 

culot est alors lavé à l’éthanol 70% (v/v), séché pendant 5 min à 42°C puis dissout dans un 

volume d’eau ultra pure. 

2. 2. Extraction des ARN totaux de Streptococcus thermophilus 

2. 2. 1. Récupération des cellules bactériennes 

 Les ARN totaux ont été extraits à partir de cellules bactériennes cultivées en milieu M17 

(45 mL) et récupérées par centrifugation pendant 15 min à 3900 x g et à 4°C. Les culots 

bactériens obtenus ont été directement congelés dans de l’azote liquide, puis conservés à -80°C. 
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2. 2. 2. Extraction et quantification de l’ARN total 

 Les ARN totaux ont été extraits à l’aide du réactif Trizol (Sigma) (Chomczynski et 

Sacchi, 1987 ; Chomczynski, 1993)  

Le culot bactérien a été resuspendu dans 4 mL de Trizol et incubé pendant 5 min à température 

ambiante pour permettre la dissociation complète des complexes nucléoprotéiques. L’homogénat 

a ensuite été aliquoté. A 5 volumes d’homogénat a été ajouté 1 volume de chloroforme. Après 

homogénéisation, les protéines ont été séparées des acides nucléiques par centrifugation à 

12000 x g et à 4°C pendant 15 min. La phase aqueuse a été récupérée et un volume d’isporopanol 

froid a été ajouté afin de précipiter l’ARN. Après une centrifugation à 12000 x g à 4°C pendant 

20 min, le culot contenant l’ARN a été récupéré, lavé à l’éthanol 70% (v/v), séché puis dissout 

dans 90 µL d’eau ultra pure. 

Afin d’éliminer l’ADN génomique présent dans les échantillons, les échantillons ont été traités 

une première fois à la DNAse I. Pour cela, les échantillons ont été placés en présence de 1 µL de 

DNase I (10 U.µL
-1

, Roche) et de 10 µL de tampon concentré 10X (DNase I recombinant, 

RNase-free, Roche), ainsi que de 1 µL d’un inhibiteur de RNase (RNaseOUT
TM

, Invitrogen) est 

incubés pendant 30 min à 37°C.  

Après la première étape d’élimination de l’ADN génomique, l’ARN a été purifié. Pour cela, à 

deux volumes de solution d’ARN, un volume d’acétate de sodium (3 M, pH 6) et 3,5 volumes 

d’eau ultra pure ont été ajoutés. Cinq volumes de phénol/chloroforme ont ensuite été ajoutés et le 

mélange a été homogénéisé puis centrifugé pendant 5 min à 12000 x g et 4°C. La phase aqueuse 

a été récupérée et un volume d’isopropanol froid ajouté. Après une incubation de 10 min à 

température ambiante, une seconde centrifugation a été effectuée pendant 20 min à 12000 x g et 

4°C. Le surnageant a été alors éliminé et le culot d’ARN lavé avec un volume d’éthanol à 70% 

(v/v), séché, et dissout dans de l’eau ultra pure. Les ARN totaux obtenux ont été quantifiés par 

mesure de l’absorbance à 260 nm (A260 nm), après dilution adéquate des ARN dans de l’eau ultra 

pure. La concentration d’ARN (μg.mL
-1

) a été obtenue grâce à la relation suivante : 

[ARN] = A260 nm × 0,04 × facteur de dilution 

Enfin, 4 µg de l’ARN récupéré ont été traité avec la TURBO DNase (fourni dans le kit TURBO 

DNA-free
TM

, Ambion), permettant d’assurer l’élimination complète d’ADN génomique. Pour 

cela, les ARN ont été placés 90 min à 37°C en présence de 3 µL de TURBO DNase et de 2 µL de 
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tampon concentré 10X. La réaction de 20 µL a été interrompue par ajout de 4 µL de réactif 

d’inactivation fourni dans le kit. Après 5 min d’incubation à température ambiante, le surnageant 

a été récupéré par centrifugation à 12000 x g et 4°C pendant 90 s. 

2. 3. Design des amorces  

 Les amorces utilisées dans ce travail ont été dessinées avec le logiciel Primer 3 input 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Les caractéristiques des amorces utilisées (séquences, tailles et 

positions sur le génome) sont présentées dans les tableaux 13, 14 et 15. 

2. 4. Conditions d’amplification par PCR 

2. 4. 1. Réactions standard de PCR 

 Des réactions de PCR classiques ont été réalisées pour amplifier des fragments d’ADN 

dont la taille est inférieure à 1 kb. Dans un volume final de 20 µL, 80 ng d’ADN génomique ont 

été mélangés à 2 µL de tampon PCR 10X (Invitrogen), 0,6 µL de MgCl2 (50 mM, Invitrogen), 

0,4 µL d’une solution de dNTP (10 mM, BioRad), 1 µL de chacun des oligonucléotides (25 µM, 

synthétisés à façon par la société Eurogentec), 0,24 µL de la Taq polymérase (5 U.mL
-1

, 

Invitrogen). La réaction se déroule en trois étapes. Une première étape de 4 min à 94°C permet la 

séparation des brins d’ADN. Ensuite, 30 cycles sont réalisés, chacun étant composé d’une phase 

de dénaturation de 45 s à 94°C, une phase d’hybridation des amorces de 30 s avec une 

température qui varie selon les amorces et une phase d’élongation de 45 s à 72°C (ce temps 

dépend de la taille du produit à amplifier). Les différents couples d’amorces utilisés, les tailles 

d’amplicon attendus, les températures d’hybridation ainsi que l’objectif de l’utilisation de chaque 

couple d’amorces sont indiqués dans les tableaux 16 et 17. Les réactions ont été effectuées dans 

un thermocycler My Cycler (BioRad). 

 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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Tableau 13 : Séquence des amorces utilisées pour l’amplification de séquences d’ADN 

génomiques par PCR 

Amorces Séquence du côté 5’ au côté 3’ Position des amorces 

amiC rev GTCTGTCCTTGGCCTTGTGT 
Séquence interne du gène amiC 

amiC for CGGCTTTGACCTACACGATT

 

amiD rev GTCTGTCCTTGGCCTTGTGT 
Séquence interne du gène amiD 

amiD for CGGCTTTGACCTACACGATT

 

amiE rev CGTCCCTGGAATTGAGAAGA 
Séquence interne du gène amiE 

amiE for ACCGTGGCAAAGACTTGACT

 

amiF rev TGAAACGGACCACTGACAAA 
Séquence interne du gène amiF 

amiF for CGGCGAAGGAAGAAAGAAGT

 

amiA3 rev TCAAAGACTATGATGCCTTG Séquence interne du gène amiA1/amiA3 

amiA2N for TGATGTCGTAGGTTCGAGTCC Séquence interne du gène ARNr 

amiA2LR rev AATGCGTTGGTTCGTAAAGG Séquence interne du gène cfa 

dtpT for TGCTTGGACATATCGTGCTC

 
Séquence interne du gène dtpT 

dtpT rev AATCGCCCAGAACAAAACAG Séquence interne du gène dtpT 

obp LM for TGAGTTGACCGCTTCTGATG Séquence interne du gène otsA 

obp LM rev ACGACCCCCATGTTATGTGT Séquence interne du gène otsD 

obp ER for CAAACATGCATGGAAACCTG Séquence interne du gène otsB 

obp ER rev GACCCCCAGATAACACGAGA Séquence interne du gène otsC 

obp1 for ACAGTCAAGTGGCGTCTGTAA Région promotrice du gène otsA 

obp2 rev GGGAAGTTGAAAAGGAAAGGA Séquence interne du gène otsA 

obp3 for ACTAAAATTATTATGGGAACAGC Séquence interne du gène otsA 

obp4 rev AATGGACCTGCAAAAGGCTTA Séquence interne du gène otsA 

obp5 for TAACGTCCTCTGGGAGCAAA Séquence interne du gène otsA 

obp6 rev CTTTTGCTTTATCAACAGATGG Séquence interne du gène otsA 

obp7 for AAGCAGTCGCTAATTTGGTTGA Séquence interne du gène otsA 

obp8 rev CGATTTGCTTCCCTTCAAGTA Séquence interne du gène otsA 

obp9 for AGTGCGGCTCGAGTTAAGAA Séquence interne du gène otsA 

obp10 rev ACCGATGACCATCGCTAAAAT Séquence interne du gène otsB 

obp11 for TGACTGGCGATCCAATTTCC Séquence interne du gène otsB 

obp12 rev AAAGTTGAAATCAAATTCGTTCG Séquence interne du gène otsB 

obp13 for CCATCAAATGGTCGTGTCTC Séquence interne du gène otsB 

obp14 rev TAATCAAACCGGTCAGCAACAT Séquence interne du gène otsC 

obp15 for CGAGATTTCAATGCCGTACA Séquence interne du gène otsB 

obp16 rev TGAGGGACAAAAACCACGGT Séquence interne du gène otsC 

obp17 for ACTATTGCTCGCGATTGTCA Séquence interne du gène otsC 

obp18 rev TTGATCAATCGTTAAACAAGCC Séquence interne du gène otsD 

obp19 for ATGACTTAGCAGATCCTCG Séquence interne du gène otsC 

obp20 rev GACAATCCGTTGCTTTTGA Séquence interne du gène otsD 

obp21 for GGCCGTAAGTTGACAAATGC Séquence interne du gène otsD 

obp22 rev AGCACCTTACCGTAGACTTTT Séquence interne du gène otsD 

obp23 for TTTGAAATTCGCAAAGGAGAAG Séquence interne du gène otsD 

obp24 rev TTCACCATGATATAAGACCGAA Séquence interne du gène otsD 

obp25 for TGTCCAAAAAGAAGTTTTGAAAT Séquence interne du gène otsD 

obp26 rev AAAAACATGCTCACCTTAAAAAC Région terminatrice du gène otsD 

RT-obp for GCAAATCGCTGTTTCAGGA Séquence interne du gène otsA 

RT-per rev AAATCGCACCAAACAGTATCG Séquence interne du gène otsB 

RT-ATPase rev CATCAAAATCGCCTTGGTCT Séquence interne du gène otsD 
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Tableau 14 : Séquence des amorces utilisées pour l’amplification de séquences d’ADN par 

PCR 

 

Amorces Séquence du côté 5’ au côté 3’ Position d’amorce 

obp I for TAAGTTCTAGAATTC
a
TTATGGGAACAGCATTATGTACT + 23

d
 

obp I rev ACTTAAGGGGATCC
b
ATGGACCTGCAAAAGGCTTA + 609

 d
 

obp II for CGTATAGATGGATCC
b
TTCAATGTCAATGCCCGTTA + 2026

 d
 

obp II rev ATTTAATATCTCGAG
c
TCGTCTCGGTTAGAATTGCAC + 2639

 d
 

pGhost9 for CCATTTTGAACGATGACCTC plasmide pGhost9 

pGhost9 rev GACAGCTTCCAAGGAGCTAA plasmide pGhost9 

sigma for CCAAATGGCTGTCATCCTCT + 826
d
 

sigma rev GACCCAACACCTGAGCAAAT + 69
d
 

amiFquantfor CTTCCACGATTGTCCCCTTAT + 694
d
 

amiFquantrev TTCGTGCCCAAGTTTTGAATTT + 553
d
 

dtptquantfor AACGTTCTGTTGCCGTAACC + 838
d
 

dtptquantrev CGTTGTGATGAACCTTGTCG + 704
d
 

otsAquantfor CATGAGTTGACCGCTTCTGA + 340
d
 

otsAquantrev TTTGCTTCGACTGATTCCAT + 445
d
 

 

a, b, c Séquences soulignées indiquent respectivement les sites de restriction des enzymes EcoRI, BamHI, XhoI. 

Les séquences en italique indiquent les nucléotides ajoutés aux amorces.  
d Positions des amorces par rapport à l’ATG  
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Tableau 15 : Amorces utilisées pour la réalisation d’amplification de séquences d’ADN 

génomiques par PCR pour faire MLST 

 

Amorce Séquence du côté 5’ au côté 3’ Position des amorces 

glcK for TGGGCAGAAACTCAAGAA Séquence interne du gène glcK 

(glucose kinase) glcK rev AACACCACCACCGATAAC 

ddlA for TCAAGTGTAGCTATGGAC Séquence interne du gène ddlA 

(D-alanine D-alanine ligase) ddlA rev GTAGATGGCTCCATCCTC 

pepO for AACTCTACCACCCATATGA Séquence interne du gène pepO 

 (endopeptidase) pepO rev GGTTTATTCCACTTGCTCCAG 

ilvC for ATACAGGTCACGATGTTAT Séquence interne du gène ilvC  
(ketol-acid reductoisomerase) ilvC rev GGTGCATATCCAGCTTCAGT 

thrS for ATCACTGAAGATGGAAGC Séquence interne du gène thrS 

(threonyl-tRNA synthétase) thrS rev CCAAGTTTACGGTGGTCA 

tkt for CTGGCCACCCTGGTGTGG Séquence interne du gène tkt  

(transketolase) tkt rev GGAGCACCGTGAACACCG 

pyrE for CGCTTTACGGAGGAACAT Séquence interne du gène pyrE 

(orotate phosphoribosyltransferase) pyrE rev GTCCGTCTGCAGTGATGT 

dnaE for GGACTGGGAGCCTGGGAT Séquence interne du gène dnaE 

(ADN polymérase III) dnaE rev ACTCCCTGCAGCAGACCC 

 

Les nucléotides surlignés en vert correspondent aux nucléotides ajoutés à l’amorce, en bleu aux nucléotides modifiés 

par rapport aux amorces utilisées par Delorme et al. (2007, 2010). 



 94 

Tableau 16 : Couples d’amorces utilisés dans les réactions de PCR 

 

Couple d’amorce 

Taille 

d’amplicon 

(pb) 

Température 

d’hybridation 

(°C) 

Utilisation 

amiC rev/amiC for 615
 

52 Présence/absence du gène amiC 

amiD rev/amiD for 601 52 Présence/absence du gène amiD 

amiE rev/amiE for 614 52 Présence/absence du gène amiE 

amiF rev/amiF for 605 52 Présence/absence du gène amiF 

amiC rev/ amiA3 rev 4700 ou 1100 52 
Présence/absence des gènes amiA1 

et amiA3 

amiA2N for/amiA2LR rev 5760 ou 1690 50 Présence/absence du gène amiA2 

dtpT for/dtpT rev 608 52 Présence/absence du gène dtpT 

obp LM for/obp LM rev 4129 56 
Présence/absence du cluster ots 

obp ER for/obp ER rev 536 52 

obp1 for/obp2 rev 667 58 

Séquençage du cluster ots 

obp3 for/obp4 rev 617 58 

obp5 for/obp6 rev 623 58 

obp7 for/obp8 rev 612 58 

obp9 for/obp10 rev 642 58 

obp11 for/obp12 rev 610 58 

obp13 for/obp14 rev 633 58 

obp15 for/obp16 rev 643 58 

obp17 for/obp18 rev 663 58 

obp19 for/obp20 rev 625 58 

obp21 for/obp22 rev 699 58 

obp23 for/obp24 rev 612 58 

obp25 for/obp26 rev 579 58 

obp8 rev/obp9 for 91 58 

RT-PCR 

obp12 rev/obp13 for 212 58 

obp16 rev/obp17 for 108 58 

obp22 rev/obp23 for 128 58 

RT-obp for/RT-per rev 250 56 

obp15 for/obp14 rev 216 58 

obp19 for/RT-ATPase rev 170 58 

sigma for/ sigma rev 130 58 

obpI for/obpI rev 633 58 

Construction du mutant ∆ots 

obpII for/obpII rev 640 58 

pGhost9 for/obp13 for 895 56 

obp4 rev/pGhost9 rev 710 56 

obp12 rev/obp LM for 745 56 

La taille des amplicons attendus, la température d’hybridation et leur objectif d’utilisation sont indiqués. 
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Tableau 17 : Couples d’amorces utilisés et taille des amplicons attendus pour 

l’amplification par PCR des séquences de « gènes de ménage » pour le typage par MLST 

 

Couple d’amorce Taille d’amplicon (pb) 
Temperature d’hybridation 

 (°C) 
Utilisation 

glcK for/glcK rev 540 50 

MLST 

ddlA for/ddlA rev 531 50 

pepO for/pepO rev 643 50 

ilvC for/ilvC rev 547 50 

thrS for/thrS rev 590 50 

tkt for/tkt rev 721 50 

pyrE for/pyrE rev 602 50 

dnaE for/dnaE rev 556 50 
 

 

2 .4. 2. Réaction de Long-Range PCR  

 La Long-Range PCR a été utilisée pour amplifier des fragments d’ADN de taille 

supérieure à 1,5 kb. Le protocole expérimental de cette réaction consiste à mélanger 2 µL de 

tampon PCR 10X (Sigma), 0,4 µL de la solution de dNTP (10 mM, BioRad), 0,12 µL de chacun 

des oligonucléotides (100 µM, Eurogentec) et 1 unité de l’accu Taq (Sigma) à 80 ng d’ADN 

cible. De l’eau ultra pure est ajoutée pour compléter le volume final à 20 µL. L’appareil est 

programmé de la manière suivante : la première étape de dénaturation s’effectue pendant 5 min à 

95°C, suivie de 32 cycles, chacun étant composé d’une phase de 45 s à 95°C, une phase de 30 s à 

la température d’hybridation (variable en fonction des amorces), une dernière phase à 68°C dont 

le temps varie en fonction de la taille du produit à amplifier. L’étape d’élongation finale se 

déroule à 68°C pendant 10 min. Les différents couples d’amorces utilisés, les tailles d’amplicon 

attendus, les températures d’hybridation ainsi que l’objectif de l’utilisation de chaque couple sont 

indiqués dans le tableau 16. Les réactions ont été effectuées dans un thermocycler My Cycler 

(BioRad). 
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2. 5. PCR en temps réel 

2. 5. 1. Préparation des ADN complémentaires 

 Les ARN ont été convertis en ADN complémentaires en utilisant la « Reverse 

Transcriptase - PCR » (RT-PCR). Les ARN ont été dénaturés 5 min à 65°C en présence de 5 μL 

de Random primers (200 µg.mL
-1

), 2,5 µL de dNTP (10 mM) (BioRad) et 7,5 µL d’eau stérile.  

Après refroidissement rapide dans la glace, 2,5 μL d’un inhibiteur de RNase (RNaseOUT
TM

, 

Invitrogen), 10 μL de tampon 5X (Invitrogen) et 5 μL de DTT 0,1 M (Invitrogen) ont été ajoutés 

et le mélange a été incubé 2 min à 37°C. Après ajout de 2,5 μL de Reverse Transcriptase M-MLV 

(Invitrogen), 10 min à 25°C puis 50 min à 37°C sont nécessaires pour réaliser la 

rétrotranscription. La rétrotranscription a été stoppée par incubation à 70°C pendant 15 min et les 

ADNc ont été conservés à - 20°C. Les ADNc ainsi obtenus ont ensuite été utilisés comme 

matrice dans la recherche de transcrit spécifique des gènes étudiés par PCR. 

2. 5. 2. Quantification des niveaux d’expression 

La PCR en temps réel a été réalisée au moyen d’un thermocycleur couplé à un module de 

détection de type MJ Opticon Monitor
TM

 (Biorad). Les réactions ont été effectuées sur des 

plaques 96 puits, chaque puits contenant 7,5 μL de MESA GREEN SYBR Assay No ROX 

(Eurogentec), 1,5 μL de chaque amorce (à 1 μM chacune), 25 ng d’ADNc et 2,5 μL d’eau ultra 

pure. Après avoir été recouverte, la plaque a été centrifugée 30 s à 5000 g. Le cycle de PCR 

utilisé comporte une étape de dénaturation primaire à 95°C de 5 min, suivie de 40 cycles 

d’amplification (95°C pendant 15 s et 58°C pendant 45 s). 

Le principe de la PCR quantitative en temps réel est basé sur la détection et la quantification d’un 

indicateur fluorescent (dans cette étude, il s’agit du Sybr-Green) de la production d’amplicons 

durant chaque cycle d’amplification. L’augmentation du signal fluorescent est directement 

proportionnelle à la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR. Ainsi, grâce à un 

système de détection de la fluorescence, la courbe d’amplification de l’ADNc au cours du temps 

peut être tracée. Le seuil de détection de la fluorescence n’est atteint qu’après un certain nombre 
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de cycles d’amplification. Le premier cycle de démarrage de la phase d’amplification correspond 

au cycle seuil (Threshold Cycle) définie par la valeur Ct. Ce nombre-seuil est en fonction de la 

quantité initiale de séquences d’ADNc cibles présentes dans la réaction de PCR. En fait, plus la 

valeur Ct est élevée, plus la quantité initiale d’ADNc présents dans la réaction de PCR est faible. 

Pour valider le Ct de chaque échantillon, la réaction est réalisée en triplicat et la moyenne des 

trois valeurs de Ct est utilisée. 

Dans cette étude, pour normaliser la quantité d’ADNc présents dans chaque échantillon, le niveau 

de transcription des gènes cibles a été comparé à celui d’un gène de référence : le gène codant le 

facteur sigma 70/32, qui contrôle les fonctions de ménage essentielles et assure ainsi la 

transcription de base chez les bactéries. Ce gène est donc supposé être exprimé à toutes les phases 

de croissance à des niveaux similaires entre les deux souches étudiées en lait et en milieu M17.  

La technologie de la PCR quantitative passe par un traitement mathématique des données. La 

quantification des niveaux d’expression a été effectuée en utilisant la méthode ΔΔCt (Livak et 

Schmittgen, 2001), méthode utilisée de façon habituelle pour déterminer des niveaux 

d’expression en RT-PCRq. Pour chaque condition analysée (X et X0), la différence de Ct obtenue 

entre le gène d’intérêt et le gène de référence donne les valeurs ΔCtX et ΔCtX0. Le ΔΔCt est 

obtenu par la différence ΔCtX - ΔCtX0.  Ainsi, trois types de calcul ont été réalisés :  

ΔΔCt = (Ctcible – Ctréférence)souche X - (Ctcible – Ctréférence)souche X0  

ΔΔCt = (Ct cible – Ct référence)Phase X - (Ct cible – Ct référence)Phase X0 

 

Ces relations, ont permis de comparer le niveau de transcription de chaque gène entre les deux 

souches étudiées (stade de croissance et milieu de culture identique), entre chaque phase de 

croissance (pour une même souche et un même milieu). 

Pour obtenir la quantification, le calcul est basé sur le fait que la quantité d’ADN doit doubler à 

chaque nouveau cycle de PCR, soit après N cycles une quantité d’ADN 2
N
 fois dans le cas où 

l’efficacité de PCR est de 100%. 

Le niveau d’expression est ainsi donné par la relation : 

 Niveau expression = 2
-ΔΔCt
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2. 6. Electrophorèse d’ADN 

 Un volume d’échantillon à analyser a été additionné à 0,2 volume de tampon de dépôt 

(composé de 0,25% (m/v) de bleu de bromophénol, de 70% (m/v) de saccharose et de 0,1 M 

d’EDTA à pH 8) et soumis à une migration électrophorétique horizontale dans du tampon TAE 

(Tris acétate 40 mM, EDTA 1 mM). Le pourcentage en agarose des gels a été choisi en fonction 

de la taille des fragments d’ADN à séparer. Les fragments d’ADN ont été ensuite visualisés, 

après révélation des gels dans une solution de bromure d’éthidium à 0,5 μg.mL
-1

, sous UV à 254 

nm grâce à l’utilisation d’un appareil GelDoc (BioRad) et du logiciel d’analyse d’images 

QuantityOne. Les marqueurs de taille utilisés sont les EZ-Load 100 pb et 1 kb de la société 

BioRad. 

2. 7. Séquençage 

 Le séquençage des fragments d’ADN génomiques amplifiés par PCR a été effectué par la 

société GENOME EXPRESS. Après évaluation de la spécificité d’amplification par 

électrophorèse sur gel d’agarose, les mélanges réactionnels de PCR ont été directement envoyés à 

la société GENOME EXPRESS qui a réalisé une élimination de l’ADN simple brin par action 

d’une exonucléase spécifique et un séquençage selon la méthode de Sanger (Sanger et al., 1977). 

Les séquences nucléotidiques obtenues et les séquences protéiques déduites ont été analysées par 

les programmes « BlastN » et « BlastP » afin de rechercher les pourcentages d’identité avec 

différentes séquences présentes dans les banques de données, via le site NCBI 

(http://www.ncbi.nih.gov/). Les alignements multiples ont été réalisés à l’aide du programme 

« ClustalW ». 

3. MLST  

 Dans cette étude les 8 « gènes de ménage » : glcK, ddlA, pepO, ilvC, thrS, tkt, pyrE et 

dnaE utilisés par Delorme et al. (2010) pour estimer la diversité génétique des souches de 

S. thermophilus ont été utilisés. De 531 à 721 pb de chaque gène ont été amplifiés par PCR chez 

17 souches de notre collection en utilisant les mêmes oligonucléotides que ceux utilisés par 

http://www.ncbi.nih.gov/
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Delorme et al. (2007, 2010). Cependant, notre étude étant limitée à l’espèce thermophilus, un 

nucléotide a été rajouté dans les amorces « glcK for » et « ddlA for » du côté 3’, un nucléotide a 

été modifié dans les amorces « ddlA for », « pepO for », « pepO rev » et trois nucléotides dans 

l’amorce « ilvC for » pour correspondre exactement aux séquences des gènes de S. thermophilus 

référencés dans les banques des données (Tableaux 15 et 17). Les amplicons ont ensuite été 

séquencés. Pour chaque gène, les séquences obtenues ont été alignées à l’aide du logiciel 

« ClustalW » et les numéros d’allèles attribués par Delorme et al. (2010) assignés à chaque 

séquence correspondante. Dans le cas de la découverte d’un nouvel allèle, un nouveau numéro a 

été attribué. En outre, les séquences des «gènes de ménage » des cinq souches de S. thermophilus 

dont le génome est entièrement séquencé (LMD-9, LMG18311, CNRZ1066, ND03 et JIM8232) 

ont été extraites des banques de données et parfois corrigées (gènes glcK des souches LMD-9 et 

CNRZ1066) selon Delorme (communication personnelle). Pour construire l’arbre 

phylogénétique, les séquences de 8 « gènes de ménage » et la séquence intérgenique ITS 16S-23S 

ont été concaténées. Afin d’enraciner l’arbre phylogénétique, les séquences de 8 « gènes de 

ménage » (identiques à ceux utilisés pour S. thermophilus) et la séquence intergénique ITS 16S-

23S de trois souches de S. salivarius (JIM8777, CCHSS3, 57.I) ont été concaténées. Ensuite, la 

méthode de « Neighbor joining » a été appliquée avec le logiciel MEGA_5.0. Les valeurs de 

« bootstrap » ont été calculées avec 1000 répliques. Le modèle p-distance a été utilisé pour 

estimer la distance de séquences nucléotidiques.  

4. Construction du mutant LMD-9ots 

Un mutant LMD-9ots a été construit par double recombinaison homologue afin d’effectuer la 

délétion d’un fragment des gènes otsA et otsB sans insertion de gène de résistance à un 

antibiotique. La Figure 20 résume les différentes étapes utilisées pour la construction de ce 

mutant.  
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Figure 20 : 1/2 

617 pb              268 pb          102 pb      1028 pb        612 pb 

otsD                                      otsC                         otsB                                                        otsA fragment à déléter 1398 pb 

2. Digestion des produits de PCR par EcoRI et XhoI 

BamHI 

I 

EcoRI 

XhoI 

II 

BamHI 

3. Ligation par la T4 DNA ligase 

5. Ligation par la T4 DNA ligase 

4. Digestion de plasmide pGhost9 par EcoRI et XhoI 

Transformation du vecteur recombinant pGhost9∆ots 

chez Escherichia coli EC101 

Transformation du vecteur recombinant pGhost9∆ots 

chez Streptococcus thermophilus LMD-9 

pGhost9Δots 
4981 pb 

pGhost9 

3750 pb 

XhoI 
EcoRI  

Ery
R
 

Ori 

(pWV01
TS

) 

I II 

XhoI 

EcoRI 

Oligos externes : ajout d’un site de coupure XhoI et EcoRI 

Oligos internes : ajout d’un site de coupure de BamHI 

1. Amplification par PCR les régions I et II en amont 

 et en aval de la région à déléter. 
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A. Premier événement de recombinaison homologue  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. Deuxième événement de recombinaison homologue 

 

 

 

 

 

 

 

 

Remplacement des deux gènes otsA et otsB                                       Retour au génotype sauvage 

sauvages par deux gènes mutés tronqués 

 

Figure 20 : 2/2 

Figure 20 : Représentation schématique de la stratégie utilisée pour déléter les ORFs des 

gènes otsA et otsB de Streptococcus thermophilus LMD-9 à l’aide du plasmide pGhost9 

Cette construction est basée sur la stratige décrite par Biswas et al. (1993) et Maguin et al. (1996).  

EryR : gène conférant une résistance à l’érythromycine ; ori (pWV01TS) : origine de réplication active chez 

Streptococus thermophilus 

II I I II otsC                                          otsB               otsA      
pGhost9  

pGhost9Δots 

4981 pb 

II I otsA otsC otsC  otsB 
Chromosome  

II I                                        otsB           otsA 

I II 

II I               otsC                           otsB           otsA 

I II 

II I               otsC                           otsB           otsA 

I II 
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4. 1. Préparation d’un plasmide recombinant pGhost9∆ots  

4. 1. 1. Amplification des deux inserts 

Les régions I (633 pb) et II (640 pb) qui se trouvent respectivement en amont et en aval de 

la partie des gènes à déléter (le fragment à déléter est composé de 1398 pb) ont été amplifiées par 

PCR (Figure 20). Pour cela, deux couples d’amorces ont été dessinés à partir de la séquence de la 

souche LMD-9. Des sites de restriction BamHI, XhoI, EcoRI et BamHI ont été ajoutés 

respectivement à l’extrémité 5’ de chaque oligonucléotide : « obpII for », « obpII rev », « obpI 

for » et « obpI rev » (Tableau 14 et 16). Dans un premier temps, les deux inserts I et II ont été 

amplifiés par PCR, selon le programme suivant : 3 min à 94°C puis 30 cycles de 45 s à 94°C, 

30 s à 58°C et 45 s à 72°C, suivis d’une élongation de 10 min à 72°C. Enfin, les amplicons 

obtenus ont été purifiés par un kit de purification de la société Roche en suivant les 

recommandations du fournisseur. 

4. 1. 2. Digestion enzymatique des amplicons et du plasmide pGhost9  
 

Les produits de PCR purifiés ont été digérés avec les enzymes de restriction : BamHI et 

EcoRI pour l’insert I et BamHI et XhoI pour l’insert II avec 2 U.µg
-1

 d’ADN amplifié pendant 2 h 

à 37°C. Les enzymes de restriction ont été fournies par la société Roche.  

Le plasmide pGhost9 (3752 pb) a été utilisé dans cette étude comme un vecteur de clonage. Il 

s’agit d’un plasmide thermosensible, possédant une origine de réplication thermosensible et une 

cassette de résistance à l’érythromycine. Il est capable de se répliquer à 37°C chez E. coli EC101 

(Tableau 18) et à 30°C chez S. thermophilus mais il est incapable de se répliquer à 42°C chez ce 

dernier hôte (Biswas et al., 1993 ; Maguin et al., 1992). Parallèlement, le plasmide pGhost9 a été 

digéré par les enzymes EcoRI et XhoI pendant 2 h à 37°C avec 5 U.µg
-1

 d’ADN plasmidique, 

puis le plasmide a été déphosphorylé pendant 1 h à 37°C par l’enzyme CIAP « Alkaline 

Phosphatase, Calf Intestinal » (New England Biolabs) à raison de 5 U.µg
-1

 d’ADN plasmidique. 

Enfin, les inserts et le plasmide ont été purifiés à l’aide du kit Roche. 
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4. 1. 3. Ligation des deux inserts avec le plasmide 

 Les deux produits de PCR et le plasmide pGhost9 (préalablement digérés et purifiés) ont 

été ligarurés par incubation à 16°C pendant une nuit avec la T4 DNA ligase (New England 

Biolabs). La ligation a été faite dans un volume réactionnel de 20 µL final par 4 unités de ligase 

avec un rapport plasmide/insert de 1/3. 

 

 

Tableau 18 : Génotype de la souche Escherichia coli EC101 utilisée pour la construction du 

mutant LMD-9∆ots 

 

Souche  Génotype Référence 

Escherichia coli EC101 
supE hsd-5 thi Δ(lac-proAB) F’(traD6 

proAB+ lacI
q
 lacZΔM15) repA+ 

(Leenhouts, 1995) 

 

 

4. 2. Transformation d’Escherichia coli EC101 et sélection des transformants  

4. 2. 1. Préparation des cellules électro-compétentes d’Escherichia coli EC101 

 La souche E. coli EC101 a été utilisée pour le clonage (Tableau 18). Les cellules 

compétentes ont été préparées selon le protocole suivant (toutes les manipulations ont été 

effectuées stérilement et sur glace) :  

- Les bactéries ont été ensemencées à 1% avec une préculture saturée, dans 100 mL de milieu LB 

et incubées à 37°C sous agitation jusqu’à l’obtention d’une D.O.600 nm comprise entre 0,5 et 0,7. 

- Les cellules ont été récupérées par centrifugation pendant 10 min, 4000 x g à 4°C.  

- Les culots cellulaires ont ensuite été lavés deux fois avec 100 mL d’eau ultra pure, puis avec 

20 mL de glycérol à 10% (v/v).  

- Le culot bactérien a finalement été repris avec 500 µL de glycérol 10% (v/v) et réparti en 

fractions aliquotes de 40 µL.  

- Les cellules compétentes ont été, soit directement utilisées pour la transformation, soit 

conservées à - 80°C. 
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4. 2. 2. Transformation d’Escherichia coli EC101 par électroporation  

 Un aliquot de cellules compétentes a été déposée dans une cuve d’électroporation stérile 

préalablement refroidie. 0,5 μL de plasmide recombinant pGhost9∆ots ont été ajoutés (équivalent 

à 250 ng). Le mélange a été incubé 1 min sur glace. L’appareil MicroPulser (BioRad) applique 

une tension de 3 kV, soit un temps de passage d’environ 5 ms (programme Ec3 de l’appareil), ce 

qui provoque l’introduction du plasmide dans les cellules. Pour régénérer les cellules, 1 mL de 

milieu SOC a été immédiatement ajouté, puis les cellules ont été incubées 1 h à 37°C sous 

agitation. Finalement, les transformants ont été étalés sur milieu LB gélosé contenant 150 µg.mL
-

1
 d’érythromycine. 

4. 2. 3. Sélection des transformants 

 Plusieurs clones résistants à l’érythromycine ont été sélectionnés après incubation d’une 

nuit à 37°C. Leurs plasmides ont été extraits à l’aide du kit « GenElute
TM 

Plasmid Miniprep » 

(Sigma). Afin de contrôler la présence de l’insert I-II, les plasmides ont ensuite été digérés par les 

enzymes de restriction EcoRI et XhoI. Les produits de digestion ont ensuite été séparés par 

électrophorèse sur gel d’agarose.  

Afin de verifier la séquence de l’insert I-II, les plasmides positifs sur gel d’agarose ont été 

séquencés par la société GENOME EXPRESS avec les couples d’amorces suivants : « pGhost9 

rev/obp4 rev », « obpLM for/obp12 rev » et « obp13 for/pGhost9 for ». Les séquences des 

amorces, les tailles d’amplicons et les températures d’hybridation sont indiquées dans les 

tableaux 13, 14 et 16. Les positions d’hybridation des amorces sur le plasmide sont schématisées 

dans la Figure 21. 
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Figure 21 : Représentation schématique des positions d’hybridation des amorces utilisées 

pour séquencer l’insert I-II porté par le plasmide pGhost9 

 

 4. 3. Transformation de la souche Streptococcus thermophilus LMD-9 et 

sélection des transformants 

 4. 3. 1. Préparation des cellules compétentes de Streptococcus thermophilus LMD-9 et 

électroporation 

La souche S. thermophilus LMD-9 a été rendue compétente selon le protocole suivant :  

Du lait reconstitué a été ensemencé avec la souche LMD-9 à 1% (v/v) et incubé à 42°C pendant 

8 h. Cette préculture a ensuite été utilisée pour ensemencer à 1% (v/v) du milieu Belliker liquide 

(Tableau 11). Pour récupérer des cellules en fin de phase exponentielle de croissance, des 

dilutions décimales ont été effectuées dans le même milieu. Enfin, les différentes cultures ont été 

incubées une nuit à 42°C. Cette deuxième préculture a été utilisée pour ensemencer 100 mL de 

milieu Belliker-Thr (20 mM) à raison de 1% (v/v). La culture a été incubée à 42°C jusqu’à 

l’obtention d’une D.O.600 nm supérieure ou égale à 0,3. Les cellules ont été récoltées par 

centrifugation pendant 15 min, 3000 x g à 20°C, puis le culot a été resuspendu dans 200 mL de 

milieu Belliker-Thr (20 mM)-Gly (130 mM) et incubé 1 h à 42°C. Les cellules ont ensuite été 

lavées deux fois avec 20 mL de tampon d’électroporation (confère composition dans le tableau 

obp 12 rev obpLM for  

745 pb  

pGhost 9 for              obp 13 for              obp 4 rev               pGhost9 rev 

pGhost9  

I II 
pGhost9  

            895 pb                                                      710 pb  
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11). Le culot a alors été repris dans 2 mL de tampon d’électroporation et réparti en aliquots de 

80 µL.  

Une quantité de 250 ng d’ADN plasmidique a été ajoutée à 80 µL de cellules compétentes 

et le mélange a été incubé 5 min sur glace. Le plasmide pGhost9ots a été ensuite introduit dans 

la souche LMD-9 par électroporation (à 2,5 kV, 200 Ω, 25 µF avec un temps de passage de 

environ 4 ms). Après électroporation, les cellules ont été régénérées par l’ajout de 1 mL de milieu 

Belliker. Après un repos de 5 min sur glace, les cellules transformées en milieu liquide ont été 

incubées 3 h à 30°C avant étalement sur milieu Belliker gélosé contenant de l’érythromycine à 

5 µg.mL
-1

. Les milieux gélosés ont alors été incubés en conditions anaérobies à 30°C pendant 

48 h pour permettre la réplication du plasmide. Finalement, des transformants ont été isolés, 

régénérés puis stockés dans du lait contenant de l’érythromycine à 5 µg.mL
-1

 à - 80°C. 

4. 3. 2. Intégration du plasmide pGhost9ots dans le chromosome de la souche LMD-9 

  Le premier événement de recombinaison homologue permet l’intégration du plasmide 

pGhost9ots dans le chromosome. En effet, les régions I ou II portées par ce plasmide sont 

identiques au chromosome bactérien (Figure 20). Les colonies portant le plasmide intégré dans le 

chromosome ont été sélectionnées par culture à 42°C sur milieu M17 gélosé contenant de 

l’érythromycine à 2 µg.mL
-1

.  

L’intégration a alors été vérifiée : quelques colonies ont été cultivées en lait additionné de 

2 µg.mL
-1

 d’érythromycine à 42°C pendant une nuit. Ces précultures ont été utilisées pour 

ensemencer des milieux M17 liquides à 1% (v/v) en présence de 2 µg.mL
-1

 d’érythromycine puis 

incubées à 42°C pendant 24 h. L’ADN génomique a été extrait. L’intégration du plasmide 

pGhost9ots dans le chromosome a alors été vérifiée par PCR en utilisant les couples d’amorces 

« pGhost9 for/obp1 for » et « opb14 rev/pGhost9 rev », mentionnés dans les tableaux 13, 14 et 

16. Les positions des amorces et les tailles des amplicons attendus sont illustrées dans la Figure 

22. La migration électrophorétique des produits d’amplification a révélé plusieurs colonies 

répondant positivement à l’intégration génomique du plasmide pGhost9ots (Figure 23). 
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Figure 22 : Représentation schématique des deux possibilités d’intégration du plasmide 

pGhost9 au sein du génome de la souche LMD-9 

Les positions d’hybridation des amorces utilisées pour détecter l’intégration par PCR et les tailles de produits 

d’amplification attendus sont mentionnées.  

obp1 for 

450 pb 2,8 kb  380 pb 

3,6 kb  

obp14 rev 

1,2 kb  100 pb 

1,4 kb  

100 pb 

1398 pb 612 pb 617 pb 

otsA otsC otsB otsD 

BamHI 

I 

EcoRI 

XhoI 

II 

BamHI 

      otsB               otsA 

I II 

pGhost9 rev                  pGhost9 for 

otsC I II 

XhoI 

pGhost9Δots 

4981 pb 

pGhost9 rev 

EcoRI 

pGhost9 for 

A. 

1398 pb 612 pb 617 pb 

otsA otsC otsB otsD 

BamHI 

I 

EcoRI 

XhoI 

II 

BamHI 

XhoI 

pGhost9Δots 

4981 pb 

pGhost9 rev 

EcoRI 

pGhost9 for 

  otsB             otsA 

I II I II otsC 

pGhost9 rev pGhost9 for obp 1 for obp 14 rev 

450 pb 1,2 kb  380 pb 2,9 kb  100 pb 100 pb 

2 kb  3,1 kb  

B. 
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Figure 23 : Détection par PCR de l’intégration du plasmide pGhost9∆ots dans le 

chromosome de la souche Streptococcus thermophilus LMD-9 

L’amplification a été réalisée par PCR à l’aide des couples d’amorces « pGhost9 for/obp1 for », « pGhost9 
rev/obp14 rev » à partir d’ADN génomique.  

Le puit  : correspond à l’ADN du phage  digéré par l’enzyme de restriction HindIII utilisé comme marqueur de 
taille ; puits C1, C2, C3 correspondent à trois colonies résistantes à l’érythromycine présentées ; LMD-9 : représente 

la souche LMD-9 utilisée comme témoin négatif.  

pGhost9 for/obp1 for pGhost9 rev/obp 14 rev 

3,1 kb 

1,4 kb  2,0 kb 

3,6 kb 

 

    ʎ       C1       C2         C3.     LMD-9      C1        C2      C3.      LMD-9   

2,0 kb 

2,8 kb 

5,1 kb 

2,5 kb 

4,5 kb 

1,7 kb 

4,7 kb 

2,1 kb 
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4. 3. 3. Excision du plasmide  

Un deuxième évènement de recombinaison homologue permet l’excision du plasmide en 

laissant sur le chromosome soit la forme sauvage, soit la forme mutée (Figure 20). Pour 

provoquer le deuxième évenement de recombinaion homologue, plusieurs colonies contenant le 

plasmide pGhost9ots intégré dans le chromosome ont été placées en milieu M17 liquide sans 

érythromycine à 30°C pendant 12 h. Cette culture a servi à ensemencer à 1% (v/v) du milieu M17 

sans érythromycine qui a été incubé à 42°C pendant 12 h. La culture ainsi obtenue a servi à son 

tour pour ensemencer (à 1%) du milieu M17 sans érythromycine à 30°C pendant 12 h. Ces étapes 

ont étérépétées 3 fois. Les colonies comportant le plasmide inséré dans le chromosome sont 

résistantes à l’érythromycine, alors que les colonies ayant perdu le plasmide sont redevenues 

sensibles à l’antibiotique. L’excision du plasmide a été vérifiée par repiquage sur un milieu M17 

gélosé en présence et en absence de 2 µg.mL
-1 

d’érythromycine. La présence de la forme mutée a 

été recherchée par PCR chez les colonies sensibles à l’érythromycine, en utilisant le couple 

d’amorce « obp1 for/opb14 rev », mentionné dans les tableaux 13 et 16 . La migration 

électrophorétique des produits d’amplification a révélé la présence de la forme mutée pour 

certaines colonies (Figure 24). Enfin, pour vérifier la délétion, le cluster ots a été entièrement 

séquencé. L’analyse de la séquence nucléotidique de ots a montré qu’un fragment de taille 

attendue de 1398 pb a été délété. Il comprend 1028 pb du côté 3’du gène otsA, 268 pb du côté 5’ 

du gène otsB et 102 pb entre les deux gènes. 

per 
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Figure 24 : Recherche de la forme mutante ∆ots dans le chromosome de la souche 

Streptococcus thermophilus LMD-9 

A. Position du couple d’amorces utilisé pour détecter la présence de la délétion souhaité ou 

la forme sauvage  

B. Migration électrophorétique des produits d’amplification obtenus par PCR  

Les puits C1, C2, C5, C6 correspondent à quatre colonies possédant la délétion attendue ; C3, C4 : deux colonies 

possédant la forme sauvage ;  : l’ADN du phage  par l’enzyme de restriction HindIII utilisés comme un marqueur 
de taille pour estimer la taille des produits 

per 

           λ       C1     C2     C3      C4       C5     C6   LMD-9    

1,946 kb 

Mutant  
2,0 kb 

2,8 kb 

5,1 kb 

2,5 kb 

4,5 kb 

1,7 kb 

4,7 kb 

2,1 kb 

3,344 kb 

Sauvage  

Obp 1 for Obp 14 rev 

1946 pb  

I II otsC Forme mutante  

  otsB             otsA 

I II otsC 

Obp 1 for Obp 14 rev 

3344 pb  

Forme sauvage 
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5. Caractérisation du rôle du mutant 

5. 1. Estimation de la croissance bactérienne 

 En milieux M17, YL et MCD, la croissance des souches LMD-9 et LMD-9ots ont été 

suivies par mesure du pH et de la densité optique à 650 nm. En lait, la croissance a été estimée 

par mesure du pH et du degré d’acidité Dornic. 

L’acidité Dornic a été directement mesurée sur 3 tubes avant incubation (temps zéro). Les autres 

tubes ont été incubés à 42°C et l’acidité Dornic déterminée en triplicat à 2 h et 6 h de culture. Les 

calculs du degré d’acidité Dornic ont alors été effectués selon la méthode suivante : 

Une mole de soude versée neutralise une mole d’acide lactique ; la soude Dornic a un titre de 

1/9 M ; l’acide lactique a une masse molaire de 90 g.mol
-1

. Ainsi, 1 mL de NaOH versé 

correspond à 1/9.10
-3

 mole d’OH
-
 soit à 1/9.10

-3
 mole d’acide lactique à l’équivalence ou 

(1/9).10
-3 

x 90 g d’acide lactique apportés par 10 mL de lait, soit 1 g d’acide lactique par litre de 

lait. Sachant qu’un degré Dornic est égal à 0,1 g d’acide lactique par litre de lait, 1 mL de soude 

versé correspond à 10 degrés Dornic.  
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Chapitre I : Publication  

Variabilité d’hydrolyse des caséines β, αs1 et αs2 de 10 souches de 

Streptococcus thermophilus et leurs peptides bioactifs résultant. 

 

Résumé :  

 

 Les protéines du lait renferment dans leur séquence de nombreux peptides potentiellement 

bioactifs, qui peuvent être libérés soit par l’action de protéases digestives soit par le système 

protéolytique des bactéries lactiques lors de la fabrication des produits alimentaires. La capacité 

de S. thermophilus à générer des peptides à partir des caséines du lait bovin, en particulier des 

peptides bioactifs, a été étudiée. Dix souches exprimant différemment la protéase, PrtS, ancrée à 

la paroi cellulaire, ont été incubées en présence d’une des trois caséines αs1, αs2 ou β. Les analyses 

des surnageant par LC-ESI-MS/MS ont montré que la caséine β a été préférentiellement 

hydrolysée, suivie par la caséine αs2 et la caséine αs1. Le nombre et les types de peptides libérés 

ont été dépendant de la souche utilisée. L’hydrolyse semble être liée à l’accessibilité des 

différentes régions des caséines à la protéase. L’analyse des liaisons peptidiques hydrolysées dans 

la région 1-23 de la caséine αs1 suggère que la protéase PrtS est responsable de la production de 

peptides. Enfin, parmi les peptides générés ; 13 peptides générés à partir de la caséine β, 

5 peptides à partir de la caséine αs2 et 2 peptides à partir de la caséine αs1 ont été référencés dans 

la littérature comme des peptides bioactifs, dont 15 étant des peptides inhibiteurs de l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine. 
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Variability of Hydrolysis of p-, as1-, and as2-Caseins by 10 Strains of 
Streptococcus thermophilus and Resulting Bioactive Peptides 
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ABSTRACT: Milk proteins contain numerous potential bioactive peptides, which may be released by digestive proteases or by 
the proteolytic system of lactic acid bacteria during food processing. The capacity of Streptococcus thermophilus to generate 
peptides, especially bioactive peptides, from bovine caseins was investigated. Strains expressing various levels of the cell envelope 
proteinase1 PrtS, were incubated with a,n a,n or (3-casein. Analysis of the supernatants by LC-ESI-MS/ MS showed that the /3-
casein was preferentially hydrolyzed, followed by a,2-casein and then a,1-casein. Numbers and types of peptides released were 
strain-dependent. Hydrolysis appeared to be linked with the accessibility of different casein regions by protease. Analysis of bonds 
hydrolyzed in the region 1-23 of a,1-casein suggests that PrtS is at !east in part responsible for the peptide production. Finally, 
among the generated peptides, 13 peptides from (3-casein, 5 from a ,,-casein, and 2 from a ,1-casein have been reported as 
bioactive, 15 of them being angiotensin-converting enzyme inhibitors. 

KEYWORDS: Streptocoeeus thermophilus, bioactive peptides, cell envelope proteinase, easein hydrolysis 

• INTRODUCTION 

In recent years, a link between the prevalence of certain 
diseases comrnonly encountered in Western countries, such as 
cardiovascular diseases1 obesity, diabetes1 cancer, and dietary 
factors, has been emphasized. The engineering and manufactur
ing of functional ingredients and foods is emerging to counter 
these pathologies. Arnong them, fermented clairy products have 
received much attention because they contain severa! 
compounds, such as bioactive peptides, obtained by milk 
protein hydrolysis.1

'
2 Bioactive peptides are encrypted within 

many dietary protein sequences and, when released by various 
proteases, exercise physiological functions in the human body 
with a wide range of potential applications (heart1 bone1 dental, 
and digestive health; weight management; imrnunomodulation; 
mood swings, memory, and stress control).3 Bioactive peptides 
described in the literature have been released from dietary 
proteins either by enzymes of the digestive tract such as trypsin 
or by the proteolytic system of microorganisms during food 
manufacture. 3'

4 Numero us studies deal with the capa city of 
lactococci or lactobacilli to generate bioactive peptides from 
milk pro teins during fermentation. 3 These studies were carried 
out on pure cultures of species such as Laetobaeillus delbrueekii 
subsp. bulgarieus, Laetocoeeus lactis subsp. eremoris1 Lb. acid
ophilus, Lb. easei, Lb. jensenii, Lb. reuteri, Lb. rhamnosus, Le. lactis 
ssp. lactis, Le. raffinolactis, Leuconostoc mesenteroides ssp. 
eremoris, and numerous strains of Lb. helvetieus or cocultures 
with industrial yogurt starters (Lb. delbrueekii ssp. bulgaricus and 
Streptocoecus thermophilus ). s- 9 

Although it belongs to the Streptococcus genus, S. 
thermophilus is d assified as "Generally Recognized As Safe".10 

It is the second lactic acid bacterium (LAB ), after Le. laetis1 in 
terms of industrial use.

11 S. thermophilus, having strong 
acidifying capacities, plays an important role in the initial 
stages of clairy product manufacture. To our knowledge, very 

V ACS Publications <> 2011 American Chemical Society 554 

few studies have proved the ability of this bacterium to producc 
bioactive peptides from milk proteins1 perhaps because its 
proteolytic capacity was considered to be very weak ln 
particular, 16 peptides were characterized in a study on milk 
proteolysis by pure or mixed cultures of Lb. delbrueckii subsp. 
bulgarieus and S. thermophilus. 12 Two of these peptides 
correspond to potential angiotensin-converting enzyme inhib
itors. 

The proteolytic system of S. thermophilus consists of a 
facultative cell envelope proteinase (CEP) named PrtS, an 
ABC-transporter of oligopeptides and di/tripeptide transporter, 
and a pool of intracellular peptidases.13 lt has long been 
believed that the high cellular density of S. thermophilus in milk 
depends upon its cocultivation with other bacteria such as Lb. 
bulgaricus during the manufacture of fermented clairy 
products; 14 with this assumption in mind, the screening of 97 
strains of the collection of the Institut National de la Recherche 
Agronomique (INRA, France) showed that only 3 strains were 
PrtS' and probably able to grow at high density in milk because 
they were able to strongly acidify it during their growth.15 

However1 recent publications report the presence of the CEP 
PrtS in numerous strains.16

-
18 ln a p revious work, we d ustered 

into 3 groups 30 strains of our laboratory collection on the 
basis of their ability to acidify milk during their growth: high 
(H)-, low (L)-, and medium (M)-acidifying strains.

16 
We 

showed th at ali of the H -strains possess the prtS gene (prtS' 
genotype) and expressed it (PrtS' phenotype), whereas theL
strains were prts-. For the M-strains, the situation was more 
complex. Indeed, 62% had a prtS+ genotype and displayed a 
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Prts- or Prts± phenotype, this last phenotype corresponding to 

a very weak protease activity. 
The aim of this work was to detennine (i) whether S. 

thermophilus was able to generate bioactive peptides from 
purified bovine a ,1-, a,z-, and /3-casein ( CN) as protein source 
through the activity of its proteolytic surface system; (ii) 
whe ther such a capacity could vary arnong the S. thermophilus 
species; (iii) whether the CEP PrtS could account for such a 
production, at !east in part. Hence, the proteolytic capacities of 
six H-strains, four M-strains, and one L-strain (strain 

CNRZ1066, which is pro) have been investigated. 

• MATERIALS AND METHODS 
Bacteria l St rains, Med ia, and Gro wth Co nd itio ns. S. 

thermophilus strains used in this work are listed in Table 1. They 

Table 1. S. thermophilrts Strains U sed in This Warka 

S. tltennophilus strain origin strain type priS PrtS 

ATE19PB8 yogurt H + + 
Y4 yogurt H + + 
4F44 chee se H + + 
LMD-9* yogurt H + + 
PB302 yogurt H + + 
PB385 yogurt H + + 
CNRZ404 yogurt M + ± 
CNRZ445 cheese M + ± 
ATCC19258 pasteurized milk M + ± 
HAD8a yogurt M + 
CNRZ1066* yogurt L 

aKey: *, genomes entirely sequenced; strain type H (lùgh acidifying 
strain), L (low acidifying strain), and M (medium acidifying strain); 
genotype prtS (+,presence of the gene; - ,absence). Phenotype PrtS is 
only qualitative ( +, strong proteolytic activity; ±, weak proteolytic 
activity; - , no proteolytic activity) and was determined by 
zymography.16

• 

were isolated in our laboratory either from yogurt or from cheese (P. 
Bracquart, persona! communication) or came from the Centre 
National de Recherches Zootechniques (CNRZ) (INRA, Jouy-en
Josas, France) or American Type Culture Collection (ATCC) 
(Manassas, VA) collections. The genome of the L-strain CNRZ1066 
and that of the H-strain LMD-9 are sequenced.19

·'
0 Ali of the strains 

used in tlùs work were prtS' (except strain CNRZ1066) but express 
PrtS at different levels. Strain CNRZ1066 was used to evaluate CN 
proteolysis in the absence of PrtS. Strains were sto red at - 80 °C in 
reconstituted skim milk (10%, w/v). S. thermophilus strains were 
inoculated at 1% in skim milk and incubated overnight at 42 oc before 
each eJ<Jieriment. Precultures were then inoculated at 1% in M17 
medium 1 supplemented with lactose (20 g/ L) and incubated at 42 °C 
un til OD 650 nm reached l. 

Measurement of lnt racellula r Peptidase Activity. An intra
cellular peptidase activity, potentially released into the medium after 
cell lysis, was sought using the chromogen.ic substrate Lys-pNA The 
substrate was prepared at a concentration of 2 mM, in 50 mM sodium 
phosphate buffer, pH 7.5. Each strain used in this work was grown in 
M17 medium supplemented with lactose (20 g/L) until OD6so nm 

reached 1, and cells were harvested by centrifugation at 4000g for 5 
min at 20 °C. The cell pellet was washed two times with 50 mM 
sodium phosphate buffer, pH 7.5, prewarmed at 42 °C, and 
resuspended at an OD650 nm of 1 in the same buffer. T11e cells were 
then incnbated at 42 °C, and an aliquot was collected immediately and 
then after 4 and 22 h. Cells were elim.inated by centrifugation at 
12000g during 5 min at 4 °C, and the supernatant was filtered through 
a 0.45 Jim filter. One hundred microliters of the supernatant was then 
mixed with 1 mL of Lys-pNA solution and incnbated for 2 h at 37 °C, 

555 

and the absorba~lCe was determined spectrophotometrically at 410 nm 
(Uvikon, Kontron, Switzerland). To ensure thal intracellular 
peptidases of S. thermophilus were able to hydrolyze Lys-pNA 
substrate, intracellular proteins were extracted from the cell pellets, 
as previously described, 16 and incnbated in the same conditions as 
above. 

Casein Preparation. Bovine sodium caseinate was prepared and 
fractionated to obtain pure P-CN variant A2, according to the method 
of Girardet et al.," and a,2-CN variant A and a,1-CN variant B, as 
previously described except that EDTA was not added to the CN 
fractions after their elution13 

Case in Hyd ro lysis. Cells were grown in M17 medium 
supplemented with 20 g/L lactose until OD650 nm reached 1 and 
harvested by centrifugation at 4000g for 5 min at 20 oc. The cell pellet 
was washed in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.5, prewanned at 
42 °C and was resuspended in 1.5 mL of the same buffer. Five 
hundred microliters of the cell suspension was added in 15 mL of 
sodium phosphate buffer at 42 °C containing 1 mg/ mL a,1-, a,2-, or p. 
CN to obtain an OD650 nm of l. The samples were incnbated at 42 °C, 
and an aliquot was collected immediately and after 2 and 4 h of 
incnbation. Caffeine was added (3.26 mg/L final concentration) as 
internai standard for HPLC. Samples were centrifuged (l2000g, 5 min, 
4 °C), filtered through 0.22 Jill filters (Millipore, Molsheim, France), 
and kept at - 20 °C. 

Peptide Identification by LC-ESI-MS/MS. Nano-LC experi
ments were performed using an online liquid chromatography tandem 
mass spectrometry (MS/MS) set up using a nano-LC system (LC
Packings, Dionex, Voisins le Bretonneux, France) fitted to a Q;>TAR 
XL (MDS SCIEX, Ontario, Canada) equipped with a nanoelectrospray 
ion source (ESI) (Proxeon Biosystems A/ S, Odense, Denmark). 
Samples were first concentrated on a PepMap lOO C18 column (5 X 
0.3 mm, 5 Jim particule size, Dion ex, Amsterdam, The Netherlands ). 
Peptides were separated on a PepMap C18 column (150 X 0.075 mm, 
3 Jim particule size, Dionex). Sol vent A contained 2% (v /v) 
acetonitrile, 0.08% (v/v) formic acid, and 0.01% (v/ v) TFA in 
deionized water and solvent B, 95% (v/ v) acetouitrile, 0.08% (v/v) 
formic acid, and 0.01% (v/ v) TFA in deionized water. A linear 
gradient from lü to 50% of solvent B in 65 min was applied for the 
elution at a flow rate of 0.2 jiL/min. Eluted peptides were directly 
electrosprayed into the mass spectrometer operated in positive mode. 
A fnJl continuons MS scan was carried out followed by three data
dependent MS/ MS scans. Spectra were collected in the range of m/z 
450- 1500 for MS and in the range of m/z 60- 2000 for MS/ MS 
spectra. The three most intense ions from the MS scan were selected 
individually for collision-induced dissociation ( 1 + to 4+ charged ions 
were considered for the MS/ MS analysis). The mass spectrometer was 
operated in data-dependent mode automatically switclùng between 
MS and MS/ MS acquisition using Analyst Q;> 1.1 software. The 
instrument was calibrated by multipoint calibration using fragment 
ions thal resulted from the collision-induced decomposition of the P
CN(fl93- 209). The peptides present in the sa.mples were identiJied 
from MS and MS/ MS data by using MASCOT v. 2.2 software against 
a homemade database dealing with major milk proteins and 
corresponding to a portion of the Swissprot database. No specifie 
enzyme cleavage was used, and the peptide mass tolerance was set to 
0.3 Da for MS and to 0.2 Da for MS/MS. For a database containing 25 
protein sequences (N) and a significance level of 0.04 (a), the cntoff 
score is equal to - 10 X log (aiN) = 28. Matches with a Mascot score 
superior or equal to this cntoff score were considered to be statistically 
significant. 

• RESUL TS AND DISCUSSION 

The capacity of S. thermophilus strains to generate peptides 
from CNs was evaluated by a biochemical approach (Table 1). 
The strains were grown to midexponential phase; cell pellets 
were recovered and further incubated with purified a,1-CN, a,2-

CN, or /3-CN in a 50 mM sodium phosphate bu.ffer, p H 7.5. 
After 2 or 4 h of incubation at 42 °C, the peptides contained in 
the supernatants were separated by HPLC and characterized by 

dx.d oi.org/1 0.1 021/jf202176d 1 J. Agric.Food Chem. 2012. 60, 554 - 565 



 121 

Journal of Agricultural and Food Chemistry ... 
Table 2. Peptides Generated from Bovine fJ-Casein by the Proteolytic System of S. thermophilus H-Strainsa 

STRAINS 
Sequence Fragment PB302 PB385 ATE 

4F44 Y4 LMD-9 
19PB8 

SLVYPFPGPI PN 57-68 4 
VPPFLQPEVM 84-93 4 
GVSKVIŒAM* 94-102 2 4 2 4 4 4 4 2 4 
GVSKVIŒAMAPK* 94-105 2 4 2 4 2 4 4 2 4 2 4 
VSKVKEAMAPK* 95-105 2 4 2 4 2 4 2 2 4 
SKVKEAJ'VIAPK* 96- 105 2 4 2 4 2 2 4 2 
KVKEAMAPK* 97-105 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
KVKEAMAPKHK• 97-107 2 2 
VKEAMAPK 98- 105 4 
VKEAMAPKHK 98- 107 4 
EAMAPK* 100- 105 4 2 2 
EAMAPKHK* 100.107 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 
EAMAI'KiiKE 100-108 4 
EAMAPK.HKEM PFPKYPVEPFTESQ 100-123 4 

HKEMPFPK* 106-113 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
HKEMPFPKVPVEPF* 106-1 19 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
HKEMPFPKYPVEPFTE 106-12 1 4 4 
HIŒMPFPKVPVEPFTES * 106-123 2 4 2 4 2 4 4 2 4 2 
KEMPFPKYPVEPF* 107-1 19 4 4 2 4 2 4 2 4 
EMPFPKVPVEPP 108-1 19 2 4 4 2 4 4 2 4 4 
EM PFPK YI'VEI'FTESQ* 108·123 2 4 2 
YPVEPF 114-119 4 
TES SLTL* 120-127 4 4 4 2 
SLTLTDVENL* 124-133 2 4 
SLTLTDVENLHLPLPL' 124- 139 2 
SLTLTDVENLHLJlLPLLQ' 124-141 2 2 2 
TLTDVENL* 126-133 4 2 2 4 
TLTDVENLHLI'LI'L 126·139 4 
TLTDVENLH l i'LI'LLQ* 126-141 2 4 4 2 2 2 4 
TDVENL 128·133 4 
TDVENLH LPLPL • 128-139 4 2 4 2 4 
TDVENLHLPLPLL 128-14 1 4 
DVENLHLPLPL' 129- 139 2 4 
NLHLPLPL 132- 139 4 
LHLI'LPLLQ* 133-141 4 4 4 2 4 2 4 
HLI'LPL' 134-139 4 2 2 4 
HLPLPLL * 134-141 2 4 4 2 4 4 2 2 4 
H P PLL SWM* 134-144 2 4 2 4 2 4 4 2 2 4 
LPLPL 135-139 4 
LPLPLL * 135-14 1 4 4 2 4 2 4 
LPLPLL SW 135- 143 4 
LPLPLLQSWM* 135-144 4 2 2 4 
LQSWM HQI'H 140-1 48 4 
SWMH PHQPLJ'PT* 142-154 4 4 2 4 
MH PHQPLPPT 144-154 4 
HQPHQPLPPT* 145- 154 4 4 4 2 4 2 4 
VM FPP SVL* 155-163 4 2 4 2 2 4 
MFPP SVL' 156- 163 4 2 
FPP SVL* 157-163 4 2 4 
FI'PQSVLSL * 157- 16 5 2 4 4 4 2 4 
SVLSLS* 161- 166 2 4 2 4 2 4 4 2 4 2 4 
SVLSLSQ• 161-167 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
SVLSLSQS' 16 1- 168 2 4 4 
VLSLS 162-167 4 
LS SKVLPVP • 165-175 2 
SC SKVLPVPO* 166-175 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
S SKVLPVPQK* 166-176 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
SQSK VLI' VPQJV\ • 166-177 2 4 4 
S SKVLI'VI'QK.A VPYI'Q' 166-182 2 4 
QSKVLPVPQK' 167-1 76 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
SKVLPVPQ• 168-175 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
SKVLPVP(J K* 168-176 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
SKVLPVP K.A * 168-177 2 2 
SK.VLPVPQK.A VPYP . 168- 182 2 
KVLPVPO* 169-175 4 4 2 4 4 2 4 2 4 
KVLI'VI'QK' 169-176 4 4 4 2 4 
VLPVPO* 170-175 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
VLPVI' QK.A VI' YPQ' 170- 182 2 2 4 
LPVPQ 17 1- 175 4 4 4 4 
LPVP K 17 1-176 4 
LPVP K.A VPYP 17 1- 182 4 
KAVPVPO* 176-182 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
KAVPVP(JR* 176-183 2 4 2 4 2 4 2 2 4 
KA VPVPQRDMPIQ* 176-188 2 4 2 4 2 2 2 2 
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Table 2. continued 

STRAINS 
Sequence Fragment PB302 PB385 

ATE 
4F44 Y4 LMD-9 

19PB8 
KAVPYP(JRDMPI(JA* 176-189 2 4 2 4 2 4 4 2 4 2 
KA VPYPQROMPIQAF 176- 190 4 
AVPYPQ* 177-182 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
A VPYPQRDM PIQ * 177-188 2 4 4 2 4 2 4 2 4 
AVPYPQRDMPIQA 177-189 4 
VPYP . 178-182 4 2 4 4 2 4 2 4 
VPYP RDMPI 178- 187 4 4 
VPY PQRDMPIQ 178-188 4 
RDMPIQA* IIIJ-189 2 4 2 4 2 2 4 2 2 4 
RDMPIQAF* IIIJ-190 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
RDMPIQAFL* IIIJ-191 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
RDMPIQAFLL* IIIJ-192 4 2 4 2 4 2 4 4 4 
RDM PIQA FLLY* 183-193 2 2 4 2 4 
DMPIQAF* 184-190 4 2 4 4 2 2 4 2 4 
DMPIQAFL* 184-191 2 2 4 2 4 2 2 4 2 4 
DMPIQAFLL* 184-192 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
M PIQA F 185-190 4 4 
MPIQA F L 185- 19 1 4 4 
PIQAFLL 186- 192 4 4 
IQAFLL 187- 192 4 4 
A FLL YQEPV L * 189- 198 2 4 
FLLYQEPVL* 190-198 2 4 2 4 2 2 2 2 
LLYQEPVL* 191-198 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 4 
LL YQEPVLGPVR* 191-202 2 4 2 4 2 2 4 2 2 
LL Y(J EPVLGPVRGPFPUV* 191-209 2 4 2 4 2 2 2 2 
LY(JEPVL* 192-198 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
LYQEPVLGP\'R* 192-202 2 4 2 4 2 2 4 2 2 
~ \'QEP\' !.(; P\'RGPFPIIV* 192-209 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 

YQ EP V 193- 197 4 
YQEPVL* 193-198 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
YQEPVLGPV* 193-20 1 2 4 2 2 4 2 4 2 4 2 4 
YQEPVLGPVR* 193-202 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
YQEP VLG PVRG PFP* 193-206 2 4 
YQEPVLGP\'RGPFPJI\'* 193-209 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
QEPVLGPVRGPFPIIV* l !!f-209 2 4 2 4 2 2 4 2 4 2 4 
LGPV RG PF PIIV* 198-209 2 4 
G PVRG Pfl' 199-206 4 4 
GPVRGl'UUV* 199-109 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 
VRGPFPIIV* 20 1-209 2 2 
GPFPIIV* 203-209 2 4 2 4 4 4 4 2 
PF PIIV 204-209 4 
F I' II V 205-209 4 
Nu rn ber o f peptides present a fter 2 h of incubation 48 52 53 38 6 1 65 
Number o f peptides present after 4 h of incuba tio n and absent after 2 h 15 14 15 23 20 23 
N umbe:r of peptides present after 4 h of incubation 58 6 1 54 53 6 1 73 
N umber o f peptides p resent a fier 2 h of incuba tion and absent a fier 4 h 5 5 14 8 20 15 
Total oum be r of p<:pl ides formed by 1he s1rain (2 h and 4 h) 63 66 68 61 8 1 88 
Number of specifie pep! ides produced (2 h and 4 h) 5 6 4 8 17 20 
Peptides average size (residues after 2 h 10.6 10.3 10.3 10 .4 10.1 10.0 
±standard devia tion resid ues 3.5 3.3 3.4 3.5 3.5 3.4 
Peptides average size residues after 4 h 10.2 10.3 9.3 10.1 9.5 9.2 
±standard deviai ion (residucs} 3.4 3.2 3.1 3.9 3. 1 3.0 

aPeptides were detected after 2. o r 4 h of h ydrolysis in 50 mM: phosphate buJier1 pH 7 .S. Empty box refers to a Jack of detection. The asterisk 
indicates the peptides that are generated after 2. h of incubation. A peptide i s considered to be "sp ecific" when it is produced by a maximwn of two 
different strains and is shaded light gray. The peptides produced by ail of the H-strains are shaded dark gray. 

MS/ MS. The L-strain CNRZ1066, wlùch is prts-, displayed, as 
expected, no proteolytic activity on the three CN s tested after 2 
or 4 h of incubation. As no pep tidase activity, from a cell lysis, 
was detected in the medhun in wlùch the cells were incubated, 
the hydrolysis o f caseins observed here resulted only from a 
surface proteolytic activity. 

Identification of Peptides Generated from jJ-, a,n and 
a,1-Casein Hydrolysis. Identification of Peptides Gener
ated from /}-CN. Not only was /3-CN hydrolyzed more quickly 
by the proteolytic system of the S. thermopht1us strains tested, 
but its hydrolysis degree was also higher. After 2 h of 
incubation, no hydrolysis was det ected with the M-strains (data 
not shown ), whereas 23.1% of the peptide bonds ( 4 8 of 208 
b onds) of the /3-CN were cleaved by ali H-strains taken 
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t ogether, resulting in a production of 84 different p eptides 
(Table 2) . The mean number of peptides produced by each 
strain was 52.8 ± 9 .6 . The number of generated peptides varied 
from one strain to another because only 38 peptides were 
llberated by strain 4F44, whereas 65 peptides were generated 
by strain LMD-9 (Table 2). 

After 4 h of incubation, 31.3% of the peptide bonds of the /3-
CN were hydrolyzed by the 6 H-strains, leading to a t otal of 
109 different peptides. The average number of p eptides 
produced by each H-strain was 60.0 ± 7 .2 (Table 2). The 
proteolytic profiles differed between the strains analyzed. For 
e:xample, only 53 peptides were detected for strain 4F44, 
whereas 73 peptides were generated by strain LMD-9 after 4 h 
ofhydrolysis. Strains Y4 and LMD-9 were the most proteolytic 
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Table 3. Peptides Generated from Bovine ft-Casein by the Proteolytic System of S. thmnophilus M-Strainsa 

STRArNS 
Sequence Fragment CNRZ CNRZ ATCC 

HAD8ü 404 445 19258 
RELEELNVPGEIVE 1-14 x 
RELEELNVPGEIVESL 1. 16 x 
KIEKF SEEQQ~ TEDEL DKIHPF 29 - 52 x 
KI EKFOSEEOOC TEDEL DKIHPFA T 29. 56 x 
KVKEAMAPK* 97 . 105 x 
EMPFPKYPVEPF* 108. 119 x 
MHQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQSK VLPVPQK 144- 176 x x 
SLS SKVLPV~K 164- 176 x x 
S SKVLI'VI' * 166 - 175 x x x 
SQSKVLPVPQK* 166 - 176 x x x 
S SKVLPVP(J KA VPYP RDMPI A 166 - 89 x 
S SK VLPVP(J KA VPYP RDMPI AF 166- 190 x 
SKVLPVPQK* 168 . 176 x 
AVPYPQRDMPIQA 177. 189 x 
AVPYPORI MPI AFLLY EPVLGPVRGPFPIIV 177 . 209 x 
VPYP RDMPI AF 178- 190 x 
VPYP RDMPI AFL 178 - 19 1 x x x 
VPYP RDMPI AFLLY 178 . 193 x 
RDMPIQAF* 183. 190 x x 
RDMPIQAFL* 183. 19 1 x 
DMPIQAFL* 184 . 19 1 x 
FLLYQEPVLGPVRGPFPIIV 190 - 209 x 
LLYQEI'VL* 19 1 . 198 x 
LL Y EPVLGPVRGPFPIIV* 191- 209 x 
LV EPVL* 192 - 198 x 
YQEPVL* 193 - 198 x x 
YQEPVLGPVR* 193. 202 x x 
Y EPVLGPVRGPFP 193 .206 x x 
YQEPVLGPVRGPFPIIV* 193.209 x x x x 
QEI'VLGI'VRGI' FI'IIV* 194- 209 x x x x 
Tota l numbe-r o f peptides generated 10 15 7 16 
Peptides average sizc (residues) 15.1 17.9 12.6 12.8 
± smndard deviation (residues) 6.4 7.2 4.8 6.2 
Average size of peptides only gencrated by M-strains (residues) 18.3 22.1 20.0 19.3 
i: standard deviation (residues) 8.5 6.7 8.0 

aPeptides were detected only after 4 h of hydrolysis in SO mM phosphate buffer, pH 7.5. "X" indicates that the peptide is produced by the 
corresponding strain; empty box refers to a Jack of detection. Peptides shaded gray are produced only by M-strains. An asterisk next to the sequence 
indicates a peptide also generated by ali of the H-strains studied. "â," in a sequence indicates a residue of phosphoserine. 

toward /}-CN because almost ali new peptides produced by 
strains PB302 and PB385 between 2 and 4 h ofhydrolysis were 
already released after 2 h of hydrolysis by strains LMD-9 and 
Y 4. Only 44 of the peptides identified were formed by ali of the 
H-strains studied. Globaliy, during the hydrolysis of 4 h, 116 
different peptides could be produced by the 6 H-strains tested, 
and only 7 peptides found after 2 h of hydrolysis were not 
recovered after 4 h (/}-CN(f97-107), /}-CN(fl24-139), /}
CN(fl24-141), /}-CN(fl65-175), /}-CN(fl68-177), /}-CN
(fl68-182), and /}-CN(f201-209); Table 2). 

The number of specifie peptides (a specifie peptide was 
defined as a peptide produced by a maximum of 2 different 
strains) varied from one strain to anothe.r: strain ATE19PB8 
produced only 4 specifie peptides, whereas strains Y 4 and 
LMD-9 generated 17 and 20, respectively. Such differences 
could not be attributed only to the irnporl of peptides wlùch 
could differ between the strains or to an additional hydrolysis, 
because few of the peptides generated after 2 h of /}-CN 
hydrolysis disappeared after 4 h (Table 2). Therefore, most of 
the peptides generated from /}-CN after 2 h ofhydrolysis by the 
H -strains corresponded to fm al peptides. The large proportion 
of praline residues (1-4) in their sequence could have 
increased their resistance toward proteolysis?4 

Only 30 peptides were generated by the M-strains after 4 h of 
incubation, suggesting that their proteolytic capacities were 
lower than those of the H-strains (Table 3). Thirteen of the 30 
peptides were specificaliy forrned by the 4 M-strains studied in 
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this work (Table 3). The mean size ofthese peptides was about 
21 residues, that is, significantly longer than for H-strains 
(about 10 residues). Fifteen of 17 peptides generated from/}
CN by bath M- and H-strains were systematicaliy produced by 
ali of the H-strains studied. Therefore, these peptides were 
generated from accessible zones of caseins by the proteolytic 
system of S. thermophilus even by the less efficient system of the 
M-strains. Galia et al.16 showed that the prtS allele ofH-strains 
LMD-9, PB302, and PB385 and of M-strain HAD8a are the 
same and that M-strains expressed PrtS at lower levels than H
strains in M17 medium. Therefore, a lower proteolytic enzyme 
expression could slow the kinetics of hydrolysis, and large 
peptides observed in the case of M-strains might correspond to 
intermediate peptides. 

Cleavage site distribution analysis of the whole /}-CN 

sequence revealed a varied distribution of cleaved bonds 
(Figure 1). Thus, no peptide bond located between residues 1 
and 92 was cleaved after 2 h of incubation. Even after 4 h of 
hydrolysis, the N-terrninal part of the /}-CN was very po orly 
hydrolyzed because only 2 peptide bonds (14-15 and 16-17) 
were cleaved by M-strain HAD8a, 3 (28-29, 52-53, and 56-
57) by M-strain CNRZ445, and 3 (56-57, 68-69, and 83-84) 
by H-strain LMD-9 (Figure 1). Most of the peptides generated 
by ali of the H-strains came from the 160-209 region of the/}
CN. On the basis of hydrophobicity estimated according to the 
method of Kyle and Doolittle,25 it appeared in a flrst 
approximation that the hydrophilic amino-terminal extremity 
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Figure 1. Peptide bonds of bovine fJ-, a.,-, and a,1-CN hydrolyzed 
after 4 h of incubation by the proteo1ytic <ystem of S. thermophilus 
strains. The arrows represent peptide bonds that are hydrolyzed, gray 
dotted arrows indicate bonds deaved only by the M-strains tested in 
this work, and bold arrows indicate bonds deaved by bath M- and H
strains. 

of the protein (residues 1-50) was more resistant to hydrolysis 
than the hydrophobie carboxy-terminal extremity (1 53-175 
and 187-209 residues). 

Identification of Peptides Generated from a5rCN. The H· 
and M-strains did not generate any hydrolysis products from 
a,2 -CN after 2 h, and only the H-strains produced peptides 
after 4 h (Table 4). Therefore, a,2-CN appeared to be 
hydrolyzed at a slower rate than /3-CN by S. thermophilus. Sixty
two peptide bonds of 206 were hydrolyzed (30.0%) after 4 h of 
hydrolysis of this CN by the H-strains, leading to the 
production of 89 different peptides. The mean number of 
peptides produced by each strain was 35.8 ± 12.4. The mean 
number of residues was 9.5 ± 3.8. A2. observed for /3-CN, a 
great variability between the six H-strains tested was observed. 
Strains PB302 andATE19PB8 generated only 25 peptides from 
a,2-CN, whereas strains PB385 and 4F44 produced 45 and 56 
peptides, respectively. These two strains were able to produce a 
great number of specifie peptides compared to the other four. 
Only six of the peptides recovered in the hydrolysis medium 
were common for the six H -strains studied, and 58.4% of the 
peptides released appeared to be specifie. 

A2. observed for /}-CN, the cleavage sites were not uniformly 
distributed along the a,2-CN sequence (Figure 1). a,2-CN is 
composed of three regions: a negatively charged region (3-18), 
a hydrophobie region (78- 109), and a positively charged 
region (126-207). As shown by Tauzin et al?3 using a tryptic 
digestion, the association of a,2-CN in a tetrameric form in 
phosphate buffer (pH 8.1) leads to a protection of some 
regions toward hydrolysis. Thereby, the carboxy extremity of 
a,2 -CN (153-207) was more susceptible to trypsin hydrolysis. 
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•Iii• 
On the contrary, the amino extremity (1 91) and the central 
region (114-150) were almost not accessible to trypsin. A 
similar phenomenon was observed with the proteolytic system 
of S. thermopht1us H-strains (Figure 1). Indeed, the region 159-
207 was extensively hydrolyzed, whereas only the two bonds 
5-6 and 24-25 were cleaved in the arnino -terminal part of the 
protein (residues 1-88) by strains 4F44 and LMD-9 (Figure li 
Table 4). Therefore1 the most hydrolyzed region of a,2-CN was 
hydrophilic, and not hydrophobie as previously observed with 
/3-CN. This suggested that the hydrophobicity was not the main 
parameter to determine CN susceptibility to hydrolysis by the 
proteolytic system of S. thermophilus. Indeed, accessibility to 
substrate appeared to be a crucial parameter because the CN 
regions that are not involved in oligomerization were 
hydrolyzed by the proteolytic system. CN accessibility is al.so 
the determinant parameter for the action of the proteolytic 
system of Lb. helveticus?6 Besicles the peptides generated by all 
H-strains, the specifie peptides were also released from 
accessible zones of caseins, which might appear surprising 
because the proteolytic system of all bacteria should be able to 
easily hydrolyze these regions. PrtS is the sole caseinolytic CEP 
that has been identi.fl.ed in S. thermophilus, and the poly
morphism concerning this CEP mainly consists of its presence 
or absence. If PrtS is responsible for the hydrolysis observed, 
this implies that when the affinity of the CEP for a bond located 
inside an accessible region is low, the cleavage of this bond 
requires a higher quantity of the CEP and, therefore, a higher 
expression of this protease. 

Identification of Peptides Generated from a51 -CN. As 
observed with a,2-CN, the H- and M-strains did not hydrolyze 
a,rCN after 2 h, and only H-strains were able to generate 
peptides after 4 h ofhydrolysis (Table 5). a,1-CN was the least 
hydrolyzed of the three CNs studied because only 39 of the 198 
bonds (i.e., 19.7%) were cleaved by the 6 S. thermophilus H
strains taken together, leading to the formation of only 40 
peptides. The mean number of peptides produced by each 
strain was 20.0 ± 5.01 and the mean number of residues was 9.6 
± 4.6. Only 20.0% of the peptides were found to be produced 
by all six H-strains studied, with strain LMD-9 being the most 
proteolytic strain, as observed on /3-CN. This strain generated 
29 peptides, whereas strains PB385 and Y4 liberated only 16 
peptides. Many of the peptides produced from a,rCN by the 
six H -strains were sp ecific, this type of peptide re pres enting 
55% of the peptides produced. Half of the specifie peptides was 
produced only by strain LMD-9. Four peptides (asJ-CN(fl-8), 
a,rCN(fl-9), a,1-CN(fl-13), and a,1-CN-(fl-17)) have 
been characterized after rnilk hydrolysis by a pure culture of S. 
thermophilus CNRZ385.l2 These peptides, except a,1-CN(fl-
17), were also generated by ail of the H-strains studied in this 
work and therefore belonged to the group of nonspecific 
peptides. 

Kumosinski et al?7 described the structure of a,rCN as 
follows: a hydrophilic region from residue 1-12, a hydrophobie 
region from residue 13 to 40 approximately, a hydrophilic 
region until residue 100, and fmally a highly hydrophobie 
region from residue 100 to the carboxy-terminal part. The a,1 -

CN monomers could associate by hydrophobie interactions or 
via the charged regions. Hence1 some peptide bonds could 
become inaccessible to proteolysis in the multimers formed. 
Analysis of the cleavages observed in our experirnents revealed 
that the regions 90-110 and 1-40 were the most susceptible to 
hydrolysis as about 40% of the bonds in these regions were 
cleaved (Figure 1). On the contrary, the region 41-91 
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Table 4. Peptides Generated from Bovine a'""Casein by the Proteolytic System of S. thermophilus H"Strainsa 

SfRAINS 
SL"<!ucncc Fr3•mcnt PB302 PB385 ATEI9PB8 4F44 Y4 LMD"9 

KNTMEJ-IVSSSEESIISQETYKQEK 1-24 x x 
HVSSSI:.ESJISQE.TYKQEK 6"24 x 
YQKFPQYLQ 89-97 x x 
YLQYLY 95-100 x x 
QYL YQGPIVLNPWDQVKRN 97"11 5 x 
YLYQOPIVLNPWOQVK 98- 11 3 x x x 
YL YQGPJVLNPWDQVKR 98"114 x x x 
YLYQGPIVLNPWOQVK RN 98-115 x 
LYQGPJVLNPWDQVK 99- 113 x 
LYQGPIVLNPWDQVKR 99" 11 4 x x 
L YQGPI VLNPWDQVKRN 99-ll 5 x x x 
YQGPJVLNPWDQVK 1()(1-IJJ x x x x 
YQGPIVLNPWOQVKR 1()(1.114 x x x x 
YQGI'IVLNPWDQVKRN l()(l-115 x x 
QGPIVL~P\> DQVK 101· 113 x x x x x x 
QGPI\"LNPW DQVKR 101-114 x x x x x x 
QGPIVLNPWDQ\ KR.~ 101-115 x x x x x x 
GPIVLNPWDQVKR 102-114 x x 
VLNPWDQVK 105-113 x 
VLNPWDQVKR 105-114 x x x x x 
VLNPWDQVKRN 105-115 x 
NAVPITPT 11 54 122 x x 
NAVPJlVTL 115-123 x 
AVPITPT 116-122 x 
AVPITPTL 116-123 x x x x x x 
AVI'ITf>TLN 11&.124 x x 
AVPITPTLNR 116-125 x x x 
VPITP'Tl 117-123 x x 
PITf'TLNR 118·1 25 x x x 
KT KlTl:EEKN 150-159 x 
TK LTEËEKN 151-159 x x x x 
KTKL TEEEKNR..L 151-161 x 
KTKL TEEEKNRLNFL 151-164 x 
KLTEEEKNRL 152-1 61 x 
TEEEKNRL 154- 161 x 
TEEEKNRLNFL 154-164 x 
RLNFLK 160-165 x 
RLNFLKK 160-166 x x x 
LNFLK 161-165 x x 
NFLKKISQ 162-169 x 
FLKKISQRY 163-171 x 
KJSQRYQKF 166-174 x 
ISQRYQKF 167-174 x 
SQRYQKF 168-174 x x 
QRYQKF 169-174 x 
QKFALPQ 172-178 x 
QKFALPQYLK 172-181 x x 
KFALPQ 173-178 x x 
KFALPQYL 173-180 x 
K FALPQYLK 173-181 x x 
KfALf>QYLKT 173·182 x x x 
FALI'Q 174-178 x x x x 
FAU'QYLK 174-181 x 
ALPQYLK 175-181 x x x x 
FALPQYLKT 175-182 x x x 
LPQYLK 176-181 x x x x 
PQYLK 177-181 x x x x 
!•QYLKT 177-182 x 
YLKTVYQH 179-186 x x x 
YLKTVYQHQ 179-187 x 
KTVYQHQKA 181-189 x 
TVYQI IQKA 182-189 x x x x 
KA!I.·I KPWIQPK 188-197 x x x 
AMKPWIQPK 189-197 x x x 
AMKI'WIQI' KT 189-198 x x x 
AMKPWIQPKTK 189-199 x x x x 
MKPWIQPK 190-197 x x x 
11-·lKPWIQPKT 190-198 x x 
MKPWlQPKTK 190-199 x x x 
Kr\lliQ!'K 191-197 x x x x x 
KPWIQPKT 191-198 x x x x x x 
KPWIQPKTK 191-199 x x x x x x 
PWIQPK 192-197 x x x 
PWIQPKT 192-198 x 
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Table 4. continued 

STRAINS 
SeQuence Fragment PB302 PB385 ATEI9PB8 4F44 Y4 LMD-9 

I'WIQI'KTK 192-199 x 
WIQPK 193-197 x 
WIQPKTK 193-199 x x x 
TKVIP 198-202 x x x 
TKVIPY 198-203 x x x 
TKVII'YV 198-204 x 
TKVIPYVR 198-205 x x x x x 
TKVIPYVRY 198-206 x x 
TKVIPYVRYL 198-207 x x x 
KVIPYVRYL 199-207 x x 
VIPYVR 200·205 x 
VIPYVRYL 200-207 x 
lf'YVR 201-205 x x 
IPYVRYL 201 -207 x 
PYVRYL 202-207 x 
Total numbc:r ofpçp4i<ks gcncrotcd 25 45 25 56 34 29 
NumNtof specifie peptides j)Mduttt1 2 17 6 25 12 8 
Peptides a"·cmgc size (residuçs) 9.4 9 .4 9 .5 9.8 9.5 10.3 
:t:: standard devinti{)n (residues) 2.8 3.2 3.6 4.0 3.6 4.3 

"Peptides were detected afier 4 h ofhydrolysis in 50 mM phosphate buffer, pH 7.5. "X" indicates that the peptide is produced by the corresponding 
strain; empty box refers to a lack of detection. A peptide is considered to be "specifie" when it is produced by a marimum oftwo different strains and 
is shaded light gray. The peptides produced by ail of the strains are shaded dark gray. 

Table S. Peptides Generated from Bovine a,1-Casein by the Proteolytic System of S. thermophilus H-Strainsa 

STRAINS 
Sequence 

Fr.lgmcn1 PB302 PB385 
ATE I 9 

4P44 Y4 LMD-9 
PB8 

RPKHPIKH 1-8 x x x x x x 
RPKHPIKHQ 1-9 x x x x x x 
RPKHPIKHQG 1·\0 x 
RPKHPIKHQ<; LPQ 1-13 x x x x x x 
RPKHPIKHQGLPQEVLNENI.LRF 1-23 x x x x 
KHQGLPQEVL 7-1 6 x 
IIQGLPQ 8-13 x x x x x 
QGLPQEVL 9· 16 x x x 
QGLPQEVLN 9- 17 x x x x x 
GLPQEVLNENLL 10-2 1 x x 
EVLNENLLR 14-22 x x x x x 
NENLLR 17-22 x x x x x x 
NENLLRF 17-23 x x x x x x 
NENLLRFF 17-24 x x x x x x 
ENLLR 18-22 x 
FFVAPFPEVF 23-32 x 
FVAPFPE 24-30 x 
FVAPFPEVF 24-32 x x x x x 
F'VAPFPEVFGKE ?4-1, x 
VAPFPEVF 25-32 x 
GKEKVNR 33-40 x x 
CVI.f.QI. 93-98 x x 
GYLEQLL 93-99 x ·x ·x x ·x x 
GYLEQLLR 93-100 x x 
G YLEQLLRL 93-101 x x x x x x 
GYLEQLLRLK 93- 102 x x x x x 
VLEQLL 94-99 x 
YLEQLLRL 94- 10 1 x x x x 
YI.EQLLRLK 94-1 02 x x 
KV PQLEIVPN 105 111 x 
EIVPNSAH RLH 110-1 2 1 x 
SAEERLIISMK 115-124 x x x x 
IISMKEGIH 121- 128 x 
SMKEGIHAQ 122- 130 x x x x x 
AQQKEPM IGVN 129-139 x 
NQELAY 139-144 x 
QELAY 140-1 44 x 
YPELFRQ 146-1 52 x 
GTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKHMPLW 170-199 x 
FSDIPNPIGSENSEK 179-193 x 
Totul nb o f peptides formcd 17 16 22 20 16 29 
Nb of ~occific x; ti des producL.-d 1 2 5 J 1 13 
Peptides avera •c sizc (n.::siducs) 8.4 9 .9 8.7 9.1 9.4 9.8 
"' standard deviation (rcsiducs) 1.8 3.9 1.9 3.7 4.0 5.2 

"Peptides were detected afier 4 h ofhydrolysis in 50 mM phosphate buffer, pH 7.5. "X" indicates that the peptide is produced by the corresponding 
strain; empty box refers to a lack of detection. A peptide is considered to be "spedBc" when it is produced by a marimum oftwo different strains and 
is shaded light gray. The peptides produced by ail of the strains are shaded dark gray. 
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appeared to be very resistant to hydrolysis and the region 152-
199 was d eaved only four times by the sole strain LMD-9. As 
both hydrophobie and hydrophilic regions could be hydrolyzed 
or, on the contrary, protected from hydrolysis, the accessibility 
of a region seems to be the most accurate hypothesis to explain 
the susceptibility to hydrolysis. 

Implication of Protease PrtS in the Formation of the 
Peptides. The CEP of lactococci have been divided into two 
main groups on the basis of their substrate specificity. T he P1-
type proteases hydrolyze predonùnantly /3-CN, and the Pm
type proteases also d eave a- and K-CNs?8

•
29 T he differences 

between the two groups are not so dear, and mixed-type 
specificities have been highlighted. Besicles, on the basis of their 
action on the a<I-CN(fl-23) fragment, Exterkate et al.30 

proposed to divide the proteases of lactococci into seven 
groups and identified six potential deavage sites on the a,1-

CN(fl-23) fragment. The sarne d eavage sites have been 
observed using a pu rified PrtS from S. thermophilus 
CNRZ385: 13 four were major sites of hydrolysis, one was a 
medium site, and one was a minor site (Figure 2). 

PB302 

PB385 

ATE19PB8 

4F44 

Y4 

LMD-9 

CNRZ-385• 

1 10 20 
R PK HP 1 K Ha G l Pa E V l N EN l l RF .. 

t tt t tt 1' 
1'1'1' t tt tt 

tt t 1' tt tt 
Htt t tt t 
tt t t t t 
t tt t tt t 

t 

Figure 2. Hydrolysis of the region 1-23 of a ,1-CN by the p roteolytic 
system of S. themtophilus PB302, PB38S, ATE19PB8, 4F44, Y4, and 
LMD-9 in 4 h in 50 mM phosphate buffer, pH 7.5. The cleavage sites 
are represented by arrows. CNRZ-385* refers to the specificity of PrtS 
of the strain CNRZ38S, deternùned on the peptide 1-23 of a ,1-CN. 
lts six major, medium, and minor cleavage sites are indicated by a 
large, a medium, and a dotted arrow, respectively. 13. 

ln our experiments, S. thermophilus strains were able to 
degrade /3-CN, but also a-CNs at a slower rate, suggesting that 
their protease(s) displayed intermediate P1- and Pw-types. This 
observation is consistent with that obtained for the sole CEP of 
S. thermophilus described today, that is, PrtS.13 The analysis of 
the cleavage sites in the 1-23 region of the a,1-CN (Figure 2) 
revealed that they corresponded to those that were observed on 
the peptide a ,1-CN(fl - 23) after hydrolysis by PrtS purified 
from S. thermophilus CNRZ385. 13 Four of the six bonds of a , ,
CN ( fl-23), which have been cleaved by PrtS of the strain 
CNRZ385, were eut by ali of the H-strains stud.ied in this work; 
they corresponded to three major sites, H8- <t, <t- G10, L16-
N17, and to the medium site Q!3-E14 (Figure 2). The major 
cleavage site N17-E18 was eut by aU of the H-strains, except 
strain Y4, and the minor site L21-R22 was hydrolyzed by two of 
the six H-strains. This bond was hydrolyzed at a very slow rate 
in the study of Fernandez-Espla et al., 13 and this tendency was 
also found in our study. T he bond R22- F23 of the a , ,-CN was 
eut by ali six H-strains, whereas PrtS, purified from strain 
CNRZ385, did not eut this bond in peptide a , ,-CN(fl -23). 
The pure PrtS was unable to generate the cleavage between the 
residues R22 and F23 in peptide a ,1-CN(fl-23), because this 
bond is the last one and could have been hydrolyzed only if 
PrtS exhibited an exopeptidase-like activity. Contrarily, this 
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bond being internai in a ,1-CN, it was not surprising that it had 
been eut by an endopeptidase activity. 

Three new bonds were also hydrolyzed in our study: I6-K7, 
K7- H8, and G10-L11

• The d eavage of the 16-K7 bond of a , ,
CN (hydrolyzed only by strain 4F44) was alread~ reported for 
Lb. helveticus CNRZ32/1 CNRZ303, and CP790. 8 The K7-H8 

bond of a<1-CN was hydrolyzed by five of the six H-strains 
considered. This is the first time that this bond is reported as 
being cleaved by a CEP of a LAB. Nevertheless, the importance 
of this d eavage site could not be evaluated because the 
generated peptides were identified but not quantified. The 
G10- L11 bond was hydrolyzed only by strain PB385. 

The correspondence between the major and medium 
cleavage sites observed with PrtS of strain CNRZ 385 on 
peptide a ,1-CN(fl-23), and those observed with the 
proteolytic system of the six H-strains stud.ied here on the 
region 1-23 of as1-CN (the hydrolysis of the major site N 17-
E18 was lacking only for strain Y4), led to the conclusion that 
PrtS of these strains was probably responsible for the hydrolysis 
of CNs reported here. Knowing that strains PB302, PB385, and 
LMD-9 and M-strain HAD8a possess the sarne prtS allele, how 
can the fact that strain LMD-9 generated 88 peptides, of which 
20 were specifie, from /3-CN be explained, whereas strains 
PB302 and PB385 generated 63 and 66 peptides, of which S 
and 6 were specifie, respectively? One hypothesis is to consider 
that ali of these strains did not display the same leve! of 
expression of PrtS, leading to different enzyme/ substrate ratios 
between the strains. Such an assumption is based on the results 
of Galia et al., 16 who observed that the M-strains possessing the 
prtS gene expressed the protease PrtS at a lower levet than the 
H-strains. Thus, if the levet of expression of PrtS could vary 
between the M- and H-strains, it may be possible that it could 
be also differ within the H-strain group. 

S. thermophilus ls Able To Release Bioactive Peptides 
from Caseins. Hydrolysis of /3-, a,2-, and a,rCN by the 
proteolytic system of S. thermophilus H -strains led to 
approximately 250 peptides. As the bioactive peptides can 
exert numerous different effects on the bodl'32 and no rapid 
method of screening of the different bioactivities exists, the 
sequence of the peptides obtained in this work was compared 
to that of the bioactive peptides published in the literature or 
liste cl in the "data base of biologically active peptide 
sequences".33 Among the peptides generated by the tested S. 
thermophilus strains, 13 peptides from {J-CN, S from a ,2-CN, 
and 2 from a , ,-CN were listed as bioactive. Although many 
bioactive peptides from a,1-CN have been described in the 
literature, only two bioactive peptides were identified in this 
study. It must be noted that this work focused on the presence 
of bioactive p eptides and not on their quantification. Thus, 
some of them can be present in low concentration, but the 
overall biological activity of a hydrolysate may also result from 
additive effects. 

Angiotensin 1-Converting Enzyme (ACE) lnhibitors. Fifteen 
peptides were ACE inhibitors (Table 6). Nine of these peptides 
were identified in /3-CN hydrolysates, five were identified in a,z
CN hydrolysates, and one was identified in a,1-CN hydro
lysates (Table 6) . Finally, ali of the bioactive peptides resulting 
from a,z-CN hydrolysis were ACE inhibitors, one b eing also an 
antioxidant. lt must be noted that the peptides generated from 
a,2-CN were often specifie peptides, generated by one or a 
maximum of three strains of S. thermophilus (Table 4 ). 

Other Bioactive Peptides. Severa! other potential bioactive 
peptides were detected in the hydrolysis media of {J-CN (Table 
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Table 6. Potential Bioactive Peptides Generated by the Proteolytic System ofVarious S. thermophilus Strains from Bovine P-, 
a,2-, and a,1-Caseins after 2 or 4 h of Hydrolysisa 

source sequence strains activity ref 

{J-CN 98-105 VIŒAMAPK 4F44 antioxidant 34 

168-175 SKVLPVPQ ali ACE inh.ibitor 35 
169-175 KVLPVPQ ali ACE inh.ibitor 36 

169-176 KVLPVPQK ATE19PB8, 4F44,Y4, LMD-9 LOX inh.ibitor 37 

183- 190 RDMPIQAF ali ACE inh.ibitor 35 

191-209 LLYQEPVLGPVRGPFPllV ali ACE inh.ibitor and inununomodulating 35, 38 

192-209 LYQEPVLGPVRGPFPIIV ali mitogene 39 
193-198 YQEPVL ali ACE inh.ibitor 40 

193-202 YQEPVLGPVR ali ACE inh.ibitor 35, 41 

193- 209 YQEPVLGPVRGPFPIIV ali irrununomodulating and antibacterial 2, 42 

199-209 GPVRGPFPIN ali ACE inh.ibitor 43 

201-209 VRGPFPIIV Y4, LMD"9 ACE inh.ibitor 44 
203-209 GPFPIIV ali ACE inh.ibitor 43 

a.,-CN 174-181 FALPQYLK PB385 ACE inh.ibitor 45 
189- 197 AMKPWIQPK PB385, PB302, 4F44 ACE inh.ibitor 36 

190- 197 MKPWIQPK PB385, PB302, 4F44 ACE inh.ibitor 36 

198-202 TKVIP PB302, Y4, 4F44 ACE inh.ibitor 36 

202-207 PYVRYL PB385 ACE inhibitor and antioxidant 46 

1- 9 RPKHPIKHQ ali ACE inh.ibitor 47 

1- 23 RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRF LMD"9, PB385, 4F44, Y4 inununomodulating and antibacterial 48 

a"all" means that the peptide was produced by the six H-strains tested in this study. ACE, angiotensin-converting enzyme (ACE transforms 
angiotensin I to angiotensin II and also hydrolyzes bradykinin into inactive peptides); LOX, lipoxygenase (lipoxygenase is a dioxygenase that 
catalyzes oxygenation of certain polyunsaturated fatty acids). 

6). Thus, the peptide jJ-CN(f98- 105) displays an antioxidant 
activity34 and the peptide jJ-CN(fl69-176) inhibits the 
lipoxygenase activity.37 Sorne of the highlighted bioactive 
peptides may act on the immune system because the peptide P
CN(fl93- 209) was described as both an immunomodulator 
and an antibacterial2

'
42 and the peptide jJ-CN(fl91 - 209), 

already described as an ACE inhibitor, was also characterized as 
an immunomodulating peptide.

38 
The peptide a,1-CN(fl-23), 

which has been first described by Lahov and Regelson 48 as a 
antimicrobial peptide called "isracidin", is also considered to be 
an immunomodulating peptide2 Finally, the pe~tide jJ
CN(fl92- 209) was labeled as potentially mitogenic.3 

The potential bioactive peptides cited above were generated 
by ali of the H-strains tested, except isracidin, fJ-CN(f98- 105), 
and jJ-CN(fl69- 176). Isracidin was produced by strains 
PB385, 4F44, Y4, and LMD-9, jJ-CN(f98-105) by strain 
4F44, and jJ-CN(fl69- 176) by strains ATE19PB8, 4F44, Y4, 
and LMD-9 (Table 6). The peptide jJ-CN(fl91-209) present 
at 2 h of hydrolysis was further degraded by the four strains 
ATE19PB8, 4F44, Y4, and LMD-9. 

Thus, ali bioactive peptides, except one, highlighted in this 
work appeared to be resistant to hydrolysis by the proteolytic 
system of S. thermophilus, confirming the results of Somkuti and 
Paul,49 who showed that isracidin remained intact after 4 h of 
incubation with S. thennophilus strains but was degraded by 
exposure to Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus strains. 

Numerous studies have been conducted on bioactive 
peptides generated from fermentations with Lactococcus or 
Lactobacillus strains. Studies on the release ofbioactive peptides 
(or their precursors) from CNs by S. thermophilus in coculture 
with Lactobacillus ( with the possible addition of enzymes) were 
also carried out. 7'

50
'
51 T o our knowledge, very few studies dealt 

with the genesis of peptides from the hydrolysis of CNs with S. 
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thermophilus alone.12 Arnong the bioactive peptides released by 
S. thermophilus, sorne of them are also generated from CNs by 
other LAB. Thus, the peptides jJ-CN(fl91-209), jJ-CN(fl92-
209), and fJ-CN(fl99-209) are produced by Le. lactis, the 
peptide a 51-CN(fl-9) is produced by Lb. helveticus, and the 
peptides jJ-CN(fl68- 175), jJ-CN(fl69- 175), and jJ-CN
(fl83-190) are produced by both bacteria52

-
55 We considered 

only the bioactive peptides with a proven activity, especially 
tho se listed in the "data base of biologically active p eptide 
sequences", 33 but the real number of bioactive peptides may be 
higher. Moreover, the peptides with m/z < 400 were not 
identified by the LC-ESI-MS/ MS analysis, which explains that 
the reported peptides have a sequence of at !east live residues. 
The identified peptides could also be the precursors of 
bioactive peptides that could be released in vivo by gastro
intestinal enzymes. Thus, Parrot et al. 56 suggested that digestive 
enzymes diminished the ACE inhibition activity of the peptides 
detected in Emmental cheese, whereas the digestion of peptides 
of higher molecular weight would generate new ACE inhibitory 
peptides. New techniques in vitro would be required to rapidly 
evaluate the biological activity of a hydrolysate, but final! y, on! y 
tests on animais would give a global knowledge of the bioactive 
effect taking into account the presence of antagonist(s) or 
agonist( s). 

The aim of this work was to determine (i) whether the 
proteolytic system of S. thermophilus is able to generate 
bioactive peptides from sorne bovine CNs; (ii) whether such a 
capacity could vary among the S. thermophilus strains; and (iii) 
whether the CEP PrtS could account for such a production, at 
!east in part. The results obtained showed that S. thermophilus is 
able to generate numerous peptides from CNs and that sorne of 
them are strain-specific. Arnong the peptides, severa! have 
bioactive potential, leading to the conclusion that S. 
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thermophilus, which is widely used in dairy product 
manufacture, could be used for the release of bioactive peptides 
from CNs during processing. Finally, we showed that the 
protease PrtS could account at !east in part for the observed 
production of the peptides from CNs and, so, for the bioactive 
peptides detected. 

This work poses severa! questions. The first concerns the 
origin of the specifie peptides that are produced by few strains. 
Is PrtS responsible for this variability and how? The second 
question concerns the stability of the bioactive peptides during 
the storage of the products and their bioavailability for the 
consumer. Finally, the third concerns the real number of 
bioactive peptides that are generated by the S. thermophilus 
strains and the possibility of driving their liberation by 
modifying the proteolytic system of S. thermophilus. 

Abbreviations Used 
ACE, angiotensin 1-converting enzyme; CN, casein; H, high 
acidifying; L, low acidifying; LAB, lactic acid bacteria; M, 
medium acidifying. 
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1. Recherche de systèmes de transport de peptides au sein d’une 

collection de souches de Streptococcus thermophilus par PCR 

Comme cela a été décrit prcédemment, nous avons montré que le système protéolytique 

de surface de S. thermophilus est capable de générer des peptides bioactifs à partir des caséines 

bovines s2 et s1. Néanmoins, l’utilisation de cette bactérie pour la production de tels peptides 

dans l’aliment requiert qu’elle en internalise le moins possible. Dans les conditions utilisées 

précédemment, peu ou pas de peptides générés ont été internalisés mais cette situation ne peut se 

produire lors de la fabrication d’un lait fermenté. Aussi, nous nous sommes intéressés aux 

systèmes de transport de peptides. Le système Ami ayant été très étudié chez S. thermophilus, 

nous avons étudié la variabilité génétique de ce système ami, du transporteur dtpT et d’étudier la 

variabilité et le rôle du cluster ots découvert lors du séquençage du génome de la souche LMD-9. 

Vingt deux souches ont été choisies pour cette étude ; 19 appartiennent à la collection du 

laboratoire, ont été isolées de yaourts ou de fromages et possèdent des caractéristiques 

phénotypiques et génétiques différentes (Galia et al., 2009) ; les 3 autres souches (LMG18311, 

ND03 et JIM8232) correspondent à des souches dont le génome a été séquencé et est disponible 

dans les banques de données. Sur ces dernières, les caractéristiques phénotypiques n’ont pas été 

déterminées (Tableau 9). Au niveau phénotypique, les 19 souches appartenant à la collection du 

laboratoire présentent les caractéristiques suivantes : 10 souches ont une forte activité 

caséinolytique de surface (PrtS
+
), 2 une légère activité protéolytique (PrtS

+/-
) et 7 souches en sont 

dépourvues (PrtS
-
). En termes de capacités acidifiantes, ces souches ont été classées en trois 

groupes : fort, moyen et faible pouvoir acidifiant. Il est à noter que toutes les souches présentant 

un fort pouvoir acidifiant ont également une forte activité protéolytique (PrtS
+
). La variabilité 

génotypique des souches a été évaluée par l’analyse de la séquence intergénique ITS 16S-23S. 

Toutes les souches ayant une forte activité protéolytique (PrtS
+
) et un fort pouvoir acidifiant ont 

une région intergénique 16S-23S de type II. 
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1. 1. Etablissement des relations phylogénétiques entre 22 souches de 

Streptococcus thermophilus 

Dans un premier temps, nous avons cherché à établir les proximités phylogénétiques 

existant entre les 22 souches étudiées. Le séquençage de l’ITS 16S-23S des souches de la 

collection du laboratoire a permis de distinguer 2 groupes différents, mais à l’intérieur de ces 

groupes, la proximité phylogénétique entre les souches n’a pu être évaluée. En effet, si l’analyse 

de la séquence intergénique ITS 16S-23S permet de distinguer les différentes espèces et sous-

espèces (Daffonchio et al., 2003 ; Mora et al., 2003), elle ne permet pas toujours de distinguer les 

souches. A l’inverse, le typage moléculaire par MLST peut permettre de distinguer entre souches 

possédant le même ITS 16S-23S, et donc d’évaluer la diversité génétique à l’intérieur d’un même 

groupe et de proposer une classification phlogénétique des souches, le cas échéant. Le typage par 

MLST consiste à établir la séquence de portions de « gènes de ménage », indispensables au 

métabolisme cellulaire, présents dans le « core génome » et répartis sur le chromosome. 

Huit « gènes de ménage » (glcK, ddlA, pepO, ilvC, thrS, tkt, pyrE, dnaE), utilisés par Delorme et 

al. (2010) lors d’une étude utilisant la MLST, ont été choisis pour notre analyse. Dans un premier 

temps, des portions de 531 à 721 pb des huit « gènes de ménage » ont été amplifiées par PCR 

chez 17 souches de notre collection à l’aide des couples d’amorces présentés dans les tableaux 15 

et 17 et séquencés. Les séquences de ces gènes chez les 5 souches LMD-9, CNRZ1066, 

LMG18311, JIM8232 et ND03 (génomes entièrement caractérisés), ont été obtenues à partir des 

banques de données (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi). Les résultats de l’étude 

MLST, obtenus pour l’ensemble des gènes des 22 souches (17 souches provenant de la collection 

et 5 souches dont le génome est entièrement séquencé) sont présentés dans le tableau 19. Pour 

chaque gène, et à chaque séquence unique, un numéro d’allèle a été assigné. Ce numéro 

correspond à ceux attribués par Delorme et al. (2010) pour les séquences identiques, et dans le 

cas d’une séquence différente, un nouveau numéro d’allèle a été attribué. Pour le gène glcK, 

codant la glucose kinase, 4 allèles sur les 7 listés par Delorme et al. (2010) ont été retrouvés. Il 

s’agit des allèles glcK-1, -2, -3 et -5 avec une prédominance de l’allèle 1 au sein de notre 

collection de souches et celles des banques de données puiqu’il est présent dans 15 souches des 

22 référencées ici (Tableau 19). Au contraire, l’allèle glcK-3 n’est présent que chez la souche 

S. thermophilus ST14. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi
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Pour le gène ddlA, codant la D-alanine D-alanine ligase, deux allèles répertoriés par Delorme et 

al. (2010) ont été détectés au sein de notre collection. L’allèle ddlA-2 est le plus répandu puisque 

détecté dans 18 souches sur 22. D’autre part, nous avons détecté un nouvel allèle, nommé ddlA-4, 

uniquement retrouvé chez la souche 4F44 (Tableau 19). Pour le gène pepO, codant une 

endopeptidase, 3 allèles (pepO-1, -2 et -3) sur les 6 publiés par Delorme et al. (2010) ont été 

détectés. Les allèles 1 et 2 sont majoritaires, l’allèle 3 n’étant présent que chez 2 souches de notre 

collection (Tableau 19). 

 

 

Tableau 19 : Répartition des différents allèles de 8 « gènes de ménage » chez des souches de 

Streptococcus thermophilus de la collection URAFPA et des banques de donnés 

 

souches/gèn

es 

Numéros d’allèles Type 

d’ITS
b
 

Gène 

prtS
b
 

glcK ddlA pepO ilvC thrS tkt pyrE dnaE 

CNRZ21 5 2 1 1 1 1 3 1 I - 

CNRZ1066  5 2 1 1 1 1 3 1 I - 

CNRZ445 5 2 1 1 1 1 3 1 I + 

CNRZ404 5 2 1 1 1 1 3 1 I + 

HD17 1 2 1 1 1 1 3 1 I + 

ST14 3 2 1 1 1 8 13 1 I - 

ATE11PB6 2 2 1 1 1 3 1 1 I + 

CNRZ160 2 2 1 1 1 3 1 1 I - 

PB18O 1 2 3 2 1 3 6 1 I + 

CNRZ385N 1 2 3 2 2 3 8 2 I + 

4F44 1 4
a
 1 1 2 12

a
 6 1 I + 

LMD-9  1 1 2 1 2 7 5 1 II + 

PB385 1 2 2 1 2 7 5 1 II + 

ST88 1 2 2 1 2 7 5 1 II + 

ST85 1 2 2 1 2 7 5 1 II + 

PB18 1 2 2 1 2 7 5 1 II + 

ST87 1 2 2 1 2 7 5 1 II + 

PB302 1 2 2 1 2 7 5 1 II + 

CNRZ391 1 2 2 1 2 7 5 1 II + 

ND03 1 1 1 1 1 3 6 1 I - 

LMG18311 1 2 1 1 2 1 3 1 I - 

JIM8232 1 1 1 1 2 7 12 1 I + 
Les numéros d’allèles proposés par Delorme et al. (2010) ont été attribués aux allèles de notre collection. Les noms 

surlignés en gris correspondent aux souches dont le génome a été entièrement séquencé. 
a Nouvel allèle (cette étude) 
b Les types d’ITS et la présence/absence du gène prtS sont issus de l’étude de Galia et al. (2009).  
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Pour le gène ilvC codant la céto-acide réductoisomérase, les deux allèles (ilvC-1 et -2) détecté par 

Delorme et al. (2010) ont été retrouvés, l’allèle 2 n’étant présent que chez 2 souches de notre 

collection, toutes les autres présentant l’allèle ilvC-1 (Tableau 19). Pour le gène thrS, codant la 

thréonyl-tRNA synthétase, 2 allèles (thrS-1 et -2) sur les 5 signalés par Delorme et al. (2010), ont 

été détectés. Ils sont distribués de façon équivalente au sein de notre étude (Tableau 19). Pour le 

gène tkt, codant la transcétolase, 4 (tkt-1, -3, -7 et -8) sur 11 allèles mentionnés par Delorme et al. 

(2010) dans leur étude ont été retrouvés. De plus, un nouvel allèle, nommé tkt-12, a été mis en 

évidence chez la souche 4F44. Seule la souche ST14 présente l’allèle tkt-8 (Tableau 19). Pour le 

gène pyrE, codant l’orotate phosphoribosyltransférase, 7 (pyrE-1, -3, -5, -6, -8, -12 et -13) des 

13 allèles listé par Delorme et al. (2010) ont été détectés. L’allèle pyrE-5 est l’allèle majoritaire. 

Les allèles 8, 12 et 13 sont respectivement présents chez les souches CNRZ385N, JIM8232 et 

ST14 (Tableau 19). Pour le gène dnaE, codant l’ADN polymérase III, 2 allèles (dnaE-1 et -2) sur 

les 5 listés par Delorme et al. (2010) ont été détecté dans notre étude. Seule la souche 

CNRZ385N possède l’allèle dnaE-2 (Tableau 19). 

 Ainsi, les résultats de l’analyse des 8 « gènes de ménage » chez les 22 souches de 

S. thermophilus considérées dans cette étude a permis de montrer la présence de 2 à 7 allèles par 

gène (Tableau 20), contre 2 à 13 pour les 27 souches de S. thermophilus analysées par Delorme et 

al. (2010). Même en tenant compte d’un nombre plus restreint de souches analysées dans notre 

étude, la diversité génétique observée chez les souches du laboratoire est significativement plus 

faible que celle mise en évidence par Delorme et al. (2010). 

Les pourcentages de divergence entre les différents allèles de chaque gène de ménage ont été 

calculés à l’aide du logiciel « clustalW » (% divergence = 100 - % identité), ils sont tous 

inférieurs à 1%. Le pourcentage de divergence le plus bas (0,2%) est obtenu pour les trois gènes 

ilvC, thrS et dnaE pour lesquels deux allèles ont été détectés dans cette étude. Les gènes tkt et 

pyrE ayant respectivement 5 et 7 allèles différents, conservent un pourcentage de divergence 

faible (0,8%) (Tableau 21). Hormi les gènes ddlA, pepO, ilvC, pour lesquels les pourcentages de 

divergence sont identiques à ceux par Delorme et al. (2010), pour les autres gènes, les 

pourcentages de divergence de notre étude sont inférieurs (en raison d’un nombre inférieur 

d’allèles) (Tableau 22). 

Le pourcentage de diversité des souches de notre collection a été déterminé à l’aide du logiciel 

MEGA_5.0 et estimé à 0,16%, ce qui est proche de celui (0,19%) obtenu par Delorme et al. 
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(2010). Ces résultats sont en accord avec le faible polymorphisme observé chez l’espèce 

S. thermophilus, espèce clonale émergée récemment avec le début de fabrications de produits 

laitiers (depuis environ 7000 ans) (Bolotin et al., 2004 ; Delorme et al., 2010 ; Fox, 1993).  

 

 

Tableau 20 : Comparaison entre le nombre d’allèles trouvés pour chaque « gène de 

ménage » dans cette étude et celui obtenu à partir d’une collection de 27 souches par 

Delorme et al. en 2010 

Gène 
Nombre d’allèles trouvés chez S. thermophilus 

dans cette étude dans la collection de Delorme et al. (2010) 

glcK 4 7 

ddlA 2+1
a
 3 

pepO 3 6 

ilvC 2 2 

thrS 2 5 

tkt 4+1
a
 11 

pyrE 7 13 

dnaE 2 5 
             a Nouvel allèle (cette étude) 
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Tableau 21 : Pourcentages de divergence entre les allèles de chaque « gène de ménage » 

étudié 

 
gène glcK Allèle 1 Allèle 2 Allèle 3 Allèle 5 

Allèle 1 0    

Allèle 2 0,2 0   

Allèle 3 0,4 0,2 0  

Allèle 5 0,2 0,4 0,6 0 

 
gène ddlA Allèle 1 Allèle 2 Allèle 4 

Allèle 1 0   

Allèle 2 0,2 0  

Allèle 4 0,2 0,4 0 

 
gène pepO Allèle 1 Allèle 2 Allèle 3 

Allèle 1 0   

Allèle 2 0,2 0  

Allèle 3 0,2 0,4 0 

 
gène ilvC Allèle 1 Allèle 2 

Allèle 1 0  

Allèle 2 0,2 0 

 
gène thrS Allèle 1 Allèle 2 

Allèle 1 0  

Allèle 2 0,2 0 

 

gène tkt Allèle 1 Allèle 3 Allèle 7 Allèle 8 Allèle 12 

Allèle 1 0     

Allèle 3 0,2 0    

Allèle 7 0,6 0,4 0   

Allèle 8 0,4 0,6 0,6 0  

Allèle 12 0,4 0,2 0,6 0,8 0 

 
gène pyrE Allèle 1 Allèle 3 Allèle 5 Allèle 6 Allèle 8 Allèle 12 Allèle 13 

Allèle 1 0       

Allèle 3 0,4 0      

Allèle 5 0,4 0,4 0     

Allèle 6 0,2 0,2 0,2 0    

Allèle 8 0,4 0,4 0,4 0,2 0   

Allèle 12 0,6 0,6 0,2 0,4 0,6 0  

Allèle 13 0,6 0,6 0,6 0,4 0,6 0,8 0 

 
gène dnaE Allèle 1 Allèle 2 

Allèle 1 0  

Allèle 2 0,2 0 

Les pourcentages de divergence ont été déterminés à l’aide du logiciel « ClustalW » 
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Tableau 22 : Tableau synthétique des pourcentages de divergences nucléotidiques 

maximales de chaque « gène de ménage » au sein de notre collection de souches de 

Streptococcus thermophilus par rapport à ceux obtenus par Delorme et al. (2010) 

 

Gène  
Pourcentage de divergence maximale obtenue 

dans cette étude par Delorme et al. 2010 

glcK 0,6 1,7 

ddlA 0,4 0,4 

pepO 0,4 0,4 

ilvC 0,2 0,2 

thrS 0,2 0,6 

tkt 0,8 1,0 

pyrE 0,8 1,2 

dnaE 0,2 0,6 

 

Les séquences des 8 « gènes de ménage » des souches de notre collection et de celles des 

banques de données ont été utilisées pour construire un arbre phylogénétique. Pour cela, les 

séquences des huit loci et d’ITS 16S-23S ont été concaténées pour chaque souche puis la 

méthode « Neighbour Joining » a été appliquée à l’aide du logiciel MEGA_5.0. Les souches 

étudiées peuvent être principalement réparties en deux-groupes (Figure 25), permettant une 

séparation nette entre les souches à fort pouvoir acidifiant et les souches à moyen/faible pouvoir 

acidifiant. 

 Le premier sous-groupe (branche B) est composé de 9 souches dont huit souches de type 

ITSII, à forts pouvoirs acidifiant et protéolytique, sept souches (PB302, CNRZ391, ST87, PB18, 

ST85, ST88 et PB385) ayant les mêmes allèles pour les 8 « gènes de ménage » étudiés, et la 

souche LMD-9 diffère des souches précédentes par un seul allèle, il s’agit de l’allèle ddlA. La 

souche JIM8232 de type ITSI possède le gène prtS, mais ses pouvoirs acidifiant et protéolytique 

n’ont pas été déterminés. En effet, posséder le gène ne signifie pas l’exprimer comme cela a été 

montré par Galia et al. (2009). 

 Le deuxième sous-groupe (branches A et C) est composé de souches de type ITSI à moyen 

ou faible pouvoir acidifiant sauf la souche 4F44 qui est à fort pouvoir acidifiant. Certaines 

souches ne possèdent pas le gène prtS, d’autres le possèdent, mais l’expriment faiblement 

(souches PrtS
+/-

 selon l’étude de Galia et al., 2009). Le pouvoir acidifiant des souches 

LMG18311 et ND03 n’a pas été déterminé. Cependant, compte tenu des faibles valeurs de 

« bootstrap » obtenues (inférieures à 90%), l’arbre phylogénétique obtenu reste indicatif. Par 
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conséquences, l’ajout d’autres « gènes de ménage » dans l’analyse pourrait aider à mieux 

discriminer les souches de notre collection. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Arbre phylogénétique de 22 souches de Streptococcus thermophilus basé sur les 

séquences concaténées de 8 «gènes de ménage » (glcK, ddlA, pepO, ilvC, thrS, tkt, pyrE, 

dnaE) et de l’ITS 16S-23S 
L’arbre a été construit en utilisant la méthode « Neighbour Joining » à l’aide du logiciel MEGA_5.0. L’échelle 

indique le nombre de substitutions de nucléotides par site. Les lettres de A à C représentent les différents sous-

groupes, les étoiles correspondent aux souches dont les génomes sont complètement séquencés. L’absence de 
« prtS » entre parenthèse renseigne sur le génotype prtS- de la souche. Les valeurs de « bootsrap » (1000 répétions) 

sont indiquées sur les branches. Le pouvoir acidifiant (d’après Galia et al., 2009) en lait de chaque souche de la 

collection du laboratoire est mentionné par une pastille colorée :  

fort pouvoir acidifiant 

moyen pouvoir acidifiant 

faible pouvoir acidifiant 

C 

A 

B 

70 

63 

73 

81 

96 

51 

65 

53 

67 

54 

31 11 

14 
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1. 2. Recherche du système Ami 

 Sachant que le système Ami est présent chez les 5 souches dont le génome est entièrement 

séquencé et que la présence des gènes amiA2 et amiA3 codant chacun une « Oligopeptide 

Binding Protein » (OBP) varie en fonction des souches de S. thermophilus, nous avons recherché 

par PCR la présence du système Ami au sein des 17 souches étudiées. Pour cela, des amorces 

spécifiques ont été conçues (Tableaux 13, 16) à partir des séquences des gènes ami présents dans 

les génomes séquencés de S. thermophilus. Afin de mettre en évidence la présence ou l’absence 

des gènes amiCDEF organisés en opéron (opéron amiA1CDEF) des PCR ont été effectuées avec 

un couple d’amorces approprié à chaque gène (Tableaux 13, 16). Les résultats montrent que pour 

chacune des souches testées, une bande correspondant à la taille du produit attendue (environ 600 

pb) a été obtenue pour chaque gène chez toutes les souches, ce qui montre que les quatre gènes 

amiC, amiD, amiE, amiF sont présents chez les 17 souches testées. 

Pour déterminer la présence ou l’absence des trois paralogues amiA1, amiA2 et amiA3, 

des PCR ont été réalisées avec des couples d’amorces bien spécifiques (Tableaux 13, 16). La 

conception de ces amorces a été rendue difficile en raison du fort pourcentage d’identité existant 

d’une part entre les 3 gènes amiA1, amiA2, amiA3 (entre 84 et 99% d’identité, Tableau 23), et 

d’autre part, entre les 2 copies d’IS1193 situées en aval des gènes amiA2 et amiA3 (Figure 26). 

L’amplification des gènes amiA1 et amiA3 a été réalisée avec le même couple d’amorces et le 

gène amiA2 avec un deuxième couple d’amorces (Figure 26).  

La recherche des gènes amiA1 et amiA3, a été réalisée en utilisant le couple d’amorces 

« amiA3 for/amiC rev ». Compte tenu du pourcentage d’identité existant entre les gènes amiA1 et 

amiA3, l’amorce « amiA3 for » s’hybride à la fois sur les gènes amiA1 et amiA3 tandis que 

l’amorce « amiC rev » s’hybride au niveau du gène amiC (Figure 26). Ainsi sur gel d’agarose, en 

fonction des souches, le nombre d’amplicons obtenu diffère : 

- en présence du gène amiA1 et en l’absence du gène amiA3, une seule bande correspondant à un 

amplicon de 1,1 kb est détectée ; 

- en cas de présence des deux gènes amiA1 et amiA3, deux bandes correspondant à deux 

amplicons de 1,1 kb et de 4,7 kb sont visualisées (Figure 27). 

La présence du gène amiA2 a été recherchée en utilisant le couple d’amorce « amiA2N 

for/amiA2LR rev ». L’amorce « amiA2N for » s’hybride sur un gène codant un ARN 
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ribosomique qui se trouve en 5’ du gène amiA2 et l’oligonucléotide « amiA2LR rev » s’hybride 

sur le gène cfa codant la « cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase », situé en 3’ du gène 

amiA2. En présence du gène amiA2 un amplicon de 5,8 kb est détecté sur gel d’agarose, alors 

qu’en son absence la taille de l’amplicon est de 1,7 kb (Figure 27). 

 

 

 

Tableau 23 : Pourcentage d’identité entre les gènes amiA chez les cinq souches dont le 

génome a été séquencé 

 
 LMG18311 CNRZ1066 ND03 LMD-9 JIM8232 

LMG18311 amiA2 amiA3 amiA2 amiA3 amiA1 amiA2 amiA3 amiA1 amiA3 amiA1 amiA3 

amiA2 100,0           

amiA3 84,14 100,0          

CNRZ1066  

amiA2 99,9 84,1 100,0         

amiA3 84,9 99,0 84,8 100,0        

ND03  

amiA1 98,9 84,5 98,8 85,2 100,0       

amiA2 99,9 84,2 99,9 84,9 98,9 100,0      

amiA3 83,5 97,4 83,5 97,3 84,0 83,6 100,0     

LMD-9  

amiA1 99,7 84,1 99,6 84,80 99,0 99,7 83,5 100,0    

amiA3 84,0 99,1 84,0 98,6 84,5 84,1 98,0 84,04 100,0   

JIM8232  

amiA1 98,2 85,0 98,2 85,6 99,3 98,3 84,7 98,3 85,2 100,0  

amiA3 83,1 97,6 83,1 97,6 84,4 84,1 99,5 83,1 98,1 85,1 100,0 

a : amiA1 est un pseudogène chez les souches LMG18311 et CNRZ1066 (Hols et al., 2005) 
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Figure 26 : Représentation schématique de l’organisation génétique des gènes du système 

de transport de peptides Ami chez Streptococcus thermophilus CNRZ1066, LMG18311, 

ND03, LMD-9 et JIM8232 et positions des amorces utilisées pour les amplifier par PCR 

A. Opéron amiA1CDEF et gène amiA3 situé en amont de cet opéron,  

B. Gène amiA2 (absent chez les souches LMD-9 et JIM8232). 

 
Les positions d’hybridation de deux couples d’amorces « amiC rev/amiA3 for » et « amiA2N for/amiA2LR rev » 

utilisés pour détecter la présence des gènes amiA1-amiA3 et amiA2, respectivement sont indiquées, ainsi que les 

tailles attendues de chaque amplicon.  

ARNr : gène codant un ARN ribosomique ; IS1193 : séquence d’insertion de la famille ISL3 ; anA : gène codant une 

aminoacylase/N-acyl-L-amino acid amidohydrolase ; cfa : gène codant une  cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid 

synthase. 

A. 

 

 

 

A 

 

1,1 kb 

4,7 kb 

amiA3 for amiC rev amiA3 for 

                     5’         amiA3               IS1193          amiA1           amiC           amiD       amiE            amiF           3’  

     

amiA2 N for amiA2 LR rev 

  ARNr           amiA2                IS1193  anA    cfa 

5,8 kb 

B. 

 

 

 

A 
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Figure 27 : Détection par PCR des gènes amiA2 (pistes 1 à 5), amiA1 et amiA3 (pistes 6 à 10) 

chez différentes souches de Streptococcus thermophilus 

Les amorces « AmiA2N for/AmiA2LR rev » ont été utilisées pour la détection du gène amiA2 tandis que les amorces 

« AmiA3 for/AmiC rev » ont été utilisées pour la détection des gènes amiA1 et amiA3. 

Pistes 1 à 5 : la présence d’un amplicon de 5,8 kb signifie que le gène amiA2 est présent alors que la présence d’un 

amplicon de 1,7 kb signifie qu’il est absent. Pistes 6 à 10 : l’amplicon de 4,7 kb est attendu si le gène amiA3 est 

présent tandis qu’un amplicon de 1,1 kb est attendu dans le cas du gène amiA1. 

Les puits 1 et 6 correspondent à la souche ST14 ; les puits 2 et 7 à la souche CNRZ160 ; les puits 3 et 8 à la souche 
4F44 ; les puits 4 et 9 à la souche ST88 ; les puits 5 et 10 à la souche LMD-9 (témoin). 

M1 : marqueur de taille de 100 pb à 1kb , M2 : marqueur de taille de 1 à 10 kb, B : blanc. AmiA2 

 

 

M1   1     2      3      4     5     B      6    7    8     9     10    B    M2 

4,7 kb 

 

 

 

 

1,1 kb 

5,8 kb 

 

 

 

1,7 kb 



 145 

L’opéron amiA1CDEF est présent chez toutes les souches étudiées (Tableau 24). Trois souches 

possèdent le gène amiA2 mais pas le gène amiA3 ; 11 souches possèdent uniquement le gène 

amiA3 ; et 8 souches possèdent les deux (amiA2 et amiA3). La variabilité du nombre de gènes 

amiA a déjà été montrée au sein de l’espèce S. thermophilus par Garault et al. (2002). Cependant, 

la PCR permet de détecter la présence ou l’absence des gènes mais elle ne permet pas de savoir 

s’ils sont fonctionnels. En effet, le gène amiA1 est un pseudogène chez les souches CNRZ1066 et 

LMG18311 (Hols et al., 2005). Ainsi, afin de déterminer si ces gènes codent des protéines 

fonctionnelles, le séquençage des gènes amiA chez les souches PB302, ST14, CNRZ160 et 

PB18O a été réalisé. La souche PB302 a été choisie pour représenter les souches de type ITSII de 

fort pouvoir acidifiant et les souches ST14, CNRZ160 et PB18O ont été choisies pour représenter 

les souches de type ITSI de moyen pouvoir acidifiant. En outre, ces souches appartiennent à trois 

branches différentes dans l’arbre phylogénétique établi précédemment (Figure 25). Les deux 

souches CNRZ160 et PB18O sont positionnées sur la branche A, la souche PB302 est positionnée 

sur la branche B et la souche ST14 est positionnée sur la branche C. Les quatre souches 

possèdent le gène amiA1, les souches PB302 et PB18O ne possèdent pas le gène amiA2 et la 

souche ST14 ne possède pas le gène amiA3 (Tableau 24). L’analyse des séquences obtenues a 

révélé que les gènes amiA possèdent des forts pourcentages d’identité allant de 97 à 100% avec 

leurs homologues présents dans les génomes séquencés de S. thermophilus. Au niveau protéique, 

les pourcentages sont compris entre 96 et 100% chez les souches dont les séquences des génomes 

établies. Enfin, d’après les séquences géniques obtenues, les protéines semblent fonctionnelles 

(Tableau 25). 
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Tableau 24 : Classification des souches en fonction de leur pouvoir acidifiant en lait 

(d’après Galia et al., 2009). Le type d’ITS, la présence et l’absence du gène prtS, l’activité 

caséinolytique ainsi que la présence du système ami sont mentionnés 

a Chez les souches dont les génomes sont entièrement séquencés LMD-9, CNRZ1066, LMG18311, ND03 et 

JIM8232 les résultats de présence/absence des gènes ont été obtenus à partir des banques de donnés.  
 

Souche Origine  
Pouvoir 

acidifiant 

Type 

d’ITS 

16S-23S 

Gène 

prtS  

Activité 

caséinolytique  

Gènes :
 
 

amiA1

CDEF 
amiA2 amiA3 

CNRZ391 Yaourt 

Fort 

II + + + - + 

PB385 Yaourt II + + + - + 

PB302 Yaourt II + + + - + 

4F44 Fromage I + + + - + 

LMD-9
a
 Yaourt II + + + - + 

PB18 Fromage II + + + - + 

ST87 Fromage II + + + - + 

ST88 Fromage II + + + - + 

ST85 Fromage II + + + - + 

CNRZ385N Yaourt 

Moyen 

I + + + + + 

HD17 Yaourt I + - + + - 

CNRZ404 Yaourt I + +/- + + + 

ST14 Yaourt I - - + + - 

CNRZ160 Yaourt I - - + + + 

CNRZ445 Fromage I + +/- + + + 

ATE11PB6 Yaourt I + - + + - 

PB18O Fromage I + - + - + 

CNRZ1066
a 

Yaourt 
Faible 

I - - + + + 

CNRZ21 Yaourt I - - + + + 

LMG18311
a
 Yaourt 

Non 
étudié 

I - Non étudiée + + + 

ND03
a
 Lait  I - Non étudiée + + + 

JIM8232
a
 Lait I + Non étudiée + - + 
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Tableau 25 : Pourcentages d’identité entre les gènes amiA/protéines AmiA des souches 

ST14, CNRZ160, PB18O et PB302 et leurs homologues présents dans les génomes séquencés 

de Streptococcus thermophilus 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AmiA1 
ND03 LMD-9 JIM8232 CNRZ160 ST14 PB18O 

 (Nucleotide : Protéine) 

CNRZ160 (98,9 : 98,2) (99,6 : 99,1) (98,3 : 97,6) (100 : 100)   

ST14 (98,9 : 98,2) (99,6 : 99,1) (98,3 : 97,6) (99,9 : 99,7) (100 : 100)  

PB18O (99,4 : 99,3) (99,1 : 98,6) (98,8 : 98,6)  (99,0 : 98,3) (99,0 : 98,3) (100 : 100) 

PB302 (99,4 : 99,2) (99,1 : 98,6) (98,8 : 98,6) (99,0 : 98,3) (99,0 : 98,3) (100 : 100) 

AmiA2 
ND03 LMG18311 CNRZ1066 CNRZ160 ST14 

(Nucleotide : Protéine) 

CNRZ160 (99,9: 99,7) (99,9 : 99,8) (100 : 100) (100 : 100)  

ST14 (99,9 : 99,7) (99,9 : 99,8) (100 : 100) (100 : 100) (100 :100) 

AmiA3 
ND03 LMG18311 CNRZ1066 LMD-9 JIM8232 CNRZ160 PB18O 

 (Nucleotide : Protéine) 

CNRZ160 (97,5 : 96,5) (99,4 : 99,1) (99,4 : 98,9) (99,0 : 98,2) (97,7 : 96,9) (100 :100)  

PB18O (98,0 : 96,9) (99,0 : 98,5) (98,6 : 97,4) (100 : 100) (98,0 : 97,1) (99,0 : 98,2) (100 :100) 

PB302 (98,0: 96,9) (99,0 : 98,5) (98,6 : 97,4) (100 : 100) (98,0 : 97,1) (99,0 : 98,2° (100 : 100) 
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1. 3. Recherche du transporteur DtpT 

Jusqu’à maintenant aucun système de transport de di- tri- peptides n’a été caractérisé chez 

S. thermophilus. L’étude de Garault et al. (2002) a montré qu’un triple mutant amiA1/A2/A3
 
de la 

souche S. thermophilus ST18 était capable de croître dans un milieu contenant des di- tri- 

peptides comme unique source azotée. Cela a permis aux auteurs de suggérer la présence d’au 

moins un autre système de transport de di- tri-peptides fonctionnel (Garault et al., 2002). De plus, 

l’étude de Herve-Jimenez et al. (2008) a montré que le gène dtpT de la souche LMG18311 était 

surexprimé en fin de phase exponentielle en milieu lait. 

Les promoteur et terminateur potentiels ont été détectés respectivement en amont et en aval du 

gène dtpT chez la souche LMD-9 (Figure 28). Ce gène code un transporteur de 483 résidus 

d’acide aminé. Deux modèles topologiques sont proposés par le logiciel de prédiction de 

structure TMPRED (http://www.ch.embnet.org/). Le premier, propose une perméase de 

12 domaines hélicoïdaux transmembranaires composés de 19 à 27 résidus d’acide aminé, avec six 

boucles du côté extracellulaire et cinq du côté cytoplasmique. Dans ce modèle, les extrémités N- 

et C-terminales seraient cytoplasmiques (Figure 29A). Le deuxième, propose une perméase 

composée de 13 domaines hélicoïdaux transmembranaires composés de 19 à 27 résidus d’acide 

aminés, avec six boucles du côté extracellulaire et six du côté cytoplasmique, et dans ce modèle, 

l’extrémité N-terminale serait extracellulaire tandis que l’extrémité C-terminale serait 

cytoplasmique (Figure 29B). L’analyse des séquences protéiques déduites à partir des allèles dtpT 

des 5 génomes connus (quatre allèles différents) révèle que la séquence protéique est bien 

conservée avec des pourcentages d’identité de 98 à 100% entre les souches. Le gène dtpT est bien 

conservé entre les souches de S. thermophilus et possède donc toutes les caractéristiques pour être 

fonctionnel. 

La présence du gène dtpT, au sein de toutes les souches de notre collection a été recherchée par 

PCR en amplifiant un fragment interne de 610 pb avec le couple d’amorce « dtpT for/dtpT rev » 

(Tableaux 13, 16). Ce gène a été détecté chez l’ensemble des souches. 

https://poincare.uhp-nancy.fr/horde/util/go.php?url=http%3A%2F%2Fwww.ch.embnet.org%2Fsoftware%2FTMPRED_form.html&Horde=8d5653e62c90b93a6551a1c0840f34e2
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        1  TAACCAAGGC TTTTGTGACA TCCGCATAAC GGCAAGAAGA ATAGCAAAAA 

  51  AGTTTCCAAT GATAAAGCTC AAAACTGAGA TTCCTAAGGT ATATATAAGG 

 101  CAGACCTGAT AGGACATAAG GAATGCTTTT TAGAATCAGT GAAAAATCAA 

 151  TAATCATAAG TCTAACTTTC TAAACTTTTC TTTTGCCATA CTTTTGGACA 

 201  TCCCAACGGG TACCTCATTC CTTTAACTTA AATTCGTTCA CCCTCTATTG 

 251  TATAGATAAA TCCACGGTCT GACCACTAAT TCGCCCTATT TTACGATATC 

 301  TTCACGTCAA CCTATCGGTT AAGCACGGCT AATATGATAT TATTTTGATA 

 351  CTAAATTGAG TAAATAATTT GTATTTTACA CCATTTTAGC ATAAAATAGA 

 401  AAGATATTTT TAATAAATAT GTTTGTAACG TTGTTAATTC AATAATAACG 

               -35 boîte               -10 boîte 

                          RBS     Codon Start dtpT 

 451  TATCAAAAAT CAACCGGAGG ATTTTATGGA AGACAAAGGA AAGACATTTT 

 501  TCGGGCAACC TTTAGGACTG TTAACACTAT TCATGACTGA AATGTGGGAG 

 551  CGTTTCTCAT ACTATGGTAT GCGCGCCATC TTGCTTTACT ATATGTGGTT 

 601  CCTCATCAGT ACTGGTGATC TACACATTAC ACGAGCAACA GCCGCATCAA 

 651  TCATGGCAAT TTACGCTTCA ATGGTTTACC TTTCTGGTAC GATCGGTGGT 

 701  TTCGTAGCCG ATCGTATCAT CGGAGCACGT CCAGCTGTAT TCTGGGGTGG 

 751  TGTTCTCATC ATGCTTGGAC ATATCGTGCT CACTTTGCCT TTTGGCGCAA 

 801  GCGCATTGTT TGGGTCAATC ATCTTAATTA TTATCGGAAC TGGTTTCTTG 

 851  AAGCCAAACG TTTCAACATT GGTTGGGACA TTGTATGACG AACATGATCG 

 901  TCGTCGTGAC GCTGGTTTCT CAATCTTTGT GTTTGGTATT AACTTGGGTG 

 951  CGTTCATTGC ACCACTTATT GTTGGTGCTG CACAAGAAGC TGCAGGTTAC 

1001  CACGTGGCCT TCTCATTGGC AGCAATCGGT ATGTTTATTG GTTTGCTGGT 

1051  TTATTACTTC GGTGGTAAGA AAACATTGGA TCCGCGTTAC TTGCGCCCAA 

1101  CTGATCCACT AGCACCAGAA GAAGTTAAGC CATTACTGGT TAAAGTAAGC 

1151  TTAGCTGTTG CTGGCTTTAT TGCAATCATC GTTGTGATGA ACCTTGTCGG 

1201  TTGGAATTCA TTGCCTGCCT ACATCAATCT CTTGACGATT GTTGCGATCG 

1251  CCATTCCAGT CTTCTATTTT GTTTGGATGA TTGCTTCAGT CAAGGTTACG 

1301  GCAACAGAAC GTTTGCGTGT TGTATCATAC ATTCCACTCT TCATCGCCGC 

1351  TGTTTTGTTC TGGGCGATTG AAGAACAAGG CTCAGTTGTG TTGGCAACAT 

1401  TTGCTGCTGA ACGTGTTGAT TCATCTTGGT TCCCTGTCTC ATGGTTCCAA 

1451  TCATTGAACC CACTCTTCAT CATGCTTTAC ACACCATTCT TTGCTTGGCT 

1501  ATGGACTGCC TGGAAGAAAA ATCAACCATC ATCACCAACA AAGTTTGCCG 

1551  TTGGTTTGAT GTTTGCCGGC TTAAGCTTCT TGCTCATGGC CATTCCTGGT 

1601  GCTTTGTATG GCACAAGTGG TAAAGTATCA CCACTATGGT TAGTTGGGTC 

1651  ATGGGCCCTT GTTATCGTCG GTGAAATGTT AATTTCACCT GTCGGCCTAT 

1701  CCGTCACAAC CAAGTTGGCA CCAAAAGCCT TCAACTCTCA AATGATGTCA 

1751  ATGTGGTTCT TGTCATCAGC GGTAGGTTCT GCTTTGAACG CACAACTGGT 

1801  GACATTGTAT AACGCCAAAT CTGATGTCGC TTACTTCTCT TACTTCGGAT 

1851  TAGGTTCTGT TGTACTTGGT ATTGTTCTCG TCTTCCTATC AAAGCGTATT 

1901  CAAGGTTTGA TGCAAGGTGT TGAATAAATT GCATAAAAAA AGCGCTCATA 

             Terminateur putatif dtpT 

1951  TATTGTGAGT GCTTTTTTTA TGCTTAATTA TTTCACATCG TCGGGCTTTG 

2001  TCAGCAACTT TTTCAGCAGC CTTGTCAACA TTTTCATTAA CTTCTTTAGC 

2051  CTTATCAGCA GCTTTATCAG AGAAATCTTC AGCTTCAACT TGACCCGCGC 

 

Figure 28 : Séquence nucléotidique du gène dtpT chez la souche Streptococcus thermophilus 

LMD-9 avec les positions putatives des promoteur et terminateur 

La séquence codante du gène dtpT est présentée en bleu. Les codons « start » et « stop » sont surlignés en gris. Le 
promoteur a été recherché en se basant sur la séquence consensus du promoteur définie pour les Firmicutes 

(TTGACA-17nt-TATAAT) (Helmann, 1995 ; Morrison et Jaurin, 1990). Les séquences putatives promotrice et 

terminatrice sont encadrées, le site RBS (pour Ribosomal Binding Site) est indiqué en caractères gras (Rocha et al., 

1999). Le zoom représente le terminateur replié.  
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Figure 29 : Structures tridimensionnelles de la perméase DtpT de 

Streptococcus thermophilus LMD-9 proposées par le logiciel de prédiction de structures 

transmembranaires TMpred 

A, B : les deux structures proposées par le logiciel TMpred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRE

D_form.html) diffèrent par le nombre de domaines transmembranaires et la localisation des extrémités N- 

et C- terminales de la perméase. 
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 1. 4. Détection du cluster ots (Oligopeptide Transport 

Streptococcus thermophilus) de la famille des transporteurs de peptides et de 

nickel de type ABC 

1. 4. 1. Détection et organisation du cluster ots 

 Une recherche in silico dans les 5 génomes séquencés a été menée afin de déterminer 

s’il existe des systèmes de transport de peptides potentiels. Un cluster constitué de 4 gènes 

(STER_0142, STER_0143, STER_0144, STER_0145) et précédé d’un pseudogène (STER_0141) 

a été retrouvé chez la souche LMD-9. Il est annoté comme codant potentiellement un système de 

transport de peptides et de nickel de type ABC, sachant que sur la base de la structure primaire il 

est impossible de différencier les 2. Ce cluster a été cité comme provenant d’un événement de 

transfert horizontal dans l’étude de Liu et al. (2009b) qui avait comme objectif la détection 

d’évènements potentiels de transferts de gènes entre S. thermophilus et Lb. bulgaricus. Le 

pourcentage en GC est de 24, 36, 39, 41 et 40% pour les gènes STER_0141, STER_0142, 

STER_0143, STER_0144, STER_0145. L’origine de ce cluster n’a pas été déterminée par Liu et 

al. (2009b).  

 Pour la suite de notre étude ce cluster a été nommé ots pour : Oligopeptide Transport 

Streptococcus thermophilus. Il est composé de 4 gènes :  

- otsA codant une protéine affine aux peptides ou au nickel de 551 résidus d’acide aminé ; 

- otsB et otsC codant deux protéines membranaires de 352 et 317 résidus d’acide aminé 

respectivement, qui forment le pore du système. Ces deux perméases partagent 15% d’identité ; 

- otsD codant une ATPase double de 565 résidus d’acide aminés, qui fournit l’énergie au 

système. 
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1. 4. 2. Analyses des régions flanquant le cluster ots chez Streptococcus thermophilus LMD-9 

et comparaison avec celle des souches CNRZ1066, LMG18311, ND03, JIM8232 

 Afin de mieux connaître la région d’intégration du cluster ots, les régions flanquant ce 

cluster chez la souche LMD-9 ont été analysées et comparées aux régions homologues retrouvées 

chez les 4 autres souches dont les génomes sont entièrement séquencés (CNRZ1066, LMG18311, 

ND03 et JIM8232), et qui ne possèdent pas ce cluster (Figure 30). 

Cette analyse montre que le cluster ots est situé dans une région chromosomique très variable. 

Des îlots génomiques différents, acquis par transfert horizontal, ont été retrouvés chez les 

différentes souches. Chez la souche JIM8232, un îlot génomique contenant des gènes codant des 

fonctions impliquées dans la biosynthèse de pigments jaunes a été décrit, il s’agit de gènes 

atypiques de l’espèce S. thermophilus, probablement acquis par transfert horizontal à partir de 

l’espèce S. agalactiae (Delorme et al., 2010). Tout comme les deux souches CNRZ1066 et 

LMG18311, la souche ND03 en possède un cluster labBCT, mentionné comme étant acquis par 

transfert horizontal (Hols et al., 2005). Ce cluster est composé des gènes labB et C qui coderaient 

des protéines impliquées dans la biosynthèse de lantibiotique. Et du gène labT qui coderait une 

protéine responsable de l’efflux de lantibiotique.  
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Figure 30 : Représentation schématique de la région contenant le cluster ots chez Streptococcus thermophilus LMD-9, 

CRZ1066, LMG18311, ND03 et JIM8232 
 

Les flèches noires correspondent à des pseudogènes, les blanches à des gènes présents chez les cinq souches, les flèches bleu clair à des gènes présents chez les 

souches CNRZ1066/LMG18311, ND03 et LMD-9, les rouges à des gènes présents chez les souches LMG18311/CNRZ1066 et ND03, les jaunes à des gènes 

présents chez les souches CNRZ1066/LMG1 et JIM8232, les vertes à des gènes présents chez les souches CNRZ1066/LMG18311, les brunes à des gènes 

spécifiques de la souche JIM8232, les violettes à des gènes spécifiques de la souche ND03, les bleu foncé à des gènes spécifiques de la souche LMD-9. Les points 

d’interrogation correspondent à des gènes codant des protéines de fonction inconnue, les étoiles correspondent à des gènes tronqués, ps1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 : des 

pseudogènes. panE : cétopantoate réductase ; rplM : protéine ribosomale 50 S (L13) ; rpsI : protéine ribosomale 30S (S9) ; rtp : régulateur transcriptionnel 

putative ; lab B : « lantibiotic biosynthesis protein » ;  labC : « lantibiotic biosynthesis protein » ; labT : « lantibiotic efflux protein » ; int : une intégrase ; AlpA : 

un régulateur transcriptionnel de la famille AlpA ; ptR : « putative transfert protein ». La région I correspond à des gènes présents uniquement chez la souche 
JIM8232 et comporte des gènes codant des fonctions impliquées dans la pigmentation jaune mentionnés par Delorme et al. (2011)  
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1. 4. 3. Paramètres physicochimiques de chaque protéine du cluster ots 

Les paramètres physicochimiques de chacune des protéines du cluster ots, point 

isoélectique (pI) et masse moléculaire (MM), ont été estimés à l’aide du logiciel pI/mr 

d’EXPASY et sont présentés dans le tableau 26. 

 

Tableau 26 : Paramètres physicochimiques (masses moléculaires et points isoélectriques) 

calculés à partir de la composition des protéines OtsA, OtsB, OtsC et OtsD à l’aide du 

logiciel compute pI/Mw (http://web.expasy.org/compute_pi/) 

 

 

 

 

1. 4. 4. Recherche in silico d’une organisation génétique similaire au cluster ots 

A l’aide du logiciel « BlastP », un cluster homologue au cluster ots a été recherché dans les 

banques de données. Aucun homologue n’a été retrouvé chez d’autres espèces de streptocoques, 

ni chez d’autres bactéries lactiques utilisées en industrie agro-alimentaire. Par contre, au sein de 

différents genres tels que Bifidobacterium, Arthrobacter, Mycobacterium, Brevibacterium, 

Clavibacter et Corynebacterium ce cluster a été retrouvé. Dans tous les cas, le cluster garde la 

même synténie avec des pourcentages d’identité élevés compris entre 47 et 66% (Tableau 27). 

Les bactéries comportant ce cluster appartiennent toutes au phylum des Actinobacteria, bactéries 

à Gram positif dont le pourcentage en GC est supérieur à 50%, qui colonisent un nombre 

important de niches écologiques, telles que le sol (Arthrobacter), les plantes (Clavibacter), les 

mammifères (Mycobacterium), le tractus digestif humain ou les produits laitiers fermentés 

(Brevibacterium et Bifidobacterium). Ces clusters portent également des annotations non 

vérifiées et la fonction de ces protéines n’a donc pas été étudiée chez ces différentes bactéries.  

 OtsA OtsB OtsC OtsD 

Masse moléculaire (kDa) 60,0 38,7 34,1 62,0 

Point isoélectrique 5,05 9,97 9,97 5,72 

http://web.expasy.org/compute_pi/
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Tableau 27 : Pourcentages d’identité entre les protéines Ots de Streptococcus thermophilus 

LMD-9 et leurs homologues présents au sein de cluster ayant une organisation génétique 

similaire à celle du cluster ots 

Les annotations des banques de données sont mentionnées entre guillemets. Les pourcentages présentés ont été 

obtenus à l’aide du logiciel « Blast P » 

souches OtsA OtsB OtsC OtsD 

S. thermophilus 

LMD-9 

« ABC-type  

oligopeptide transport system 

periplasmic component » 

« ABC-type 

dipeptide/oligopeptide/ 

nickel transport system, 

permease component » 

« ABC-type 

dipeptide/oligopeptide/ 

nickel transport system, 

permease component » 

« ABC-type 

dipeptide/oligopeptide/ 

nickel transport system, 

ATPase component » 

Bifidobacterium 

bifidum  

PRL2010 

52% 

« Peptides ABC transporter solute 

binding protein » 

63% 

« Oligopeptide transport system 

permease protein » 

66% 

« Oligopeptide transport ATP-

binding protein » 

54% 

« Oligopeptide transport 

ATP-binding protein » 

Bifidobacterium 

longum ssp.infantis 

ATCC 15697 

52% 

« Extracellular solute-binding protein, 

family 5 » 

67% 

« Binding-protein-dependent 

transport systems inner membrane 

component » 

64% 

« Binding-protein-dependent 

transport systems inner 

membrane component » 

55% 

« ABC transporter related »  

Bifidobacterium 

longum ssp. infantis  

ATCC 55813 

51% 

« Peptide ABC superfamily ATP 

binding cassette transporter, solute-

binding protein » 

66% 

« Dipeptide/oligopeptide/ 

nickel (Ni2+) ABC superfamily 

ATP binding  cassette transporter, 

membrane protein » 

64% 

« Dipeptide/oligopeptide/ 

nickel ABC superfamily ATP 

binding cassette transporters, 

permease protein » 

55% 

« ABC superfamily ATP 

binding cassette transporter, 

ABC protein » 

Bifidobacterium 

longum  

DJO10A 

51% 

« ABC-type dipeptide transport system 

periplasmic component » 

66% 

« ABC-type 

dipeptide/oligopeptide/nickel 

transport systems permease 

component » 

64% 

« ABC-type 

dipeptide/oligopeptide/nickel 

transport systems, permease 

components » 

55% 

« ATPase components of 

various ABC-type transport 

systems, contain duplicated 

ATPase » 

Bifidobacterium 

longum  

NCC2705 

52% 

« Solute-binding protein of ABC 

transporter for peptides » 

66% 

« Peptide ABC transporter 

permease » 

65% 

« Peptide ABC transporter 

perméase » 

55% 

« ATP binding protein of 

ABC transporter » 

Bifidobacterium 

adolescentis ATCC 

15703 

51% 

« Solute-binding protein of ABC 

transporter for peptides » 

65% 

« Peptide ABC transporter 

perméase » 

64% 

« Peptide ABC transporter 

permease » 

55% 

« ATP binding protein of 

ABC transporter » 

Bifidobacterium 

angulatum DSM 

20098 

52% 

« Hypothetical protein 

BIFANG_01657 » 

66% 

« Hypothetical protein 

BIFANG_01655» 

62% 

« Hypothetical protein 

BIFANG_01654» 

56% 

« Hypothetical protein 

BIFANG_01653» 

Bifidobacterium 

pseudocatenulatum 

DSM 20438 

53% 

« Hypothetical protein 

BIFPSEUDO_03007 » 

65% 

Hypothetical protein 

BIFPSEUDO_03006 » 

65% 

« Hypothetical protein 

BIFPSEUDO_03005 » 

54% 

« Hypothetical protein 

BIFPSEUDO_03004 » 

Brevibacterium linens 

BL2 

52% 

« ABC-type dipeptide transport 

system, periplasmic component » 

59% 

« ABC-type 

dipeptide/oligopeptide/ 

nickel transport systems, permease 

components » 

59% 

« ABC-type 

dipeptide/oligopeptide/ 

nickel transport systems, 

permease components » 

47% 

« Putative ABC transporter 

ATP-binding protein » 

Arthrobacter sp. 

FB24 

57% 

« Extracellular solute-binding protein 

» 

61% 

« Binding-protein-dependent 

transport systems inner membrane 

component » 

61% 

« Binding-protein-dependent 

transport systems inner 

membrane component » 

58% 

« ABC transporter-like 

protein » 

Arthrobacter 

chlorophenolicus A6 

55% 

« Extracellular solute-binding protein 

family 5 » 

59% 

« Binding protein-dependent 

transport systems inner membrane 

component » 

61% 

« Binding-protein-dependent 

transport systems inner 

membrane component » 

59% 

« ABC transporter related »  

Mycobacterium 

abscessus 

ATCC 19977 

47% 

« Putative oligopeptide ABC 

transporter, solute-binding protein » 

51% 

« Oligopeptide ABC transporter, 

permease protein » 

56% 

« Oligopeptide ABC transporter, 

permease protein » 

51% 

« Putative oligopeptide ABC 

transporter, ATP-binding 

protein » 

Marine 

actinobacterium 

PHSC20C1 

51% 

« ABC transporter, 

solute-binding protein » 

59% 

« ABC transporter, 

permease protein » 

66% 

« ABC transporter, 

permease protein » 

58% 

« ABC transporter, 

ATP-binding protein » 

Clavibacter 

michiganensis ssp. 

Sepedonicus 

53% 

« Putative substrate-binding transport 

protein » 

59% 

« Putative integral membrane 

transport protein » 

61% 

« Putative integral membrane 

transport protein » 

57% 

« Putative ABC transporter 

ATP-binding subunit » 

Clavibacter 

michiganensis ssp. 

michiganensis 

NCPPB 382 

53% 

« Putative oligopeptide ABC 

transporter, substrate-binding protein » 

59% 

« Putative oligopeptide ABC 

transporter, permease component » 

59% 

« Putative oligopeptide ABC 

transporter, permease component 

» 

50% 

« Putative 

oligopeptide ABC 

transporter, ATP-

binding protein » 

Corynebacterium 

ammoniagenes DSM 

20306 

47% 

« Putative ABC-type di/oligopeptide 

transport system » 

57% 

« Dipeptide ABC transporter, 

permease protein » 

62% 

« Dipeptide ABC transporter, 

permease protein » 

55% 

« ABC transporter, 

ATP-binding protein » 
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1. 4. 5. Recherche de motif caractéristique de protéine constituant les systèmes de transport 

de peptides et de nickel de type ABC au sein du cluster ots 

Toutes les protéines constituant les systèmes de transports ABC possèdent plusieurs 

motifs caractéristiques. Ces motifs ont été recherchés au sein des protéines Ots.  

1. 4. 5. 1. Recherche du motif consensus de lipomodification chez OtsA 

Comme cela a été évoqué précédemment, chez les bactéries à Gram positif, les protéines affines 

aux peptides sont des lipoprotéines attachées à la membrane. Un motif consensus de 

lipomodification a été recherché et identifié dans le domaine N-terminal d’OtsA. Ce motif est très 

similaire à celui des OBP Ami A1 et A3 (Figure 31A). 

1. 4. 5. 2. Motif signature caractéristique de la famille des protéines affines aux peptides et 

au nickel chez OtsA 

La protéine OtsA, tout comme les protéines AmiA1 et AmiA3, possède également un motif 

signature spécifique (MAXXIXXNKDXXXXTYXVRXXXK) de la famille des protéines affines aux 

peptides et au nickel proche du motif signature décrit par Tam et Saier en 1993 (Figure 31B). 

Néanmoins trois différences sont à mentionner par rapport à la séquence consensus: un résidu de 

sérine semble être intercalé en position 88 et deux résidus conservés au sein des séquences 

consensus sont substitués : un résidu de glycine remplace un résidu de tryptophane ou 

d’isoleucine et un résidu de valine remplace un résidu de phénylalanine ou de tyrosine (Figure 

31B). 
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A       Séquence consensus 
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                                    S   T  Y 

                                    T   M  T 

                                    GI  IS A 

                                    AA  LL N 

                                    VV  AG G 

                                    LL  SACS 

AmiA1 LMD-9    1MKLKKILGIT 11GVALLSVGML 21AACSSKSSTS 

AmiA3 LMD-9    1MKKSKWLALA 11GVALLGVGVL 21AACSSKSNTS 

OtsA LMD-9     1MKKVTKIIMG 11TALCTAVLTL 21AACGASKSKG 

 
   1MKKVTKIIMGTALCTAVLTLAACGASKSKGAGKGTPKDTVVLGTTDKVLTIDPAGSYDKG 

 61SFTIENNIYPFLFNFPYGSIEPKPDVASEKGNFSEDGKTYTVKIRKGLKFANGHELTASD 

 121VAFSFKRVVTIGANGKDLGNGPSSLLSDMESVEAKDDSTVVFKLKTPFNVLWEQILCTAA 

 181GPIVDEEVFSPDALTSDDDIVKAKPFAGPLTIEAYAINNSVAYAKNKDYDGIYGPAKADK 

 241YQVKYYADTSNMKLDIQNNKIDVAFRALTATDIADLKKKDNIEVTEGPGGELRYMVFNFA 

 300IQPFGTKTEDADETKALAVRKAVANLVDREEIAKNVYKGTYSPAYSYVPSSFIGYTPALK 

 361EVYGQDGKPSVDKAKAALKEAGVKTPIEMTIQYNGDHYGASSPDEYAAIKQQLEDSGLFK 

 421VNIAQTEWSVYSKDRVITENSNGSYPVYQLGWYPDFSDADNYLSPLFGKENYIHNNYVSD 

 481KIESQLNSEVSELDSAARVKKLEEIQKTLATDLPTIPLLEGKQIAVSGKNVKGISDTLDG 

 541SFKFRYGAISK 

OtsA  LMD-9      86VASEKGNFSEDGKTYTVKIRKGLK109 

AmiA1 LMD-9        VAEDWSVSKDGLTYTYKIRKGIK100 

AmiA3 LMD-9        VAEDWSVSKDGLTYTYKIRKGIK100 
 

                                              L 
                   I                L 

                   V   W  SE      F I 

                   MAXXIXXNKDXXXXTYXVRXXXK 

B                     Séquence consensus   

 

 

Figure 31 : Localisation du motif consensus de lipomodification (A) et du motif signature 

caractéristique de la famille des protéines affines aux peptides et au nickel (B) sur la 

séquence d’OtsA (signalée en rouge) et comparaison de ces motifs avec ceux des protéines 

affines aux oligopeptides AmiA1 et AmiA3 chez Streptococcus thermophilus LMD-9 

A. Extrémité N-terminale : 1-30 localisation de la séquence consensus (résidus entourés) de lipomodification 

nécessaire à l’ancrage de la lipoprotéine selon Sutcliffe et Russell, 1995.  

B. Fragment interne : 86-109, localisation du motif signature caractéristique des protéines affines aux peptides et au 

nickel selon Tam et Saier, 1993. 

Les résidus conservés dans le motif sont soulignés, les substitutions sont mentionnées en bleu, le résidu en vert 

indique un résidu de sérine inséré en position 88. 
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1. 4. 5. 3. Prédiction de structures secondaires des perméases transmembranaires OtsB et 

OtsC 

Les protéines OtsC et OtsB étant annotées comme étant des perméases, la prédiction de leur 

structure a été réalisée à l’aide du logiciel TMPRED (http://www.ch.embnet.org/). Chaque 

perméase présenterait 6 domaines hélicoïdaux transmembranaires composés de 17 à 31 résidus 

d’acide aminé (Figure 32). Les domaines N- et C-terminaux et deux boucles cytoplasmiques 

seraient orientés vers le milieu intracellulaire tandis que trois boucles seraient orientées vers le 

milieu extracellulaire.  

Le motif « EAA » signature spécifique des systèmes d’importation de substrat, connu pour être 

très peu conservé (Mourez et al., 1997), n’a pas été retrouvé mais cela ne compromet en rien la 

fonctionnalité du système. 

 

 

 

Figure 32 : Modèle topologique des perméases OtsB et OtsC de Streptococcus thermophilus 

LMD-9 déduit à l’aide du logiciel TMpred 

(hhttp://http:/www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html)  
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https://poincare.uhp-nancy.fr/horde/util/go.php?url=http%3A%2F%2Fwww.ch.embnet.org%2Fsoftware%2FTMPRED_form.html&Horde=8d5653e62c90b93a6551a1c0840f34e2
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1. 4. 5. 4. Différents motifs de l’ATPase OtsD  

OtsD est une ATPase qui fournirait de l’énergie au système. Contrairement au système Ami où 

chaque perméase est couplée à une ATPase contenant chacune un domaine NBD, dans le système 

Ots, une seule séquence protéique ayant une double activité ATPase a été retrouvée. En Figure 

33, les 5 motifs peptidiques conservés, Walker A, Walker B, « signature ABC », boucle Q et 

boucle H, importants pour l’activité ATPase sont présents en double exemplaire. 

1. 4. 5. 5. Conclusion 

 En conclusion, le système Ots aurait tous les domaines caractéristiques d’un transporteur 

de la famille des transporteurs de peptides et de nickel de type ABC. Il est composé d’une 

protéine affine au substrat, OtsA, ayant les motif de lipomodification et de fixation de peptides et 

de nickel caractéristiques ; de deux perméases ayant 6 domaines caractéristiques par protéine et 

permettant le passage du substrat, et enfin, d’une ATPase possédant deux domaines (chaque 

domaine ayant les 5 motifs spécifiques à l’activité ATPasique) capables de fournir l’ATP 

nécessaire à la translocation du substrat. D’après sa séquence nucléotidique, ce cluster semble 

fonctionnel. Il n’est pas présent chez toutes les souches de S. thermophilus et ne fait donc pas 

partie du « core génome » de cette bactérie lactique. Il pourrait provenir d’un événement de 

transfert horizontal (Liu et al., 2009b).  
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                                                      Walker A 

                                                      A       T 

                                                      Gxx xxGKS 

  1MTIGTEIEND VARIENLRVR FSTDQGDFDA VKKACLTIDQ GEILALVGES GSGKSVTSKA 

 

 

Boucle Q 

 61ILQMLPDSSI ESGTVLLRSD KHGLQDVQSL NPEQLREIRG KDAAMVFQEP STALNPVYKI 

 

                                                            ABC  

                                                          signature 

                                                               Q 

                                                               R 

                                                          LSGGQKQR 

121GWQIAEGIRA HTQLFEGRKL TNAEARKRAI EILEKVGIPS PETRVDYYPH QFSGGQKQRI 

 

                 Walker B                                    

              illlDEpts alD                      Boucle H 

181VIAQALALGA KLIIADEPTT ALDVTVQAEI LTLLKSIREE FNTSILLITH NMGVVADMAD 

 

241RVIVMNQGQI VESADVYDLF ANPKDAYTKK LLAAVPKIDS HTRRSNTRKV AIADDAEIVV 

 

                                           Walker A 

                                          A       T 

                                          Gxxx xGKS        Boucle Q 

301QAENISVVYP GYGATKAFKA VDDVSFEIRK GEVMGLVGESG SGKSTIGRA IMGLSPFTGQ 

 

361LKVYGKVLSE LNNKERNLRQ RIGYVFQDPF GSFNPLLTLGE AIAEPMIVA GVGHHSGFGK 

 

                                     ABC  

                                  Signature                 

                                        Q 

                                        R                  Walker B 

                                   LSGGQKQR              illlDEptsalD 

421KNLKEAMPRV EELLEMVQLP KDFASRFPHE LSGGQRQRVG LARALALQPE FIIADEPTSALD 

 

                         Boucle H 

483VSVQKEVLKL FLDLQDELQF SCLFISHDLA VINMVSDSIS VLYHGEILEK GHGEQILTNP 

 

544QHDYTKKLLA SLPVPDPKIQ RA 

 

 

Figure 33 : Séquence protéique de OtsD (double ATPase) de Streptococcus thermophilus 

LMD-9 déduite de la séquence nucléotidique du gène otsD 

Les différents motifs signatures spécifiques de la famille des ATPases (Walker A, boucle Q, ABC signature, Walker 

B puis boucle H organisés en double et indispensables à la fixation et à l’hydrolyse de l’ATP) sont indiqués.  
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1. 4. 6. Analyse des régions adjacentes au cluster ots  

 La présence du cluster ots chez seulement un des 5 génomes séquencés de S. thermophilus 

suggère qu’il n’était pas présent chez l’ancêtre de S. thermophilus et qu’il a été acquis 

récemment. L’absence d’un cluster homologue chez tous les streptocoques dont les séquences 

génomiques sont disponibles et plus précisément chez S. salivarius et S. vestibularis, deux 

espèces phylogénétiquement proches de S. thermophilus, renforce cette hypothèse. 

S. thermophilus aurait ainsi acquis le cluster ots après son individualisation au sein du groupe 

salivarius. Enfin, la présence d’un cluster homologue à ots chez d’autres genres bactériens, tous 

issus du phylum des Actinobacteria, permet d’émettre l’hypothèse que le cluster ots provient 

initialement d’une actinobactérie. Afin d’explorer davantage cette hypothèse, l’analyse des 

régions flanquant le cluster ots chez la souche LMD-9 a été menée (Figure 34A). 

L’analyse des séquences situées en amont et en aval du cluster ots a révélé la présence de copies 

d’IS apparemment fonctionnelles. Tout d’abord, deux copies apparemment fonctionnelles d’ISS1 

de type  sont retrouvées. La première est localisée en amont du gène otsA, au locus 

STER_0139, et la deuxième, en aval du gène otsD, au locus STER_0148 (Figure 34A). Les 

transposases de ces deux copies possèdant 98% d’identité (Tableau 28), ces deux copies d’ISS1 

pourraient constituer et délimiter un transposon composite que nous avons appelé TCp1 (pour 

Transposon Composite putatif 1). TCp1 semble être entièrement inclus dans une deuxième 

structure délimitée par deux copies apparemment fonctionnelles d’IS1193 (Figure 34A), dont les 

transposases possèdent 96% d’identités (Tableau 28). L’une est située au locus STER_0138 et 

l’autre au locus STER_0151. Compte tenu de la ressemblance entre leurs transposases, ces deux 

copies pourraient délimiter, elles aussi, un transposon composite que nous avons désigné TCp2 

(pour Transposon Composite putatif 2). L’élément IS1193 peut être considéré comme typique de 

S. thermophilus (G. Guédon, communication personnelle). L’interrogation des banques de 

données en utilisant les séquences des deux copies d’IS1193, qui bornent TCp2 montre 

l’existence de plusieurs copies d’IS1193 au sein des génomes séquencés de S. thermophilus.  
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Figure 34 : Organisation de la région chromosomique contenant le cluster ots ou son 

homologue chez Streptococcus thermophilus LMD-9 (A) Bifidobacterium bifidum PRL2010 

(B) Bifidobacterium longum DJO 10A (C) 

A.  
otsA : gène codant une protéine affine aux peptides et au nickel ; otsB et otsC : gènes codant deux protéines 

transmembranaires ; otsD : gène codant une ATPase ; gly : gène codant une glycosyltransférase, probablement 

impliquée dans la biogenèse de la paroi cellulaire ; udp : gène codant une UDP-glucose 6-deshydrogénase prédite. 

Les deux flèches noires correspondent à des pseudogènes, les étoiles au milieu des flèches correspondent à des gènes 

tronqués. TCp1 et TCp2, pour Transposon Composite putatif 1 et 2 respectivement, représentent deux transposons 

composites potentiels. 

B.  
nagC : gène codant un régulateur transcriptionnel ; nagB : gène codant une Glucosamine-6-phosphate isomérase ; 

nagA : gène codant une N-acétylglucosamine-6-phosphate desacétylase ; oppA : gène codant une protéine affine aux 

peptides et au nickel ; oppB et oppD : gènes codant deux protéines transmembranaires ; oppC: gène codant une 

ATPase ; pepP : gène codant une aminopeptidase ; phase: gène codant une phosphohydrolase ; folC : gène codant 

une folylpolyglutamate synthétase.  

C.  
nagC : gène codant un régulateur transcriptionnel ; nagB : gène codant une Glucosamine-6-phosphate isomérase ; 

nagA : gène codant une N-acétylglucosamine-6-phosphate desacétylase ; dppA1 : gène codant une protéine affine 

aux peptides et au nickel ; dppB1 et dppC1 : gènes codant deux protéines transmembranaires ; dppF1 : gène codant 

une ATPase ; ADPRase : gène codant une ADP-ribose pyrophosphatase ; pepP : gène codant une aminopeptidase ; 

folC : gène codant une folylpolyglutamate synthétase.  
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Tableau 28 : Pourcentages d’identité entre les transposases des six IS localisées en amont et 

en aval du cluster ots chez Streptococcus thermophilus LMD-9 

 

 
STER_0138 

IS1193 

STER_0139 

ISS1 

STER_0147 

IS1194 

STER_0148 

ISS1 

STER_0151 

IS1193 

STER_0152 

IS1216 

STER_0138 

IS1193 
100%      

STER_0139 

ISS1 
 100%     

STER_0147 

IS1194 
  100%    

STER_0148 

ISS1 
 98%  100%   

STER_0151 

IS1193 
96%    100%  

STER_0152 

IS1216 
 76%  75%  100% 

Cellules en vert correrspondent aux pourcentages inférieurs à 15% 

Les pourcentages d’identité ont été calculés avec le logiciel « clustalW » 
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Les copies présentes au locus STER_0138 et STER_0151 présentent plus de 95% d’identités 

avec des copies d’IS1193 présentes dans d’autres souches de S. thermophilus et plus de 90% 

d’identités avec des copies présentes chez S. salivarius et S. vestiularis (Tableau 29). Les 

éléments ISS1 de type , ,  sont typiques de Lc. lactis, bien que le type  soit aussi retrouvé au 

sein du genre Enterococcus (Bourgoin et al., 1996). La présence chez S. thermophilus de 

quelques copies d’ISS1  et  présentant de forts pourcentages d’identité avec celles retrouvées 

chez Lc. lactis, suggère qu’elles auraient été acquises par transfert horizontal à partir de Lc. lactis. 

Ainsi, l’analyse de la région contenant le cluster ots chez S. thermophilus LMD-9 a permis la 

détection de deux éléments, l’un (TCp1) contenant la totalité du cluster ots et borné par des 

copies d’ISS1 probablement acquises par transfert horizontal et un plus grand, (TCp2), contenant 

TCp1 borné par deux copies d’IS, IS1193, endogènes. 

Outre les gènes otsA, B, C et D, l’élément TCp1 contient 2 copies tronquées d’IS1194, localisées 

au loci STER_0140 et STER_0147, et 2 pseudogènes ps1 et 2 (loci STER_0141 et 0146). 

L’élément TCp2 comporte entre la borne droite de TCp1 et la deuxième copie d’IS1193, 

constituant la borne droite de TCp2, les gènes gly et udp qui ne sont présents que dans les 

génomes séquencés des souches LMD-9 et ND03. Chez la souche ND03, ces gènes, bien que 

présents mais localisés à un locus différent et en orientation inverse (Figure 35). En amont, 

2 copies tronquées d’IS1193 sont également présentes. La présence de ces gènes à des 

localisations et des orientations différentes dans les deux souches suggèrent qu’il y a eu 

réarrangements génomiques pouvant impliquer IS1194. Enfin, en aval de l’élément TCp2, une 

copie d’IS1216 (locus STER_0152) non fonctionnelle, en raison d’une mutation frameshift dans 

le gène codant la transposase, est retrouvée. Cet élément appartient à la famille d’ISS1 de type γ 

et est présent chez les bactéries du genre Enterococcus. Des copies de cet élément sont retrouvées 

chez toutes les souches de S. thermophilus dont les génomes ont été séquencés (Tableau 29). Des 

copies possédant des forts pourcentages d’identité ont aussi été trouvées chez plusieurs espèces 

telles que En. faecium et Lc. lactis. 
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Tableau 29 : Pourcentages d’identité entre les séquences d’insertion adjacentes au cluster 

ots de Streptococcus thermophilus LMD-9 et leurs homologues présents dans la banque des 

données  

Pourcentage d’identité Organisme 

IS1193 de locus STER_0138 

(possédant 96% d’identité avec celle de locus STER_0151) 

99% Streptococus thermophilus JIM8232 

96% Streptococcus thermophilus ND03 

95% Streptococcus thermophilus LMG18311 

95% Streptococcus thermophilus CNRZ1066 

92% Streptococcus salivarius 57.I 

92% Streptococcus salivarius CCHSS3 

91% Streptococus vestibularis JIM8777 

91% Streptococus vestibularis f0396 

ISS1 de type de locus STER_0139 

(possédant 99% d’identité avec celle de locus STER_0148) 
99% Lactococcus lactis ssp. cremoris SK11  

99% Lactococcus lactis ssp. cremoris A76 

99% Lactococcus lactis ssp. cremoris MG1363 

99% Lactococcus lactis ssp. lactis CV56 

99% Lactococcus lactis ssp. lactis IL594 

99% Enterococcus faecium 

99% Enterococcus faecalis 

IS1194 de locus STER_0147 

95% Lactococcus lactis ssp. cremoris A76 

95% Leuconostoc lactis KCTC 3528 

IS1193 de locus STER_0151 

99% Streptococcus thermophilus ND03 

99% Streptococcus thermophilus JIM8232 

97% Streptococcus thermophilus CNRZ1066 

97% Streptococcus thermophilus LMG18311 

94% Streptococcus vestibularis F0396 

92% Streptococcus salivarius 57.I 

92% Streptococcus salivarius CCHSS3 

92% Streptococcus salivarius JIM8780 

IS1216 de locus STER_0152 

100% Streptococcus thermophilus ND03 

99% Streptococcus thermophilus CNRZ1066 

99% Streptococcus thermophilus JIM8232 

99% Streptococcus thermophilus LMG18311 

99% Enterococcus faecium  

98% Enterococcus faecalis EF-01 

98% Enterococcus faecium TX0133a04 

98% Lactococcus lactis ssp. cremoris SK1 

98% Lactococcus lactis ssp. lactis ssp. diacetylactis 

98% Streptococcus oralis 

98% Streptococcus suis BM407 
a Seule la séquence possédant le plus fort pourcentage d’identité a été mentionnée. 

Les pourcentages d’identité sont ceux indiqués par le logiciel « BlastN » 
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Figure 35 : Comparaison de l’organisation génétique des gènes udp et gly chez 

Streptococcus thermophilus LMD-9 (A) et ND03 (B) 

Les étoiles au milieu des flèches indiquent les gènes tronqués 

 

 

1. 4. 7. Analyses des régions flanquant les clusters homologues au cluster ots chez 

Bifidobacterium  

 Les régions flanquant les clusters homologues au cluster ots ont été analysées chez deux 

espèces du genre Bifidobacterium dont les génomes sont entièrement séquencés. Elle révèle que 

ces clusters ne possèdent pas les mêmes régions voisines (Figure 34). 

 Par exemple, chez Bifidobacterium bifidum PRL2010, dont le cluster opp (composé 

d’oppA, oppB, oppC, oppD) est homologue au cluster ots (Tableau 27), aucune transposase n’a 

été trouvée en amont et en aval du cluster (Figure 34B). En amont du gène oppA, dans l’ordre, 

sont présents un gène codant le régulateur transcriptionnel (nagC), un gène codant la protéine 

glucosamine-6-phosphate isomérase (nagB) et un gène codant la protéine N-acétylglucosamine-

6-phosphate déacétylase (nagA). En aval du gène oppD sont retrouvés un gène codant 
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l’aminopeptidase P (pepP), un gène codant la phosphohydrolase (phase) et un gène codant la 

folypolyglutamate synthétase (folC). 

 La souche Bifidobacterium longum DJO 10A possède un cluster dpp1 de quatre gènes 

(dppA1, dppB1, dppC1, dppF1) homologue au cluster ots de S. thermophilus LMD-9 (Tableau 

27). Les régions flanquant ce cluster sont dépourvues de transposases et similaires à la souche 

Bi. bifidum PRL2010 avec une différence en aval du gène dppF1 (Figure 34C) où sont retrouvés 

le gène ADPRase, codant l’ADP-ribose pyrophosphatase, le gène pepP, codant la 

phosphohydrolase, un gène codant une protéine non identifiée et le gène folC qui code une 

folypolyglutamate synthétase. 

Les séquences génomiques de 22 souches appartenant à 6 espèces du genre Bifidobacterium étant 

disponibles, une recherche systématique de cluster homologue au cluster ots de S. thermophilus 

LMD-9 a été menée.  

La présence d’un cluster homologue a été détecté chez toutes les bactéries du genre 

Bifidobacterium sauf pour deux souches de l’espèce Bi. breve, les souches ACS-071-V-Sch8b et 

UCC2003 (Tableau 30). La comparaison entre les séquences protéiques déduites des clusters 

homologues pour ces 20 souches (5 espèces différentes) et celles du cluster opp de Bi. bifidum 

PRL2010 a révélé de fortes similitudes (78 à 100% d’identité, Tableau 31). De plus, chez le genre 

Bifidobacterium, les régions flanquant ce cluster sont homologues mais différentes de celles de 

S. thermophilus LMD-9 (Figure 34). Ce cluster serait donc bien conservé au sein du genre 

Bifidobacterium et pourrait faire partie du « core génome ». Ainsi, ces résultats suggèrent que le 

cluster ots de S. thermophilus pourrait provenir de Bifidobacterium dont certaines souches sont 

utilisées en industrie laitière. Néanmoins, ces résultats ne permettent pas de déterminer si le 

transfert s’est fait directement de Bifidobacterium à S. thermophilus, ou s’il a impliqué un ou 

plusieurs hôtes intermédiaires, tel que Lc. lactis, sachant tout de même, que le cluster ots n’est 

pas présent dans les génomes séquencés de cette bactérie. 
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Tableau 30 : Présence d’un cluster homologue au cluster ots au sein des génomes de 

Bifidobacterium disponibles dans les banques de données 

 
En jaune, absence du cluster homologue au cluster ots. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bifidobacterium 

Présence du cluster 

homologue au cluster ots chez 

les souches de 

Bifidobacterium 

otsA otsB otsC otsD 

Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703 + + + + 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis AD011 + + + + 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB-12 + + + + 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis BLC1 + +  + + 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bl-04 + + + + 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis CNCM I-2494 + + + + 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis DSM 10140 + + + + 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis V9 + + + + 

Bifidobacterium bifidum PRL2010 + + + + 

Bifidobacterium bifidum S17 + + + + 

Bifidobacterium breve ACS-071-V-Sch8b     

Bifidobacterium breve UCC2003     

Bifidobacterium dentium Bd1 + + + + 

Bifidobacterium longum DJO10A + + + + 

Bifidobacterium longum NCC2705 + + + + 

Bifidobacterium longum ssp. infantis 157F + + + + 

Bifidobacterium longum ssp. infantis ATCC 15697 + + + + 

Bifidobacterium longum ssp. longum BBMN68 + + + + 

Bifidobacterium longum ssp. longum F8 + + + + 

Bifidobacterium longum ssp. longum JCM 1217 + + + + 

Bifidobacterium longum ssp. longum JDM301 + + + + 

Bifidobacterium longum ssp. longum KACC 91563 + + + + 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/16321
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/19423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/42883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/71815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/32897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/67865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/32893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/32515
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/42863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/51963
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/51077
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/13487
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/17583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/18773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/32051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/17189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/53143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/45963
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/32047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/47579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/66401
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Tableau 31 : Pourcentages d’identité entre les séquences protéiques déduites des gènes du 

cluster opp de Bifidobacterium bifidum PRL2010 et leurs homologues chez d’autres espèces 

du genre Bifidobacterium dont les génomes sont entièrement séquencés 

 

 

Bifidobacterium 

Pourcentages d’identités 

protéiques avec les séquences 

protéiques de la souche  

Bi. bifidum PRL2010 

OppA OppB OppC OppD 

Bifidobacterium bifidum PRL2010 100 100 100 100 

Bifidobacterium bifidum S17 99 99 100 99 

Bifidobacterium longum DJO10A 87 90 82 89 

Bifidobacterium longum NCC2705 87 88 87 89 

Bifidobacterium longum ssp. longum BBMN68 87 88 82 89 

Bifidobacterium longum ssp. longum F8 87 88 82 89 

Bifidobacterium longum ssp. longum JCM 1217 87 88 82 89 

Bifidobacterium longum ssp. longum JDM301 87 88 82 90 

Bifidobacterium longum ssp. longum KACC 91563 87 87 82 89 

Bifidobacterium longum ssp. infantis 157F 86 88 82 89 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis AD011 85 84 78 79 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB-12 85 84 78 79 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis BLC1 85 84 78 79 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bl-04 85 84 78 79 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis CNCM I-2494 85 84 78 79 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis DSM 10140 85 84 78 79 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis V9 85 84 78 79 

Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703 82 88 81 90 

Bifidobacterium dentium Bd1 82 89 80 90 

Bifidobacterium longum ssp. infantis ATCC 15697 82 89 84 89 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/42863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/42863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/51963
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/18773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/53143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/45963
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/32047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/47579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/66401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/32051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/19423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/42883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/71815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/32897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/67865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/32893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/32515
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/16321
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/17583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/17189
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1. 4. 8. Recherche par PCR-nichée de la présence des gènes du cluster ots au sein d’une 

collection de 19 souches de Streptococcus thermophilus  

La présence du cluster ots a été recherchée au sein de notre collection de 19 souches. Les 

souches CNRZ1066 et LMD-9, dont les génomes ont été séquencés, ont servi de témoins positifs. 

Une approche de PCR nichée a été employée pour vérifier la présence des quatre gènes et leur 

organisation. Deux couples d’oligonucléotides (« obpLM for/obpLM rev » et « obpER for/obpER 

rev »), conçus à partir de la séquence du cluster de la souche S. thermophilus LMD-9 ont été 

utilisés (Tableaux 13, 16). Les oligonucléotides « obpLM for », et « obpLM rev » s’hybrident 

respectivement sur otsA et otsD alors que les oligonucléotides « obpER for » et « obpER rev » 

sur otsB et otsC. Des amplicons d’une taille attendue de 4129 pb (premier couple d’amorces) et 

536 pb (deuxième couple d’amorces) ont été obtenus chez 9 souches. La présence ou l’absence 

du cluster ots chez l’ensemble des souches de notre collection est récapitulée dans le tableau 32. 

Il est intéressant de noter que, excepté la souche 4F44, toutes les souches à fort pouvoir acidifiant 

possèdent ce cluster, alors que toutes les souches à moyen ou faible pouvoir acidifiant, excepté la 

souche PB18O, ne le possèdent pas. Sur la base de l’arbre phylogénétique établi précédemment, 

nous pouvons constater que toutes les souches appartenant à la branche B possèdent, à 

l’exception de la souche JIM8232, un ITS de type II, l’opéron amiA1CDEF, le transporteur dtpT, 

le gène amiA3 et le cluster ots. Hormis la souche PB18O de la sous-branche A2 de la branche A 

qui possède le cluster ots, toutes les autres souches des branches A et C possèdent un ITS de type 

I, l’opéron amiA1CDEF, le transporteur dtpT, les gènes amiA2 et amiA3 pour la plupart mais pas 

le cluster ots (Figure 36). Ainsi, la distribution du cluster ots au sein de notre collection de 

souches de S. thermophilus confirme l’hypothèse de l’acquisition récente de ce cluster. 
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Tableau 32 : Récapitulatif des différentes caractéristiques des 22 souches de 

Streptococcus thermophilus étudiées 

 
a Chez les souches LMD-9, CNRZ1066, LMG18311, ND03 et JIM8232 dont les génomes sont entièrement 

séquencés, les résultats de présence/absence des gènes ont été obtenus à partir des banques de donnés. 

Nom  Origine 
Pouvoir 

acidifiant 

Type 

d’ITS 
prtS 

Activité 

caséinolytique  

Présence/absence des gènes : 

amiA1

CDEF 
amiA2 amiA3 otsABCD 

CNRZ391 Yaourt 

Fort 

II + + + - + + 

PB385 Yaourt II + + + - + + 

PB302 Yaourt II + + + - + + 

4F44 Fromage I + + + - + - 

LMD-9
a
 Yaourt II + + + - + + 

PB18 Fromage II + + + - + + 

ST87 Fromage II + + + - + + 

ST88 Fromage II + + + - + + 

ST85 Fromage II + + + - + + 

CNRZ385N Yaourt 

Moyen 

I + + + + + - 

HD17 Yaourt I + - + + - - 

CNRZ404 Yaourt I + +/- + + + - 

ST14 Yaourt I - - + + - - 

CNRZ160 Yaourt I - - + + + - 

CNRZ445 Fromage I + +/- + + + - 

ATE11PB6 Yaourt I + - + + - - 

PB18O Fromage I + - + - + + 

CNRZ1066  Yaourt 
Faible 

I - - + + + - 

CNRZ21 Yaourt I - - + + + - 

LMG18311
a
 Yaourt 

Non 

étudié 

I - Non étudiée + + + - 

ND03
a
 Lait  I - Non étudiée + + + - 

JIM8232
a
 Lait I + Non étudiée + - + - 
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Figure 36 : Arbre phylogénétique des souches de Streptococcus thermophilus utilisées dans 

ce travail 

Cet arbre est basé sur les séquences concaténées de 8 « gènes de ménage » et d’ITS. La présence/absence des gènes 
amiA2 ou amiA3, du cluster ots, du gène prtS et du type d’ITS est signalée entre parenthèse tandis que le pouvoir 

acidifiant est mentionné par une pastille colorée 

L’échelle indique le nombre de substitutions de nucléotides par site. Les étoiles correspondent aux souches dont les 

génomes sont complètement séquencés. 

Le génotype (type ITS, présence des gènes prtS, amiA2,3, cluster ots) est mentionné entre parenthèses. Pour ce qui 

concerne le cluster ots et les gènes prtS, amiA2 et amiA3, ils sont notés uniquement s’il sont présents, sachant que 

toutes les souches possèdent le gène dtpT et l’opéron amiA1CDEF. 

Le pouvoir acidifiant selon Galia et al. (2009) de chaque souche de la collection du laboratoire est mentionné par une 

pastille colorée : 

fort pouvoir acidifiant 

moyen pouvoir acidifiant 
faible pouvoir acidifiant  

B 

B1 

A1 

A2 

A3 

C 

A 
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2. Séquençage du cluster ots et analyse des séquences obtenues chez 

les souches PB18O et PB302 

Sachant que la détection par PCR du cluster ots ne permet de déterminer ni sa variabilité 

de séquence ni sa fonctionnalité potentielle, il a été entièrement amplifié par PCR en utilisant 

plusieurs couples d’amorces (Tableaux 13, 16), puis séquencé chez les souches PB302 et PB18O. 

La souche PB302 a été choisie pour représenter les 8 souches de type ITSII à fort pouvoir 

acidifiant positionnées sur la même sous-branche (B1) de l’arbre phylogénétique présenté dans la 

Figure 36. La souche PB18O a, quant à elle, été choisie car c’est la seule souche à moyen pouvoir 

acidifiant qui possède le cluster (Figure 36). Il est à souligner que sur les 8 « gènes de ménage » 

partiellement séquencés chez ces deux souches, 5 présentent des allèles différents. La séquence 

du cluster ots établie chez ces deux souches est identique à celle de la souche LMD-9.  

3. Organisation transcriptionnelle du cluster ots et expression au 

cours de la croissance des souches PB302, PB18O et LMD-9 en 

milieu M17 

Afin de déterminer si le cluster ots est un opéron et d’étudier son expression, des 

expériences de RT-PCR ont été menées chez les souches PB18O, PB302 et LMD-9 cultivées en 

milieu M17. Les ARN totaux ont été extraits en début, milieu, fin de phase exponentielle et, 

enfin, après 2 h de phase stationnaire. Après rétro-transcription des ARN extraits, les ADNc 

spécifiques de chaque gène ont été recherchés par PCR en utilisant des amorces spécifiques 

(« obp8 rev/obp9 for », « obp12 rev/obp13 for », « obp16 rev/obp17 rev », « obp 22 rev/obp 

23 for » (Tableaux 13, 16, Figure 37). Pour valider cette étude, le gène codant le facteur sigma 

(70/32) a été utilisé comme témoin, ce gène étant supposé être exprimé à toutes les phases de 

croissance puisque, codantun facteur sigma qui contrôle des fonctions essentielles du 

métabolisme et assure ainsi la transcription de base chez les bactéries. Quel que soit le temps de 

croissance testé, des ADNc de chacun des cinq gènes (otsA, otsB, otsC et otsD et facteur sigma 
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70/32) ont été détectés chez les trois souches. La transcription des quatre gènes du cluster ots 

semble donc être constitutive chez les trois souches dans les conditions de culture testées. 

 

Figure 37 : Recherche des transcrits du cluster ots chez Streptococcus thermophilus par RT-

PCR 

A. Position des amorces utilisées pour les réactions de RT-PCR sur le cluster ots.  

B. Migration électrophorétique des produits d’amplification obtenus après RT-PCR chez 

S. thermophilus. 
Amorces utilisées pour amplifier les transcrits otsA : « obp9 for/obp8 rev » ; otsB : « obp13 for/obp12 rev » ; otsC : 

« obp17 for/obp16 rev » ; otsD : « obp23 for/obp22 rev » ; otsA/otsB : « RT-obp for/RT-per rev» ; otsB/otsC : 

« obp15 for/obp14 rev »  et otsC/otsD : « obp19 for/RT-ATPase rev ». Pour chaque transcrit, la taille des amplicons 

attendue est mentionnée sur le schéma. M. Marqueur de taille de 100 pb à 1kb. 

A 

                      RT-obp for      RT-per rev     obp15 for    obp14 rev     obp19 for    RT-ATPase rev  

 
 

 

 

 

                 250 pb                                 216 pb                                170 pb 

             Non détecté 
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Afin d’étudier l’organisation transcriptionnelle du système ots, des amorces chevauchant 

deux gènes différents ont été utilisées, (« RT-obp for/RT-per rev », « obp15 for/obp14 rev », 

« obp19 for/RT-ATPase » rev qui chevauchent les gènes otsA-otsB, otsB-otsC et otsC-otsD 

respectivement) (Figure 37A). Des amplicons de tailles attendues ont été obtenus, avec les 

amorces chevauchant otsB-otsC (216 pb) et otsC-otsD (170 pb). Par contre, aucun amplicon n’a 

été obtenu avec les amorces chevauchant otsA-otsB. Ces résultats suggèrent donc une 

organisation polycistronique des gènes otsB, otsC et otsD. Par contre, le gène otsA pourrait être 

transcrit indépendamment (Figure 37B). L’analyse de la séquence nucléotidique du cluster ots a 

permis de détecter, en amont du gène otsA, un promoteur potentiel constitué d’une boîte -10 et 

d’une boîte -35. En amont du gène otsB, seule une boîte -10 a été retrouvée (Figure 38). Les 

ORFs otsA, otsB, otsC et otsD sont précédées d’une séquence RBS putative. Un seul terminateur 

de transcription potentiel constitué d’une séquence pouvant adopter une structure tige-boucle a 

été retrouvé en aval du codon stop de l’ORF otsD. L’ensemble de ces données suggère que le 

cluster ots est fonctionnel, et qu’au moins les gènes otsB, C et D constituent un opéron. 
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….AGTTATTATTGGTACAATCTTTGGTTCTCTACTTTATAATAATAAAGGTTTATTTTATGATAGTAATGTAATGAAA

TTAAAGGAAGTACATGGCTTATATGTCGATTTGATATAAATAAAATAAAAACGGAGGCTTTTATGAAAAAAGTTACTA 

           -35 boîte                  -10 boîte    RBS        Codon Start otsA 
AAATTATTATGGGAACAGCATTATGTACTGCTGTTTTGACACTTGCCGCATGTGGTGCTTCAAAATCCAAAGGGGCTGGTAAAGGCACACCTAAGATACTGTTGTATTAGGAACAACGGATAAAGTTTTGACAATTGATCCAGCTGGCTCATATGATAAGGGGTCATTTACTATTGAAAATAAATTTATCCTTTC

CTTTTCAACTTCCCTTATGGTTCAATTGAACCAAAACCTGATGTTGCTTCAGAAAAAGGAAATTTCTCTGAAGATGGCAAAACATATACGGTTAAAATTAGAAAAGGTTTGAAATTCGCAAATGGTCATGAGTTGACCGCTTCTGATGTTGCCTTTTCGTTTAAACGTGTTGTTACAATCGGAGCCAATGGTAAA

GACTTAGGGAATGGACCATCATCACTTTTATCAGATATGGAATCAGTCGAAGCAAAAGATGATAGTACAGTTGTTTTTAAACTCAAAACGCCTTTTAACGTCCTCTGGGAGCAAATTCTTTGTACGGCGGCAGGACCAATTGTTGATGAAGAGTTTTCAGTCCTGATGCTTTGACGTCAGATGATGATATTGTCA

AAGCTAAGCCTTTTGCAGGTCCATTAACAATTGAAGCCTATGCCATTAATAATTCGGTTGCTTATGCTAAAAATAAAGATTACGATGGTATTTACGGACCAGCCAAAGCGGACAAATATCAAGTTAAATACTATGCTGACACTTCAAATATGAAACTTGATATTCAAAATAATAAAATTGATGTCGCATTCCGTG

CATTGACCGCGACTGATATTGCAGACTTGAAGAAAAAAGATAATATCGAAGTAACTGAAGGTCCTGGTGGAGAATTGCGTTATATGGTCTTTAACTTTGCGATTCAGCCATTCGGAACTAAAACTGAAGATGCAGATGAGACAAAGGCTTTAGCTGTTAGAAAAGCAGTCGCTAATTTGGTTGACCGAGAAGAAA

TTGCTAAAAATGTTTATAAAGGTACGTATTCACCAGCCTATTCATATGTGCCATCATCATTTATTGGTTATACACCAGCATTGAAAGAAGTATATGGTCAAGATGGTAAACCATCTGTTGATAAAGCAAAAGCAGCTCTAAAAGAGGCGGGTGTGAAAACGCCAATTGAGATGACGATTCAGTATAATGGTGACC

ATTACGGTGCTTCGTCTCCAGATGAATATGCAGCCATCAAACAACAACTCGAAGATTCTGGTTTATTTAAAGTCAATATCGCTCAAACCGAGTGGTCAGTTTACTCTAAAGATCGTGTGATTACAGAAAATTCGAATGGTTCTTATCCAGTTTACCAACTTGGTTGGTATCCTGACTTCTCAGATGCTGACAATT

ACCTAAGTCCATTGTTTGGCAAAGAAAACTACATTCATAATAATTATGTTTCTGACAAGATTGAATCACAACTAAACTCAGAGGTATCTGAATTAGACAGTGCGGCTCGAGTTAAGAAACTTGAAGAAATCCAAAAAACACTTGCAACAGATTTACCAACTATTCCATTACTTGAAGGGAAGCAAATCGCTGTTT 

CAGGAAAAAATGTAAAAGGTATTTCAGATACCTTAGACGGTTCCTTCAAATTTAGATATGGTGCAATTTCTAAATAAG

GCTTAATTTTAAAGATAGGGTTTGGCATGGGAGTATTAGGATACTAATCACCCCAAGACAAACCCTATTTTAAAGAAT 

                           ???? -35 boîte                        boîte -10  

          RBS         Codon start otsB 

ACGAAAGATTAAAGGATTTAAAAATGGTGACTCATAAACCCATTAAAAATAATTTTTTACGATACTGTTTGGTGCGAT
TTTTATTTATCATTCCAACGGTATTTGTTCTCGTGACAGTTGTTTTCTTCTTGACAAGAATGACTGGCGATCCAATTTCCATTGCGCTATCAGGGAAATTACCACCAGCAGAAATTGCGCAGCGTGTACACCAAGCTGGCTATGATAGACCAATTATTGTCCAATTCATCGAGTATTTAGGAAATTTAATGCATG

GTGACTTAGGGAACTCAACTTCAATGTCAATGCCCGTTACAGCTATTTTAAAAAAATATGGTGCAGCAACTTTTGAATTAGCGTTTTTAGCTGTGATTTTAGCGATGGTCATCGGTATTCCACTTGGCAAATTTTCAGCGCATTATCGAGATAAATTACCAGATGTCATGATTAGGCTATTTGCGATTGCGTCTT

ATGCAACACCTGTCTTTTTCTTAGGTTTATTGTTGAAACTCATCTTTTCAGTCTGGCTACCGATTTTACCATCAAATGGTCGTGTCTCAACTTTCTACGAAAGTGATTTACAGGCTGTTGCGTTTCCAACCGGATTTAATCTGATAGATTCGATTCAGACGGGGAATATGACGATTATTGTCGATGTGTTGTCAC

ACGCTATTTTACCAGCTTTGGCACTTGGTCTGCTGACAGCCGCAACATTCATTCGTCTGATTCGAACGAATTTGATTTCAACTTTGTCAACAGATTATGTCTTTGCAGCACGGTCACGTGGTATTTCTGATAAACGAATTATTAACAAACATGCATGGAAACCTGCCTTAATGCCGATTATCACGGTAATGGGAA 

CGCGTGTGCGACAAAGTGGGGAGGATGTCTAATGGAGAAATT 

                   RBS      Codon stop otsB(TAA) 

                            Codon start otsC 
TAAAAACTTACCTTTTATTAAGCAAATTCGCCAGTCTGTAGGTTTACAGCGTTTTATGTTGCTGACCGGTTTGATTATTATCCTAATATTTGTCTTAGCTGCCATTTTTGCACCATTGTTAGCACCATTTAGCTATTCACAATCCAAAGCTGACGGCATTTCTTTTGCAACACAGGCGACACCAGATGCTAAACA

TTTACTTGGTACAACTGTTGGTGGGCTGGATGTTTTATCTCGTGTTATCTGGGGGTCTAGAACGGCACTTTATACAATCTTAGTTTCTGTTGTCGCATCACTCTTTCTAGGGACTTTTCTTGGTCTGATTTCTGGTTATTTTGGTGGTTGGTTGGATCGTATTTTGGTTGCGATTGCAGATGCTATTTACTCATT

TCCGTCACTATTGCTCGCGATTGTCATGGCAATCATGCTTAATACAACAGGCGGGAGTATATTTGGCGGCATTATGTCTGCGGGGATTTCAATTACCGTGGTTTTTGTCCCTCAGTATTTGCGAGTTGTTCGCTCAGAAGTCATGAAAATAAAAAATGAGGCCTACATTGACTCTGCTAAAGCCATTGGTGCATC

GACGACACGAATTCTCTTTCGCCATGTCTTGAAAAATTCAACTCGTACTTTACCAGTCATCATTACTATGAATGCAGCAGAAGCGATTTTAACTTTGGCAGGGCTTGGTTTTCTTGGACTTGGTATAGAGCCGTCTGCAGCTGCTGAATGGGGCTATGATCTCAACCGATCAATTTCAGATGTCACCGCAGGTAT

TTGGTGGACAGCACTCTTTCCTGGATTTGCAATCGTTATTGTTGTGATTGGTATTACGTTATTAGGCGAAGGACTAAATGACTTAGCAGATCCTCGTCTACGTATTCGT 

                                            Codon stop otsC (TGA) 

                                      RBS   Codon start otsD 

CGCAAACCAACACCATTTAGCGCAAAAGATGACGAGAAAGGAGCAGACAAATGACAATTGGAACAGAAATTGAAAATG
ATGTCGCGCGTATTGAAAATCTACGTGTCCGATTTAGTACAGACCAAGGCGATTTTGATGCCGTTAAAAAGGCTTGTTTAACGATTGATCAAGGTGAAATTTTAGCACTTGTTGGAGAATCTGGCTCTGGTAAATCAGTCACCTCAAAAGCGATTTTACAGATGTTACCAGACTCATCTATCGAATCCGGAACAG

TTCTCCTAAGATCAGATAAGCATGGCTTGCAAGATGTTCAAAGTCTTAATCCTGAGCAATTACGCGAAATTCGAGGAAAAGACGCTGCTATGGTTTTTCAAGAACCATCAACAGCGCTTAATCCAGTTTATAAAATCGGTTGGCAAATTGCTGAAGGAATCCGTGCGCACACGCAACTATTTGAAGGCCGTAAGT

TGACAAATGCTGAAGCACGGAAACGTGCGATTGAGATTTTAGAAAAGGTTGGTATTCCTTCCCCTGAGACTCGTGTAGATTATTATCCTCATCAGTTTTCTGGAGGTCAAAAGCAACGGATTGTCATCGCTCAAGCCCTGGCCTTAGGTGCTAAACTTATCATTGCTGATGAGCCAACAACGGCATTAGATGTCA

CAGTTCAGGCTGAAATCTTGACTTTACTCAAATCCATTCGTGAAGAATTTAATACCTCAATTTTATTGATTACACATAACATGGGGGTCGTTGCAGATATGGCTGACCGAGTGATTGTTATGAATCAAGGACAAATTGTTGAATCAGCCGATGTTTATGATTTATTTGCTAATCCGAAAGATGCCTATACAAAGA

AATTATTGGCTGCCGTCCCGAAAATTGATAGTCACACACGCCGTTCTAATACGCGAAAGGTGGCAATTGCTGATGATGCAGAAATCGTTGTTCAGGCTGAAAACATTAGTGTTGTTTATCCAGGATATGGTGCTACCAAAGCTTTTAAAGCAGTAGATGATGTTTCCTTTGAAATTCGCAAAGGAGAAGTAATGG

GACTTGTTGGTGAGTCTGGGTCAGGAAAATCAACAATTGGTCGTGCAATTATGGGCTTATCTCCTTTTACAGGACAATTAAAAGTCTACGGTAAGGTGCTGTCTGAACTGAATAATAAAGAACGCCGAAACTTGCGACAACGCATCGGCTATGTTTTTCAAGATCCATTTGGCTCATTTAATCCTTTATTGACAT

TAGGCGAGGCAATCGCAGAGCCAATGATTGTTGCTGGTGTCGGACATCACTCAGGATTTGGGAAAAAGAATCTTAAAGAAGCCATGCCACGTGTTGAAGAATTATTAGAAATGGTTCAACTCCCTAAAGATTTTGCAAGCCGTTTTCCACATGAACTTTCAGGAGGACAACGGCAACGTGTTGGACTAGCAAGAG

CGCTCGCATTGCAGCCTGAATTTATCATTGCTGATGAGCCAACATCAGCCTTGGACGTATCTGTCCAAAAAGAAGTTTTGAAATTGTTTTTAGATCTACAAGATGAGCTACAATTTTCATGCCTCTTTATTTCACATGATTTAGCAGTCATTAATATGGTATCAGATTCTATTTCGGTCTTATATCATGGTGAAA

TTCTTGAAAAAGGACATGGCGAACAAATTTTGACTAACCCACAGCATGATTATACGAAAAAATTACTAGCATCCTTACCAGTGCCAGATCCCAAAATTCAGAGAGCCTGAAAATAGACGAAATAAAAAGATAGACT 

                                             Codon stop otsD 

          Terminateur putatif otsD 

TTCAATCAAAAATAAAGCGGTAGCAGTACGCTTTATTTTTTTTATTAAATAAGTTCATGTTTGACATT… 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Séquences nucléotidiques du cluster ots chez la souche 

Streptococcus thermophilus LMD-9 avec les régions promotrice et terminatrice 

La séquence codante du gène otsA est mentionnée en violet, celle du gène otsB est en bleu, celle du gène otsC en 

brun et celle de gène otsD. Les séquences putatives promotrice et terminatrice sont mentionnées en noire. Les codons 
« start » et « stop » sont surlignés en gris, les RBS sont indiquées en caractères gras.  
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4. Etude de l’expression du cluster ots par PCR-quantitative au 

cours de la croissance des souches PB302 et PB18O en milieu M17 et 

lait 

 Lors de ses travaux de thèse, Wessam Galia a montré que si les souches PB302 et PB18O 

possèdent les mêmes allèles de différents gènes appartenant au système protéolytique (prtS, 

amiA1CDEF, amiA3, codY, pepX, pepC, pepN, dtpT, livJHMGF, ilvC, ilvDBN, bcaT, ackA, ldh 

et relA), elles les expriment très différemment lorsqu’elles sont cultivées en milieu lait. Dans le 

cadre de ce travail, nous avons montré que ces deux souches possèdent les mêmes allèles pour les 

gènes dtpT et du cluster ots. Aussi, nous avons quantifié l’expression des gènes otsA, dtpT et 

amiF chez ces deux souches. Ce dernier permet de quantifier l’expression de l’opéron 

amiA1CDEF. 

 A. Croissance de Streptococcus thermophilus PB302 et PB18O en lait et 

en milieu M17 

La croissance des souches PB302 et PB18O a été suivie en milieu M17 (Figure 39) et en lait 

(Figure 40) par mesure de pH et détermination de la densité cellulaire. Ces deux milieux 

contiennent la même source de carbone, le lactose mais diffèrent au niveau de leur source azotée. 

En effet, le lait est pauvre en peptides et acides aminés libres et riche en protéines, alors que le 

milieu M17 est riche en peptides et acides aminés (hydrolysat de caséine, de viande, de soja, 

extrait de levure) (Terzaghi et Sandine, 1975).  

En milieu M17, les deux souches possèdent une croissance similaire (Figure 39). Le 

temps nécessaire pour passer d’un pH extracellulaire de 6 (début de phase exponentielle) à un pH 

extracellulaire de 5 (fin de phase exponentielle/début de phase stationnaire) est le même pour les 

deux souches (proche de 50 min). La D.O.650 nm maximale atteinte en fin de phase exponentielle 

est de 3,6 pour la souche PB302 et 3,4 pour la souche PB18O. Cependant quelques petites 

différences ont été observées (Figure 39). La phase de latence semble plus courte chez la souche 
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PB302 et le temps de génération de cette souche est légèrement inférieur (20 min contre 23 min 

pour la souche PB18O). 

En lait, les différences de croissance entre les souches semblent plus marquées (Figure 

40). La D.O.650 nm maximale atteinte à la fin de la phase exponentielle est de 3,3 pour la souche 

PB180 contre 5,8 pour la souche PB302. Enfin, le temps nécessaire pour passer d’un pH 

extracellulaire de 6 (début de phase exponentielle) à un pH extracellulaire de 5 (fin de phase 

exponentielle/début de phase stationnaire) est de 86 minutes pour la souche PB302 contre 122 

pour la souche PB18O. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Suivi de croissance en milieu M17 des souches Streptococcus thermophilus 

PB18O et PB302 par détermination de la densité cellulaire (mesure de DO à 650 nm) « A » 

et mesure du pH « B »  
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Figure 40 : Suivi de croissance en lait de Streptococcus thermophilus PB18O et PB302 par 

détermination de la densité cellulaire (mesure de DO à 480 nm) « A » (Thomas et Turner, 

1977) et mesure du pH « B » 
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 B. Quantification de l’expression des gènes amiF, otsA et dtpT à 

différents stades de croissance des souches PB18O et PB302 cultivées en milieu 

M17 par RT-PCR en temps réel 

L’expression des gènes gènes amiF (opéron amiA1CDEF), otsA et dtpT a été analysée au 

cours de la croissance des souches PB18O et PB302 cultivées en milieu M17 par RT-PCR 

quantitative. Les ARN totaux ont été extraits en début (D.O.650 nm de 0,7 et pH de 6,5 et de 6,8 

pour les souches PB302 et PB18O), milieu (D.O.650 nm de 2 et pH de 6 et de 6,2 pour les souches 

PB302 et PB18O), et fin de phase exponentielle/début de phase stationnaire (D.O.650 nm de 4 et 

pH de 4,7 et 5,1 pour les souches PB302 et PB18O). Après rétro-transcription des ARN extraits, 

les ADNc spécifiques des gènes amiF, otsA et dtpT ont été quantifiés par PCRq en utilisant les 

couples d’amorces spécifiques « amiFquant for/amiFquant rev », « otsAquant for/otsAquant 

rev » et « dtpTquant for/dtpTquant rev » respectivement (Tableau 14). 

Dans le but de valider le Ct (Threshold Cycle) de chaque échantillon, la réaction a été 

réalisée en triplicat et l’ensemble du travail de PCRq a été réalisé deux fois. Une moyenne et un 

écart type ont été déterminés. Seul un ratio d’expression supérieur à 2,0 ou inférieur à 0,5 et 

observé dans les deux expériences indépendantes sera considéré dans la suite de nos analyses. 

Pour normaliser la quantité d’ADNc présente dans chaque échantillon, le niveau de transcription 

des gènes a été comparé à celui du gène codant le facteur sigma 70/32, utilisé comme 

référence. Si les trois gènes présentent un niveau d’expression similaires chez les deux souches 

en début et milieu de phase exponentielle, les gènes amiF et otsA semblent s’exprimer 

différemment en début de phase stationnaire. En effet, le gène amiF semble moins exprimé chez 

la souche PB302 alors que c’est le cas inverse pour le gène otsA (Tableau 33).  
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Tableau 33 : Comparaison des niveaux
a
 d’expression des gènes amiF, dtpT et otsA entre les 

souches PB302 et PB18O cultivées en milieu M17 

 

Phase de croissance 
Expression de gène 

amiF 

(PB302/PB18O) 

Expression de 

gène dtpT 

(PB302/PB18O) 

Expression de 

gène otsA 

(PB302/PB18O) 

Début de phase exponentielle 

(D.O.650 nm= 0,7) 

0,78 ; 0,83 

0,80 ± 0,04 

4,53 ; 0,99 

2,76 ± 2,50 

2,2 ; 1,0 

1,6 ± 0,85 

Milieu de phase exponentielle 

(D.O.650 nm = 2) 

0,40 ; 0,64 

0,52 ± 0,17 

1,71 ; 1,33 

1,52 ± 0,27 

1,0 ; 1,1 

1,05 ± 0,07 

Début de phase stationnaire 
(D.O.650 nm = 4) 

0,21 ; 0,18 
0,19 ± 0,02 

4,38 ; 1,58 
2,98 ± 1,98 

6,9 ; 4,1 
5,5 ± 1,98 

a Il s’agit de taux moyens déterminés après 2 répétitions indépendantes. L’écart type de chacun de ces taux est 

également indiqué. 

 

 C. Quantification de l’expression des gènes amiF, otsA et dtpT à 

différents stades de croissance des souches PB18O et PB302 cultivées en milieu 

lait par RT-PCR en temps réel 

 Dans le cas de cette étude, les ARN ont été extrait en fin de phase exponentielle (pH 

extracellulaire de 5,3) puisque des différences d’expression entre les deux souches avaient été 

observées pour cette phase lors de la croissance des souches en milieu M17. Les ARN ont été 

retrotranscrits et un ADNc spécifique de chacun des gènes étudiés recherché. L’expérience a été 

réalisée en triplicat et reproduite une fois. Comme cela est présenté dans le tableau 34, aucune 

différence significative d’expression de chacun des gènes testés n’a été détectée dans ces 

conditions. 

 

Tableau 34 : Comparaison des niveauxa d’expression des gènes amiF, dtpT et otsA entre les 

deux souches étudiées (souche PB302/souche PB18O) cultivées en lait 

 

Phase de croissance Expression de gène 

amiF 

(PB302/PB18O) 

Expression de 

gène dtpT 

(PB302/PB18O) 

Expression de 

gène otsA  

(PB302/PB18O) 

Milieu de phase exponentielle  
(pH = 5,3) 

0,79 ; 1,42 
1,11 ± 0,44 

2,76 ; 0,88 
1,82 ± 1,33 

1,9 ; 1,1 
1,5 ± 0,57 

a Il s’agit de taux moyens déterminés après 2 répétitions indépendantes. L’écart type de chacun de ces taux est 

également indiqué. 
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 D. Conclusion 

L’ensemble des résultats obtenus suggère ainsi que les différences de croissance 

observées entre les souches PB18O et PB302 n’impliquent pas de fortes variations d’expression 

des gènes de transport de peptides testés. Le cluster ots apparaît fonctionnel dans les deux 

souches d’après sa séquence, trois des 4 gènes sont organisés en opéron, et le cluster est transcrit 

tout au long de la croissance en milieu M17. Enfin, le gène otsA est exprimé à des taux similaires 

chez deux souches le possédant et appartenant à des groupes phylogénétiques différents.  

5. Rôle du système Ots 

Comme cela a été évoqué précédemment, le système Ots est annoté en tant que 

transporteur de peptides et de nickel, systèmes qui ne peuvent être distingués sur la base de leur 

structure primaire (Tam et Saier, 1993). Aussi, un mutant ots (LMD-9ots) a été construit chez 

la souche LMD-9 afin de déterminer la fonction du cluster. Chez ce mutant, un fragment de 1398 

pb correspondant à l’extrémité 3’ du gène otsA et à l’extrémité 5’ du gène otsB (soit 1028 pb du 

gène otsA, 102 pb de la région intergénique et 268 pb du gène otsB (Figure 20) a été délété. De 

fait, cette construction aboutit à l’inactivation des gènes otsA et B. Dans la mesure où le 

promoteur du gène otsA n’est pas délété et il peut y avoir transcription du gène mutant et 

synthèse, après traduction, d’une protéine OtsA tronquée. Pour ce qui concerne les gènes otsC et 

D, la délétion ne les affectant pas, ils continuent à coder des protéines fonctionnelles. Cependant, 

le promoteur putatif que nous avons identifié en amont du gène otsB, et à partir duquel l’opéron 

ostBCD pourrait être transcrit, étant délété chez LMD-9ots, il est peu probable que les protéines 

OtsC et D soient synthétisées (Figure 41).  
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Figure 41 : Représentation schématique de l’organisation génétique des clusters ots et ots 

(A) cluster ots de la souche sauvage LMD-9 ; (B) cluster ots de la souche LMD-9ots.  

P : promoteur du gène otsA ; et Pp : promoteur putative du gène otsB. 

 

5. 1. Croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots en présence de source 

azotée différentes 

 La croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots a été comparée dans trois milieux de 

croissance qui diffèrent notamment au niveau de leur source azotée. Il s’agit des milieux lait, 

M17 et YL. Le lait contient peu d’acides aminés libres et d’oligopeptides et est riche en protéines 

(caséines notamment). Pour une croissance à haute densité cellulaire, S. thermophilus doit donc 

être capable d’hydrolyser ces protéines et d’incorporer les peptides générés. Les deux souches 

testées possédant la protéase PrtS, l’étape de production des peptides à partir des caséines est 

donc réalisée seule l’étape d’internalisation des peptides peut différer. Le milieu M17 est 

fréquemment utilisé pour la croissance de S. thermophilus, il est riche en acides aminés et en 

peptides (hydrolysat de caséine, de viande, de soja, et d’extrait de levure) et est adapté pour la 

croissance des bactéries lactiques car tamponné (ajout de -glycérophosphate) (Terzaghi et 

Sandine, 1975). Enfin, le milieu YL est un milieu non tamponné et composé d’une source azotée 

en quantité limitée, présente dans l’extrait de levure. 

A)  

    

5’                          otsA                            otsB                           otsC                          otsD                                              3’ 
P  Pp  

    

5’                                                                                             otsC                          otsD                                              3’ 
Délétion de 1398 pb 

B)  
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5. 1. 1. Croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots en lait 

La croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots en milieu lait a été estimée par suivi du 

pH et détermination de l’acidité Dornic du milieu extracellulaire. Aucune différence significative 

n’a été observée entre les deux souches testées (Figure 42). L’absence d’un système Ots 

fonctionnel ne semble donc pas représenter un facteur limitant pour la croissance de la souche 

mutante LMD-9∆ots en lait. Par conséquence, il semble que l’acquisition de ce système par 

transfert horizontal ne confère pas un avantage pour la croissance de la bactérie en milieu lait.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots en lait  

La croissance en lait a été estimée par mesures du pH du milieu extracellulaire et de l’acidité Dornic. Les valeurs 

d’acidité Dornic après 2 et 6 h de croissance sont mentionnés en degré Dornic (°D) . 

En noir : souche sauvage LMD-9 ; en rouge : souche mutante LMD-9∆ots. Les suivis de croissance en lait ont été 
reproduits 5 fois 

11 °D 

64 °D 
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5. 1. 2. Croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots en milieu M17 

En milieu M17, la croissance des deux souches a été évaluée par mesure du pH 

extracellulaire et détermination de la densité cellulaire (densité optique à 650 nm (D.O.650 nm)) 

(Figure 43). Les courbes d’acidification obtenues sont similaires chez les deux souches. Dans les 

deux cas, la baisse de pH est significative après 2 h de croissance. Pour ce qui concerne la densité 

cellulaire, il a été constaté dans 5 expériences indépendantes, que la souche sauvage atteignait des 

valeurs de D.O.650 nm finales légèrement supérieures à celles de la souche mutante. En effet, après 

8 h de croissance (phase stationnaire), la souche LMD-9 atteint une valeur de D.O.650 nm proche 

de 6 alors que la souche LMD-9∆ots atteint une valeur proche de 5. Deux paramètres importants 

interviennent dans l’entrée en phase stationnaire de S. thermophilus : l’acidité du milieu et sa 

capacité à incorporer des nutriments. La présence d’une densité cellulaire légèrement plus faible 

en phase stationnaire chez la souche mutante pourrait donc provenir soit d’une sensibilité plus 

importante de cette souche à l’acidité du milieu ou de sa plus faible capacité de cette souche à 

incorporer des nutriments tels que des peptides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : Croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots en milieu M17 

La croissance en milieu M17 a été évaluée par mesure du pH du milieu extracellulaire et détermination de la 

D.O.650 nm. 

En noir : souche sauvage LMD-9 ; en rouge : souche mutante LMD-9∆ots ; les traits continus représentent les suivis 

de pH et les traits pointillés de D.O.650  nm. Les suivis de croissance en milieu M17 ont été reproduits 5 fois. 
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5. 1. 3. Croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots en milieu YL 

 Comme en milieu M17, la croissance des deux souches a été suivie par détermination du 

pH extracellulaire et de la densité cellulaire. Dans ce milieu et dans 9 expériences indépendantes, 

il a été constaté que la croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots différait dès le démarrage, 

avec un retard de croissance du mutant d’environ 30 minutes (Figure 44). En phase exponentielle 

de croissance, la souche sauvage atteint un pH extracellulaire de 5,0 au bout de 140 min alors que 

la souche mutante l’atteint après 170 min. Les deux souches entrent en phase stationnaire à pH 

4,9 après 2,5 h de croissance pour la souche sauvage et 3 h pour la souche mutante. Si le pH 

extracellulaire de la souche sauvage se stabilise à des valeurs proches de 4,6, celui de la souche 

mutante continue à diminuer pour atteindre une valeur de 4,2 après 8 h de croissance. Pour ce qui 

concerne les densités cellulaires, les deux souches présentent des courbes similaires et atteignent 

une densité finale située autour de D.O.650 nm = 0,7. Les retards de croissance de la souche 

mutante détectés lors du suivi du pH extracellulaire sont retrouvés lors du suivi de la D.O.650 nm. 

Par contre, les densités cellulaires en fin de croissance apparaissent similaires chez les deux 

souches.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots en milieu YL 

La croissance a été évaluée par mesure du pH du milieu extracellulaire et de la D.O.650 nm. 

En noir : souche sauvage LMD-9 ; en rouge : souche mutante LMD-9∆ots ; les traits continus représentent les suivis 

de pH et les traits pointillés de D.O.650 nm. Les suivis de croissance en milieu YL ont été reproduits 9 fois. 
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5. 1. 4 Conclusion 

Si l’étude de la croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots n’a pas de révélée de 

différence en milieu lait, des différences tant au niveau de la densité cellulaire que du pH 

extracellulaire ont été observées lorsque les souches étaient cultivées en milieu M17 et YL.  

Il a été observé en milieu M17, que la densité cellulaire atteinte en fin de phase 

exponentielle par la souche sauvage LMD-9 est légèrement supérieure à celle atteinte par le 

mutant LMD-9∆ots. En milieu YL, cette différence n’est pas retrouvée en fin de phase 

exponentielle mais lors de la phase exponentielle de croissance des deux souches, un léger retard 

de croissance de la souche mutante a été observé (Figure 44). Ces deux résultats pourraient 

indiquer que la souche mutante présente ce retard en raison de sa déficience pour l’un de ses 

systèmes de transport de peptides, et donc de là, que le cluster ots, intervient dans ce transport. 

Concernant le pH extracellulaire, une différence a été observée en milieu YL uniquement. Dans 

ce milieu, si le pH extracellulaire reste stable (autour de 4,5) lorsque la souche sauvage est en 

phase stationnaire, il continue à baisser dans le cas de la souche mutante LMD-9∆ots, comme si 

celle-ci continuait à produire de l’acide lactique ou n’était pas capable de produire de 

l’ammoniaque qui tamponne le milieu. Cette observation apparaît donc contradictoire avec 

l’observation précédente. En effet, la différence observée entre les souches au niveau de la 

densité cellulaire nous a amenée à proposer que l’incorporation de peptides était à l’origine des 

différences observées entre les deux souches, alors que le suivi du pH extracellulaire, nous amène 

à proposer que la production d’ammoniaque pourrait varier entre les deux souches. Or la 

production d’ammoniaque résulte de l’activité de l’uréase, enzyme qui nécessite la présence de 

nickel pour son fonctionnement. En d’autres termes, si ces suivis de croissance ont permis de 

détecter des différences entre la souche sauvage et mutante, ils ne nous permettent pas de 

conclure quant au rôle du cluster ots.  
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5. 2. Croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots en milieu chimiquement 

défini supplémenté en peptides 

Afin de savoir si la différence de densité cellulaire observée en phase stationnaire entre les 

deux souches dans certaines conditions de culture pouvait résulter, au moins en partie, d’une 

différence de capacité de transport de peptides, nous avons utilisé un milieu de culture 

chimiquement défini (Letort et Juillard, 2001) dont les acides aminés libres ont été remplacés par 

des peptides en concentration variable (0,1, 0,3 ou 0,5 g.L
-1

).
 
Deux sources de peptides ont été 

testées. La première, le bacto-tryptone (BT), correspond à un hydrolysat pancréatique de caséine 

contenant majoritairement des oligopeptides (80% d’oligopeptides et 20% de di- tri-peptides et 

d’acides aminés d’après le constructeur (Fluka)). La deuxième, les bacto-casamino acids (BCA), 

est issue d’une hydrolyse acide de caséine et contient majoritairement des acides aminés libres et 

des di et tripeptides (20% d’oligopeptides et 80% de di- tri-peptides et d’acides aminés d’après le 

constructeur (Becton, Dickinson and Company)).  

En présence de bacto-tryptone, un retard de croissance est observé chez la souche mutante 

LMD-9∆ots (Figure 45 A, B et C). Cela est décelable par suivi du pH extracellulaire et de la 

densité cellulaire. A des concentrations de 0,3 et 0,5 g.L
-1

 de BT, le pH extracellulaire et la 

densité cellulaire qui sont atteints par les deux souches en fin de phase stationnaire sont similaires 

(Figure 45 B et C et Tableau 35).  

Par contre, lorsque la concentration en bacto-tryptone est plus faible (0,1 g.L
-1

), cette 

différence demeure. Ainsi, ces expériences suggèrent que si le transport d’oligopeptides est actif 

chez les deux souches, il apparait plus efficace chez le sauvage. 
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Figure 45 : Croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots en milieu chimiquement défini 

suppléménté en bacto-tryptone  

Trois concentrations de bacto-tryptone ont été testées (0,1 ; 0,3 ; 0,5 g.L
-1

). 

La croissance a été évaluée par mesures du pH du milieu extracellulaire et de la D.O.650 nm. 

En noir : la souche sauvage LMD-9, en rouge : la souche mutante LMD-9∆ots, les traits continus : pH et les traits 

pointillés : D.O.650 nm. Les suivis de croissance dans ces conditions ont été reproduits 3 fois. 
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Tableau 35 : Tableau récapitulatif des valeurs de pH et de D.O. 650 nm obtenues après 10 h de 

croissance en milieu chimiquement défini supplémenté en bacto-tryptone 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En présence de bacto-casamino acids, le retard de croissance observé entre les souches 

sauvage et mutante est plus marqué que précédemment (Figure 46). En outre, en présence de 

0,1 et 0,3 g.L
-1

 de bacto-casamino acids, la souche mutante LMD-9∆ots ne récupère pas son 

retard (Figure 46 A et B et Tableau 36).  

Ainsi, les différences de croissance observées entre les souches sauvage et mutante 

pourraient résulter d’une capacité moindre de la souche LMD-9∆ots à transporter les di- tri-

peptides présent dans les bacto-casamino acids. Dans le cadre de cette hypothèse la différence 

observée en bacto-tryptone est moins marquée car la source azotée étant davantage constituée de 

peptides de plus grande taille qui peuvent être internalisés par le système Ami, qui est identique 

chez les deux souches. Il est à noter cependant qu’on ne peut formellement exclure l’hypothèse 

selon laquelle le système Ots serait impliqué dans le transport d’oligopeptides et que l’effet de 

son inactivation ne serait visible que lorsque la concentration en oligopeptide est faible.  

 

 

pH  
après 10 h de culture 

D.O.650 nm 
après 10 h de culture 

LMD-9 LMD-9ots LMD-9 LMD-9ots 

0,1 g.L-1 BT 5,60 6,00 0,40 0,30 

0,3 g.L-1 BT 4,40 4,40 1,00 1,00 

0,5 g.L-1 BT 4,40 4,40 1,00 1,00 
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Figure 46 : Croissance des souches LMD-9 et LMD-9∆ots en milieu chimiquement défini 

suppléménté en bacto-casamino acides 

Trois concentrations de bacto-casamino acides ont été testées (0,1 ; 0,3 ; 0,5 g.L
-1

). 

La croissance a été évaluée par mesures du pH du milieu extracellulaire et de la D.O.650 nm. 

En noir : la souche sauvage LMD-9, en rouge : la souche mutante LMD-9∆ots, les traits continus : pH et les traits 
pointillés : D.O.650 nm. Les suivis de croissance dans ces conditions ont été reproduits 3 fois.  
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Tableau 36 : Tableau récapitulatif des valeurs de pH et de D.O. 650 nm obtenues après 10 h de 

croissance en milieu chimiquement défini supplémenté en bacto-casamino acides 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

6. Discussion 

 Un des objectifs de l’équipe PB2P de l’URAFPA est de sélectionner des souches de 

S. thermophilus capables de produire des peptides bioactifs directement dans les produits laitiers. 

Cela implique d’étudier deux aspects complémentaires : la capacité de la bactérie à produire des 

peptides d’intérêt à partir des protéines du lait et sa capacité à les internaliser. C’est ce deuxième 

aspect qui a été abordé dans ce chapitre où nous nous sommes plus particulièrement intéressés à 

la variabilité des systèmes de transport de peptides. C’est ainsi que nous avons étudié au sein 

d’une collection de souches, dont nous avons déterminé la proximité phylogénétique, la 

variabilité du système Ami, DtpT et rechercher d’autre(s) système(s) susceptible(s) d’intervenir 

dans le transport de peptides chez S. thermophilus.  

 

Pour ce qui concerne le système Ami, nous avons montré que l’opéron amiA1CDEF est présent 

chez toutes les souches étudiées de la collection et une variabilité en termes de présence/absence 

des gènes amiA2 et amiA3 a été retrouvée. La variabilité observée dans le cadre de cette étude 

apparaît similaire à ce qui a été observé par Garault et al. (2002). Trois souches possèdent 

uniquement le gène amiA2, 11 souches possèdent le gène amiA3 et 8 souches possèdent les deux. 

D’après l’arbre phylogénétique établi, il apparaît que toutes les souches qui présentent de fortes 

capacités acidifiantes, donc une bonne croissance en lait, et dont la majorité appartient à la 

branche B de l’arbre phylogénétique établi (Figure 36), sont dépourvues du gène amiA2. Il 

apparaît donc que la perte de ce gène n’altère pas les capacités de S. thermophilus à croître, 

 

pH  
après 10 h de culture 

D.O.650 nm 
après 10 h de culture 

LMD-9 LMD-9ots LMD-9 LMD-9ots 

0,1 g.L-1 BCA 5,00 5,40 0,70 0,50 

0,3 g.L-1 BCA 4,60 4,80 1,00 0,70 

0,5 g.L-1 BCA 4,60 4,60 1,10 1,00 
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comme cela avait été observé précédemment (Garault et al., 2002). Quant au transporteur DtpT 

qui pourrait intervenir dans le transport de di- et tri-peptides, le gène dtpT a été détecté chez 

toutes les souches de S. thermophilus étudiées.  

Les analyses in silico réalisées à partir de la séquence du génome de S. thermophilus LMD-9 

nous ont permis de détecter un nouveau cluster, spécifique de la souche LMD-9, et annoté 

comme codant un système de transport de peptides et de nickel de type ABC, cluster que nous 

avons appelé ots. Plusieurs résultats montrent que ce cluster a été acquis par transfert horizontal. 

Tout d’abord, il est absent des autres streptocoques dont les génomes sont disponibles dans les 

banques de données et notamment chez les deux espèces proches de S. themophilus, à savoir 

S. salivarius et S. vestibularis. Il n’est pas présent chez toutes les souches de S. themophilus que 

nous avons étudiées, il est situé dans une région où des événements de transfert horizontal ont été 

détectés et enfin, les protéines constituant ce système de transport partagent plus de 50% 

d’identité avec des protéines homologues présentes chez des actinobactéries du genre 

Bifidobacterium et Brevibacterium. Ainsi, nous avons conclu que ce système provenait 

d’actinobactéries et qu’il avait été acquis récemment par S. thermophilus.  

L’analyse transcriptionnel du cluster ots suggère qu’il est exprimé de manière constitutive, au 

cours de la croissance en milieu M17, chez les souches PB18O, PB302 et LMD-9. D’autre part, 

un transcrit polycistronique des gènes otsB, otsC et otsD a été détecté. Le gène otsA serait, quant 

à lui, transcrit indépendamment. La comparaison de la croissance de la souche mutante LMD-

9∆ots avec celle de la souche sauvage LMD-9 a permis de conclure que le cluster ots participe à 

l’internalisation des peptides. D’autre part, un rôle dans l’internalisation du nickel a pu être exclu. 

Cependant le système ots ne semble pas conférer un avantage pour la croissance de 

S. thermophilus en lait, car l’inactivation de ce système chez la souche LMD-9 ne parait pas être 

un facteur limitant pour sa croissance. 

6. 1. Transfert horizontal chez Streptococcus thermophilus 

6. 1. 1. Variabilité de la région génomique contenant le cluster ots  

 Le cluster ots est absent chez 4 souches (CNRZ1066, LMG18311, ND03 et JIM8232) 

dont le génome a été séquencé et il est situé dans une région dont les gènes, acquis par transfert 
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horizontal, diffèrent d’une souche à l’autre (Figure 30). Ainsi, chez la souche JIM8232, un îlot 

génomique portant des gènes conférant une pigmentation jaune et présentant des homologies 

avec ceux de S. agalactiae est présent dans cette région (Delorme et al., 2011). Cet événement, 

est un exemple d’échange génétique entre espèces phylogénétiquement proches mais de 

proximité écologique éloignée, bien que S. agalactiae, puisse être retrouvée dans du lait cru en 

raison de son implication dans des mammites subcliniques. Chez les souches LMG18311, 

CNRZ1066 et ND03, des gènes impliqués dans la synthèse de lantibiotique et acquis eux aussi 

par transfert horizontal sont présents dans cette région (Hols et al., 2005).  

6. 1. 2. Détection de transposon composite contenant le cluster ots  

 Plusieurs IS sont présents dans la région contenant le cluster ots que ce soit chez les 

souches CNRZ1066, LMG18311, ND03 et JIM8232 ou chez la souche LMD-9. Cependant, chez 

cette dernière, le nombre d’IS détectés est supérieur. La présence de ces éléments constitue un 

indice d’événement(s) de transfert horizontal (Zaneveld et al., 2008).  

Lors de nos analyses, nous avons détecté deux transposons composites potentiels, dénommés 

TCp1 et TCp2, qui délimitent le cluster ots (Figure 34A). De tels éléments sont connus dans la 

littérature pour véhiculer les séquences encadrées grâce aux deux IS qui les bornent (Roberts et 

al., 2008). TCp1 contient la totalité du cluster ots et est borné par des copies d’ISS1 de type α qui 

sont typiques de Lc. lactis. TCp2, quant à lui, contient TCp1 et est borné par deux copies 

d’IS1193, élément typique de S. thermophilus. Le fait que TCp1 soit flanqué de 2 éléments 

typiques de Lc. lactis suggère que le cluster ots a été acquis via cet élément. Outre la présence des 

2 copies d’IS1193 qui le flanquent, TCp2 comporte les gènes gly et udp qui sont présents dans le 

génome de S. thermophilus ND03, mais à une localisation différente. Ainsi, les caractéristiques 

de cet élément suggèrent qu’il a été l’objet de 2 événements : un événement d’intégration de 

TCp1 et un événement de transposition dans un autre environnement génomique, l’ordre de ces 

deux événements étant impossible à déterminer. Les éléments transposables sont connus pour 

provoquer de nombreux remaniements génomiques tels que des délétions, inversions ou des 

insertions (Bennett, 2004). Environ 75% des IS trouvées chez S. thermophilus ont été associées à 

des évènements de réarrangements génomiques (Hols et al., 2005).  
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6. 1. 3. Origine du cluster ots 

 Des analyses in silico ont montré que toutes les bactéries possédant un cluster 

homologue au cluster ots appartiennent au phylum des Actinobacteria telles que des bactéries du 

genre Bifidobacterium et Brevibacterium. Dans tous les cas, il s’agit de bactéries éloignées d’un 

point de vue phylogénétique de S. thermophilus mais pouvant partager la même niche 

écologique, le lait. Ainsi, ce cluster est retrouvé chez des espèces utilisées dans la fabrication des 

produits laitiers probiotiques, telles que Bi. bifidium, Bi. longum, Bi. infantis, ou dans l’affinage 

de fromages telle que Brevibacterium linens. Leurs génomes se caractérisent par un haut 

pourcentage en GC (supérieur à 50%) par rapport aux bactéries lactiques qui appartiennent au 

phylum des Firmicutes et dont le pourcentage en GC est inférieur à 50% (Holzapfel et al., 2001). 

Très peu d’études rapportent des échanges d’information génétique entre des bactéries du genre 

Streptococcus et du genre Bifidobacterium ou Brevibacterium. La recherche de biais de 

composition en nucléotides du génome de S. thermophilus a conduit Liu et al. (2009b) à détecter 

chez la souche CNRZ1066 des gènes impliqués dans la biosynthèse d’EPS et pouvant provenir 

des bactéries du genre Bifidobacterium.  

Généralement, les séquences acquises récemment par transfert horizontal possèdent des 

caractéristiques différentes de celles de l’hôte. Ces caractéristiques sont utilisées pour leur 

recherche systématique au sein des génomes (Garcia-Vallve et al., 2003). Une d’entre-elles est le 

pourcentage en bases GC. En effet, celui-ci est relativement homogène dans un génome et peu 

variable au sein d’une même espèce bactérienne, alors qu’il varie de façon importante entre 

espèces bactériennes (Muto et Osawa, 1987). Une corrélation entre ce caractère et la niche 

écologique occupée par la bactérie a été constatée. Les génomes des bactéries dépendantes d’un 

hôte (endosymbiotes ou pathogènes obligatoires) se caractérisent par une forte teneur en bases 

AT. Le pourcentage en GC est, en moyenne, de 38% pour les génomes des bactéries dépendant 

d’un hôte et de 49% pour les génomes de celles vivant de façon autonome. Pour expliquer une 

telle différence, l’hypothèse avancée implique le coût énergétique qui est plus élevé pour la 

synthèse des nucléotides GTP/CTP que pour la synthèse des ATP/UTP. Le biais en bases AT 

serait donc sélectionné car plus avantageux pour la cellule et les mutations de (G ou C) en (A ou 

T) avantagées. Ainsi, dans des conditions de ressources nutritives limitées, la richesse en AT 

deviendrait un avantage sélectif. La même hypothèse peut être appliquée sur les séquences 
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acquises par transfert horizontal, y compris les éléments génétiques mobiles comme les 

plasmides, transposons, IS et les phages qui présentent une composition en bases GC inférieure 

de 2 à 4% au pourcentage du génome hôte. Les séquences exogènes étant en compétition avec le 

reste du génome, leur intégration et donc leur maintien dans le génome seraient favorisés par un 

abaissement de leur coût énergétique (Rocha et Danchin, 2002).  

Si d’après les séquences protéiques il semble que le cluster ots provient d’une actinobactérie, le 

pourcentage en GC de ce cluster est proche de celui du génome de S. thermophilus LMD-9 et n’a 

donc pas pu être utilisé pour repérer ce cluster sur la séquence nucléotidique. En effet, le taux en 

GC des gènes du cluster ots est de 36, 39, 41 et 40% pour les gènes otsA, otsB, otsC, otsD contre 

39,1% en moyenne pour celui du génome de la souche LMD-9.  

Plusieurs hypothèses peuvent être formulées quant à la manière dont le cluster ots a été acquis par 

S. thermophilus. La première, la plus simple, implique une acquisition directe de ce cluster à 

partir d’une bactérie du phylum des Actinobacteria telle que Bifidobacterium ou Brevibacterium, 

qui peuvent partager le même habitat écologique que S. thermophilus. Dans ce cas là, il est 

attendu que le cluster ots ait été acquis depuis un temps suffisamment long pour permettre 

l’homogénéisation du pourcentage en GC de sa séquence.  

Cette hypothèse implique, alors, que les deux copies d’ISS1 qui délimitent l’élément TCp1 ont 

elles-mêmes été acquises à partir d’une actinobactérie. Des copies d’IS appartenant à 8 familles 

(IS3, IS21, IS110, IS150, IS256, IS607/IS200 et ISL3) ont aussi été détectées au sein des 

génomes de bifidobactéries. Par ailleurs, l’analyse de la région adjacente au cluster ots n’a pas 

permis de détecter des éléments mobiles spécifiques des bifidobactéries et aucune ISS1 de type  

n’a été détectée dans les génomes séquencés de bifidobactéries. Le fait que les deux copies 

d’ISS1 qui délimitent l’élément TCp1 soient caractéristiques de Lc. lactis suggère que le transfert 

du cluster ots d’une actinobactérie à S. thermophilus a impliqué un hôte intermédiaire tel que la 

bactérie lactique Lc. Lactis ou son ancêtre. Cette bactérie aurait pu ainsi acquérir le cluster ots 

dans un premier temps, et par la suite, la structure TCp1, i.e. le cluster ots flanqué par les deux 

copies d’ISS1, aurait pu être transférée à S. thermophilus. En outre, il faut souligner que le 

pourcentage en GC de Lc. lactis est proche de celui de S. thermophilus. Cependant, l’absence 

dans les banques des données d’une souche de Lc. lactis possédant un cluster homologue au 

cluster ots nous amène à dire que, soit la séquence génomique d’une telle souche n’est pas encore 

disponible dans les banques de donnés, soit cette structure a été perdue chez Lc. lactis au cours de 
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l’évolution. En effet, Lc. lactis ayant déjà deux systèmes de transport de peptides de type ABC 

(Opp et Opt), elle pourrait avoir perdu ce cluster car il n’apporterait pas d’avantage sélectif. 

Enfin, le cluster ots pourrait avoir été acquis par transfert horizontal à partir d’une bactérie dont le 

génome n’ait pas encore été étudié.  

6. 1. 4. Mécanismes de transfert horizontal impliqués dans l’acquisition de cluster ots  

 S’il semble clair que le cluster ots a été acquis par transfert horizontal et que les 

éléments transposables ont pu intervenir dans l’intégration du cluster dans le chromosome de 

S. thermophilus LMD-9, le vecteur ayant permis ce passage d’information génétique d’une 

bactérie à une autre reste totalement inconnu. De manière générale, plusieurs types de 

mécanismes permettent le transfert horizontal de gènes. Il s’agit de la conjugaison, de la 

transformation, de la transduction ou du nanotube.  

Chez les bifidobactéries, des éléments pouvant participer aux mécanismes de transfert horizontal 

ont été trouvés au sein des 22 génomes disponibles dans les banques de données. Des plasmides 

portant des origines de transfert et des gènes codant des protéines impliquées dans la mobilisation 

ont été détectés. Cependant, à l’exception d’un plasmide présent chez Bi. Bifidum NCFB 1454 

qui porte des gènes codant des protéines impliquées dans la production d’une bifidocine, tous ces 

plasmides sont cryptiques. Aucun ne comporte des gènes homologues à ceux du cluster ots. 

Les ICEs sont des éléments génétiques codant les fonctions nécessaires à leur excision sous 

forme circulaire libre, à leur transfert par conjugaison d’une cellule donneuse à une cellule 

receveuse puis à leur intégration dans le génome de cette dernière (Burrus et al., 2002a). 

L’analyse de la région contenant le cluster ots chez la souche LMD-9 a révélé la présence de 

pseudogènes présents chez d’autres ICEs de S. thermophilus (G. Guédon, communication 

personnelle). Par exemple, le pseudogène ps3 (Figure 30) est très similaire à un gène présent sur 

ICESt1 de S. thermophilus. De même, les gènes ps6 et ps7 sont très similaires de gènes présents 

dans des structures dérivant d’ICEs et intégrées au locus rpsI de S. thermophilus CNRZ1066, i.e., 

locus où est situé le cluster ots dans la souche LMD-9. En outre, des gènes appartenant à des 

ICEs ont été détectés au niveau de ce locus chez les souches LMG18311, ND03 et JIM8232. 

Ainsi, cela pourrait signifier qu’un élément de type ICE ait été impliqué dans l’acquisition du 

cluster ots par la souche LMD-9. Acquisition, qui se serait donc faite par conjugaison.  
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Cependant, et sachant que des souches de S. thermophilus ont été qualifiées de « naturellement 

transformables » en milieu chimiquement défini (Gardan et al., 2009), l’acquisition par 

transformation naturelle ne peut être écartée. Nos résultats montrent que toutes les souches ayant 

le cluster ots possèdent aussi les gènes amiA1 et amiA3 (Figure 36). Or, les travaux de Gardan et 

al. (2009) suggèrent que le système Ami, chez la souche LMD-9, joue un rôle clé dans la 

compétence naturelle. En effet, les deux protéines affines aux oligopeptides AmiA1 et AmiA3 

contrôlent indirectement la compétence via le contrôle de l’expression du gène comX, lui-même 

impliqué dans le contrôle des gènes de compétence naturelle. Cela suggère donc que les souches 

ots
+
, comme la souche LMD-9, pourraient posséder les autres gènes nécessaires pour la 

compétence naturelle. Ces données nous permettent donc d’émettre l’hypothèse que le cluster ots 

pourrait avoir été acquis par transformation naturelle.  

6. 2. Rôle du système Ots : utilité chez Streptococcus thermophilus  

6. 2. 1. Rôle du système ots chez Streptococcus thermophilus 

 L’inactivation du cluster ots affecte clairement la croissance du mutant en milieu MCD. 

Dans ce milieu, la source azotée a majoritairement été apportée soit sous forme d’oligopeptides 

soit sous forme de di- et tri-peptides. Dans les conditions testées, la souche mutante présente un 

retard de croissance par rapport à la souche sauvage. Néanmoins, ce retard est plus marqué en 

présence de di- et tri-peptides qu’en présence d’oligopeptides. Cela pourrait résulter d’une 

capacité moindre de la souche LMD-9∆ots à transporter des di- tri-peptides. En effet, en présence 

d’oligopeptides, où la différence de croissance est moins marquée, le système Ami serait capable 

d’assurer une bonne croissance via l’internalisation des oligopeptides chez les deux souches. 

Quand le milieu contient majoritairement des di- et tri-peptides, la capacité du système Ami est 

limitée. Le rôle du système Ots serait alors plus important et son effet sur la croissance plus 

prononcé, et ce, malgré la présence du transporteur DtpT. En plus de son rôle dans la croissance, 

le système Ots pourrait excercer une autre fonction via le transport de peptides ayant un rôle dans 

le quorum sensing, et par conséquent, intervenir dans la régulation de différentes réponses telles 

que la compétence naturelle ou la conjugaison. 
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6. 2. 2. Acquisition des gènes conférant des avantages pour l’adaptation de 

Streptococcus thermophilus en lait 

 S. thermophilus est une espèce clonale ayant récemment émergé du groupe salivarius. 

L’émergence de cette espèce s’est accompagnée d’une évolution de son génome permettant 

d’exploiter au mieux sa nouvelle niche écologique, le lait. C’est ainsi que de nombreux gènes 

acquis par transfert horizontal et permettant l’adaptation de S. thermophilus au lait ont été 

détectés. Ces fonctions permettent, notamment, une meilleure utilisation des ressources nutritives 

disponibles dans le lait, dont la source azotée. Par exemple, la protéase PrtS, dont le gène a été 

acquis par transfert horizontal, permet la dégradation des caséines en peptides qui sont 

consommés par la bactérie au cours de sa croissance (Delorme et al., 2010 ; Fernandez et al., 

2000). D’ailleurs, lorsque cette protéase est absente ou inactive, la croissance de S. thermophilus 

à haute densité cellulaire dans le lait est altérée. Par ailleurs, des gènes portés par un îlot acquis 

par transfert horizontal et intervenant dans la biosynthèse de méthionine pourraient jouer un rôle 

important dans la croissance bactérienne, d’autant que la méthionine est présente en faible 

quantité dans le lait. 

Chez les streptocoques, aucun système de transport de peptides n’a à notre connaissance été 

décrit comme issu d’un événement de transfert horizontal. Ce n’est pas le cas chez d’autres 

bactéries lactiques. Ainsi, chez Lc. lactis SK11, l’opéron codant le système Opp a été retrouvé sur 

le plasmide pSK11L (Yu et al., 1996). La présence d’IS982 et d’ISS1 respectivement localisée en 

amont et en aval de cet opéron pourrait être responsable de son instabilité et les auteurs ont 

proposé qu’un événement de transposition aboutisse chez certaines souches à l’intégration de cet 

opéron dans le chromosome ou à sa perte. Néanmoins, la présence de ce système confère un 

avantage sélectif à la bactérie qui le possède puisqu’il a été observé que la perte du plasmide 

pSK11L altère la croissance en lait de la souche mutante (Yu et al., 1996). 

L’étude du système de transport de peptides Opt chez Lc. lactis SK11 et Wg2 a permis aux 

auteurs de conclure que ce système pourrait en fait provenir d’un streptocoque. En effet, les gènes 

opt possèdent la même organisation que ceux présents chez les streptocoques. Ce système 

possède deux protéines affines aux oligopeptides, codées par les gènes optA et optS, or chez les 

streptocoques il y a souvent multiplicité des protéines OBP. L’arbre phylogénétique construit sur 

la base des séquences de plusieurs protéines OBP présentes chez plusieurs bactéries a montré que 
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les protéines OptA et OptS sont plus proches des protéines OppA présentes chez S. uberis et 

S. mutans que de celles présentes chez Lc. lactis et Lb. bulgaricus (Lamraque et al., 2004). 

Si l’étude de l’expression du cluster ots a permis de mettre en évidence une structure 

opéronique et une expression constitutive, son inactivation ne semble pas influencer de manière 

notable la croissance du mutant en milieu lait. Il est également à noter que la souche 4F44 

dépourvue du cluster ots montre un fort pouvoir acidifiant en lait, reflet de sa croissance, 

comparable à celui de la souche LMD-9. Ainsi, soit effectivement le cluster ots n’apporte pas de 

réel avantage sélectif pour la croissance de la bactérie en lait car normalement celui-ci contient 

peu de di- et tri-peptides libres, soit l’inactivation du système ots est compensée par les autres 

systèmes de transport tels que les systèmes Ami et DtpT, soit son rôle majeur est l’internalisation 

de peptides de signalisation impliqués dans la perception de l’environnement.  

6. 2. 3. Intégration du cluster ots dans le schéma de régulation de 

Streptococcus thermophilus 

 Généralement, les séquences acquises par transfert horizontal ont tendance à converger 

vers les propriétés compositionnelles du génome de l’organisme hôte. Ce phénomène est connu 

sous le nom de processus d’amélioration. En effet, la séquence exogène subit un processus 

d’accumulation de substitutions nucléotidiques permettant d’homogénéiser ses caractères avec 

celles de la souche hôte. Il est important de signaler que ces processus rendent plus difficile 

l’identification de la séquence exogène lors de l’analyse de la séquence du génome hôte. 

Néanmoins, cette approche a été employée pour estimer la date d’acquisition des gènes acquis par 

transfert horizontal (Lawrence et Ochman, 1997). Le contenu en GC du cluster ots, proche de 

celui de la bactérie réceptrice, est probablement le résultat des processus d’amélioration qui ont 

permis d’homogénéiser ces caractères avec ceux de S. thermophilus. Ceci dans le cas où le cluster 

ots aurait été acquis à partir d’une bactérie phylogénétiquement éloignée de S. thermophilus. 

Outre, l’avantage sélectif rapide que doit conférer la séquence acquise pour son maintien dans le 

génome de la receveuse, elle doit aussi s’intégrer dans le schéma de régulation de la cellule. Si le 

rôle du cluster ots est d’intervenir dans l’approvisionnement azoté de la cellule, alors il pourrait 

appartenir au même régulon que d’autres gènes du système protéolytique de S. thermophilus. 

Chez Lc. lactis, il est connu que l’expression de certains gènes du système protéolytique sont 



 201 

régulés par CodY. CodY est un régulateur transcriptionnel pléiotrope présent dans plusieurs 

espèces bactériennes à Gram
 
positif dont les génomes à bas pourcentage en GC (Guédon et al., 

2001a, 2001b; den Hengst et al., 2005a, 2005b). Il permet à la bactérie d’adapter son 

métabolisme à la quantité et aux types de nutriments présents dans son environnement 

(Sonenshein, 2005). La protéine CodY est capable de se fixer à l’ADN grâce à son motif hélice-

tour-hélice (HTH), et de réguler les gènes cibles d’une manière directe. Le consensus établi chez 

Lc. lactis concernant sa séquence de fixation à l’ADN est AATTTTCWGAAAATT (Guédon et 

al., 2005a ; den Hengst et al., 2005b). La régulation du système protéolytique chez 

S. thermophilus a été très peu étudiée. L’analyse de la séquence génomique des souches de 

S. thermophilus disponible dans les banques de données indique la présence d’un homologue du 

gène codY. Une interaction entre la protéine CodY et les promoteurs des gènes prtS, amiA1, 

pepA, pepS, pepN, pepC, pepB, pepQ, pepV, pepT, pepM, pepXP, pepP et pepO a été démontrée 

in vitro (Liu et al., 2009a). L’analyse de la séquence de la région promotrice du gène otsA chez la 

souche LMD-9 a révélé, tout comme pour les gènes amiA1 et amiA3, la présence d’un éventuel 

motif de fixation de CodY en amont de ce gène (Figure 47). Cela suggère que le cluster ots 

pourrait appartenir au régulon CodY.  

6. 3. Devenir du système Ots chez Streptococcus thermophilus 

 Pour que l’ADN acquis par transfert horizontal puisse se maintenir dans une cellule 

réceptrice, il doit conférer un avantage à la bactérie. Dans le cas où les gènes ne confèrent aucune 

utilité à la cellule bactérienne receveuse, ils vont accumuler des mutations ponctuelles conduisant 

à leur inactivation et donc à la formation de pseudogènes. Ainsi, les analyses du génome des 

souches LMG18311 et CNRZ1066 ont permis de détecter 226 gènes (équivalent 14% des gènes 

totals) acquis potentiellement par transfert horizontal. Seuls 47 de ces 226, soit 21%, semblent 

être tronqués et/ou présumés inactifs (Hols et al., 2005). Cela semble résulter de la contre-

sélection de ces gènes car ils ne confèreraient pas d’avantage sélectif à la bactérie.  

Les séquences du cluster ots codent des protéines fonctionnelles. Ce système est bien exprimé 

chez les souches étudiées PB302, PB18O et LMD-9 en milieu M17 et en lait. Enfin, la 

comparaison de la croissance de la souche sauvage LMD-9 avec celle de la souche mutante 

LMD-9∆ots en milieu riche en peptides a permis de lui attribuer un rôle dans l’internalisation de 
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di- et tri-peptides. L’ensemble de ces résultats suggère que le cluster ots serait utile pour la 

bactérie, bien qu’en lait nous n’ayons pas observé d’effet de son inactivation sur la croissance de 

la souche mutante. Ainsi, si le cluster ots n’a pas d’autre rôle que celui mis en évidence dans ce 

travail et qu’il n’apporte qu’un très faible avantage à S. thermophilus, il pourrait être inactivé par 

la suite. 

A. 

 

 

 

 

 

 

B. 

Gène Boîte CodY
a Distance/ATG

b 

amiA1 ATTATTCTGAAAAAT -106 

amiA3 AATTTTCTGATAAAA -63 
otsA GGGTTACAGATGATA -75 

 

Figure 47 : Détection d’un éventuel motif de fixation de la protéine régulatrice CodY en 

amont des gènes amiA1, amiA3 et otsA chez Streptococcus thermophilus LMD-9 

A. Séquence consensus permettant la fixation de la protéine régulatrice CodY mise en évidence par den 

Hengst et al. (2005b) chez Lc. lactis  

B. Séquence et localisation d’un éventuel motif de fixation de la protéine CodY en amont des gènes 
amiA1, amiA3 et otsA chez S. thermophilus LMD-9  

Les substitutions sont mentionnées en rouge 
a Les résidus qui diffèrent de la séquence consensus (AATTTTCWGAAAATT) sont en rouge (W = A ou T). 
b Position relative en paires de bases par rapport à l’ATG du gène correspondant 
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V. Perspectives 
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Perspectives 

 

 Comme cela a été évoqué précédemment, un des objectifs de l’équipe PB2P est d’utiliser 

S. thermophilus pour la production de peptides bioactifs lors de la fabrication de produits laitiers 

tels que des laits fermentés, ce qui implique de connaître les capacités de production de peptides 

de cette bactérie à partir des caséines et son potentiel d’internalisation des peptides générés. 

 

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont montré que le système protéolytique de 

S. thermophilus était capable de générer des peptides, dont des peptides identifiés dans la 

littérature comme étant bioactif, à partir des caséines s1, s2 et  bovines. Afin de s’affranchir 

de l’intervention des systèmes de transport de peptides d’une part, et de la structure complexe 

(micelle de caséine) de la caséine d’autre part, notre démarche a consisté à placer les différentes 

souches de S. thermophilus en conditions de non croissance (incubation en tampon phosphate) en 

présence des caséines s1, s2 et  purifiées. Dans ces conditions, l’essentiel des peptides générés 

proviennent de l’activité des protéases/peptidases de surface. La variabilité de peptides générés 

par les souches a été interprétée comme le résultat d’une expression variable de la protéase PrtS. 

Il est vraisemblable que si cette expérience était répétée en incubant les souches de 

S. thermophilus en lait, la variabilité du nombre et du type de peptide généré différerait de celle 

qui a été observée, et ce, pour deux raisons principales : la complexité de la caséine (substrat du 

système protéolytique) et l’intervention des différents systèmes de transport de peptides. Ainsi, 

même si les premiers résultats obtenus ont eu le mérite de montrer que S. thermophilus est 

capables de produire à partir des caséines de nombreux peptides dont des peptides bioactifs, il est 

maintenant indispensable de complexifier notre étude. Dans un premier temps, et afin de 

déterminer ce que le système protéolytique de S. thermophilus est capable de générer à partir des 

micelles de caséines, il sera nécessaire d’incuber les différentes souches protéolytiques que nous 

avons précédemment testées en présence de caséines micellaires, mais dans des conditions de non 

croissance des bactéries. Dans un deuxième temps, il sera nécessaire de déterminer le type de 

peptides présents dans le surnageant de culture de différents mutants de système de transport de 

peptides cultivés en lait. La comparaison des peptides présents avec ceux identifiés dans les 

conditons précédentes permettra de mieux appréhender le rôle des systèmes de transport de 

peptides. 
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Les résultats obtenus dans ce travail nous ont permis d’émettre l’hypothèse que le cluster 

ots pourrait participer à la nutrition azotée de S. thermophilus via l’internalisation des peptides et 

plus particulièrement ceux de petite taille. Plusieurs questions doivent maintenant être abordées : 

la spécificité de transport de ce système, la régulation de son expression et notamment le rôle du 

régulateur pléiotrope CodY dans cette régulation et le rôle du cluster ots dans des réponses 

bactériennes impliquant le quorum sensing. Répondre aux deux premières questions implique la 

fabrication préalable de différents mutants. Ainsi, la détermination de la spécificité de transport 

du cluster ots nécessite la fabrication de mutant du système Ami et du transporteur DtpT. L’étude 

de la régulation de l’expression du cluster nécessite, quant à elle, la construction d’un mutant 

codY. L’utilisation de la compétence naturelle pour la construction de mutants a déjà permis à 

l’équipe d’obtenir plusieurs mutants, dont 1 mutant codY. Ainsi, l’obtention de mutants du 

système Ami et du transporteur DtpT ne devrait pas a priori poser de problème particulier. Pour 

ce qui concerne l’étude de la spécificité, il s’agira dès lors d’étudier le type de peptides que les 

différents mutants sont capables d’internaliser comme cela a été réalisé pour le système Ami 

(Garault et al., 2002). Pour ce qui concerne la régulation de l’expression du cluster ots, la 

comparaison de l’expression du cluster dans un contexte codY et sauvage devrait permettre de 

déterminer si le cluster ots  appartient au régulon CodY. Enfin, l’étude de réponses dépendantes 

du quorum sensing telle que la compétence devront être étudiées chez le mutant LMD-9∆ots.  
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Système protéolytique de surface de Streptococcus thermophilus : 

- variabilité des capacités d’hydrolyse des caséines 

- caractérisation d’un nouveau système de transport de peptides 

 

Résumé : 

 

 S. thermophilus est une bactérie largement employée dans la fabrication des produits 

laitiers. La capacité des souches de S. thermophilus à générer des peptides bioactifs à partir des 

caséines bovines a été étudiée. Dix souches exprimant différemment la protéase de surface, PrtS, 

ont été incubées en présence de la caséine s1, s2 ou . Le nombre et le type de peptides libérés 

dépendent de la souche utilisée. Des peptides connus comme des peptides bioactifs ont été 

détectés : 13 peptides ont été générés à partir de la caséine , 5 peptides à partir de la caséine s2 

et 2 peptides à partir de la caséine s1. L’utilisation de cette bactérie pour la production de tels 

peptides dans l’aliment requiert qu’elle en internalise le moins possible. Nous nous sommes 

intéressés aux systèmes de transport de peptides présents au sein de l’espèce S. thermophilus. 

Une collection de 22 souches de S. thermophilus a été choisie pour étudier la variabilité des 

systèmes de transport des peptides présents au sein de l’espèce. Toute d’abord, la proximité 

phylogénétique entre les souches a été évaluée par MLST, puis la variabilité génétique du 

système de transport des oligopeptides Ami et du transporteur de di- et tripeptides DtpT a été 

étudiée au sein de cette collection. Un cluster, composé de 4 gènes, annoté en tant que 

transporteur ABC de peptides et de nickel a été détecté au sein du génome de la souche LMD-9, 

et appelé Ots. Il est présent chez 9 sur 22 souches de S. thermophilus et est transcrit tout au long 

de la croissance en milieu M17. La caractérisation du système Ots suggère qu'il est impliqué dans 

l’internalisation de peptides de petites tailles.  

 

Mots clés : Streptococcus thermophilus, système de transport des peptides, cluster ots, 

transfert horizontal, MLST. 
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Proteolytic system of the surface of Streptococcus thermophilus:  

- Variability in the capacity of casein hydrolysis 

- Characterization of a novel peptide transport system  

 

Summary: 

 

 S. thermophilus is a widely used bacterium in the manufacture of dairy products. The 

capacity of S. thermophilus to generate bioactive peptides from bovine caseins was studied. Ten 

strains expressing different levels of the cell envelope protease, PrtS, were incubated with s1-

,s2- or -casein. Number and type of peptides released were strain-dependent. Peptides known 

as bioactive peptides were detected: 13 peptides were generated from -casein, 5 peptides from 

s2-casein and 2 peptides from s1-casein. The use of this bacterium for the production of such 

peptides in the food products requires the least internalization of these peptides by this bacterium. 

We were interested in knowing the peptide transport system present in the species S. 

thermophilus. A collection of 22 strains of S. thermophilus was chosen to study the genetic 

variability of peptide transport systems present within the species. First of all, we evaluated the 

phylogenetic proximity between selected strains by MLST, and then the genetic variability of the 

transport system of oligopeptides Ami and di- and tripeptides transporter, DtpT were studied in 

this collection. A cluster consisting of four genes, annotated as ABC transporter of peptides and 

nickel was detected in the genome of strain LMD-9, and called Ots. It is present in 9 of 22 strains 

of S. thermophilus and is transcribed throughout the growth in M17 medium. The Ots system 

seems to be involved in the internalization of smaller sized peptides. 

 

Keywords: Streptococcus thermophilus, peptide transport system, cluster ots, horizontal 

transfer, MLST. 
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