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Corrélation des variations morphologiques de
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus CNRZ 368
avec la prise du glucose
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— Corrélation des variations morphologiques deStreptococcus salivarius subsp. thermophilus CNRZ -
368 avec la prise du glucose

La présente étude a porté sur la détermination du taix de prise du glucose chez trois variants morphologiques de
la souche CNRZ 368 deStrepiococcus salivariussubsp. thermophilus CNRZ 368, en fonction du glucide de culture
et du temps d’incubation en présence du glucose marqué au*C. Ceci a permis de mettre en évidence une variabilité
de la prise du glucose en fonction a la fois de la source d’énergie préalable et du variant. Par contre, les résultats
deleffet de 'action des inhibiteurs et les compétiteurs métaboliques du glucose démontrent que le systéme de prise
du glucose n’est pas en relation avec le type du variant. Il s'agit d’'un systeme actif de type phosphoénolpyruvate
phosphotransférase PEP-PTS.
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~Correlation between morphological variability inStreptococcus salivarius subsp. thermophilus—
CNRZ 368 and glucose uptake

The present study examines the effect of the source energy and the time of incubation on glucosé‘C uptake by
different variants of species CNRZ 368 ofStreptococcus salivariussubsp. thermophilus. Evidence variability has
been observed with glucose uptake, energy source and different variants. No correlation was obtained by studies
with energy poisons and competitor uptake between its system uptake and the morphological variants. The glucose
was taken by phosphoenolpyruvate phosphotransferase (PEP-PTS) system.
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INTRODUCTION

Le passage d’un substrat a travers la membrane
cellulaire est une condition nécessaire pour son
métabolisme. De nombreuses auxotrophies sont
dues a des déficiences des mécanismes de
transport. Les mécanismes mis en jeu sont
complexes et variables. Les phénoménes impliqués
dans le transport, en particulier énergétique, sont
mal élucidés. La clarification des mécanismes de
transport chez différents genres bactériens a
occupé, dans les années récentes, une place
importante (Driessenet al ., 1987 ; 1989 ; Poolman
et al., 1987 ; Konings et al., 1989). Le transport du
lactose chez les lactocoques est, en général, assuré
par le systéme phosphotransférase phospho-
énolpyruvate dépendant (PEP-PTS) (Mc Kayet al.,
1969 ; Thomas et ¢l., 1980 ; Benthin et al., 1993).

Contrairement aux lactocoques, les données
bibliographiques concernant le métabolisme et le
transport du lactose par Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus sont peu nombreuses et
contradictoires. Hemmeet al. (1980) par la mise en
évidence d’'une phosphoB3-galactosidase et d'une 3-
galactosidase chez S. salivarius subsp.
thermophilus ont suggéré que la prise du lactose
chez cette espéce fait intervenir deux types de
systémes : un type perméasique et l'autre type
PEP-PTS. Tinson et al. (1982) et Greenberg &
Mahoney (1982) n'ont pas retrouvé d’activité
phosphof-galactosidase chez S. salivarius subsp.
thermophilus et ont suggéré que le transport du
diholoside ne fait intervenir qu'un seul systeme de
type perméasique. Tinson et al. (1982) assimilent
Pactivité phosphol-galactosidase suggérée par
Hemme et al. (1980) a une activité phosphatasique.
Meziane et al. (1997a) ont adopté une autre
stratégie pour ’étude de la perméation du lactose
chez des variants morphologiques de la souche
CNRZ 368 de S. salivarius subsp. thermophilus .

Cette méthode a portée sur I'inhibition sélective
des systémes qui peuvent intervenir dans le
transport du lactose. On a aboutit a la méme
conclusion que Poolmanet al. (1989 ; 1990), qui ont
étudiéle genelac S dutransport dulactose chezS.
salivarius subsp. thermophilus A147, concernant
le mécanisme de transport du diholoside chez ce
micro-organisme.

Si le métabolisme du lactose chez S. salivarius
subsp. thermophilus a été peu étudié, celui du
glucose 'a été encore moins. Une faible activité
PEP-PTS pour le transport de cet ose a été mise en

évidence chez la souche CNRZ 302 deS. salivarius
subsp. thermophilus (Benateya et «al., 1986).
Tinsonet al. (1982) ont observé une inhibition de la
synthese de la B-galactosidase quand le glucose est
additionné a des cellules de S. salivarius subsp.
thermophilus en culture sur milieu lactosé. Par
contre, Hemme et al. (1980) ont suggéré que le
glucose entraine une syntheése accrue des enzymes
métabolisant le lactose. De méme, Poolmanet al.
(1989) ont montré que la présence du glucose chez
des cellules d’E. coli transformées par le géne
responsable du transport du lactose chezS.
salivarius subsp. thermophilus, stimule laprise du
diholoside. Meziane et al. (1997a) ont montré
qu’une culture préalable sur milieu glucosé stimule
la prise du lactose.

Dans ce travail, on se propose de vérifier I'existence
d’une corrélation entre la morphologie cellulaire de
trois variants de la souche CNRZ 368 de S.
salivarius subsp. thermophilus et le systéme de
prise du glucose cu son catabolisme, d'une part, et
d’élucider le potentiel énergétique de la prise du
glucose chez les trois variants, d’autre part.

MATERIEL & METHODES
* Souches

Trois variants morphologiques ont été isolés a

partir de S. salivarius subsp. thermophilus CNRZ

368 (Pebay et al., 1987 ; Meziane et al., 1997b).

-le variant D12 présente des colonies
transparentes a bord irrégulier. Les cellules de ce
variant sont sous forme de batonnets a bords
pointus ;

- le variant OM présente des colonies a centre
opaque et a bord transparent. Les cellules de ce
variant se présentent sous forme de chaines,
chaque élément a la forme d’'une sphére ovoide ;

- le variant D31 montre des colonies circulaires
d’opacité constante, les cellules de ce variant
ressemblent a celles de D31 avec des chaines
beaucoup plus longues.

e Culture

Les cultures sont réalisées dans le milieu TPPY
liquide composé de 7 g de tryptose (T), 7 g de
protéose peptone (PP), 2 g d’extrait de levure (Y),
20 g de lactose ou de glucose, 1 litre d’eau distillée
(Bracquart, 1981). La culture est inoculée avec 1%
d’une préculure d’une nuit dans le lait reconstitué
a 10% incubée a 42°C.
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* Prise du glucose

Le glucose marqué au “C a ét6 aimablement fourni
par Amersham (Angleterre). La radioactivité du
glucose a été de 2,06 Bg.mmol". Les dilutions ont
étéréalisées a 0,2 mM dans des solutions aqueuses
de glucose non marqué. Pour la détermination des
constantes de Michaelis, une gamme de
concentration comprise entre 0,02 et 0,3 mM a été
effectuée.

Pour l'essai de prise du glucose, la croissance est
arrétée au cours de la phase exponentielle, les
cellules sont centrifugées a 5000g a4 4°C puis lavées
deux fois avec un tampon Tris-H,SO, 50 mM, pH 7.
Le culot est remis en suspension dans un volume de
tampon a une concentration finale de 1 mg de
cellules (poids sec) par ml. 1 ml de suspension
cellulaire est mélangée a 100 pl de tampon Tris-
H,S0, 50 mM, pH 7, et incubé a 42°C pendant 10
min. Laréaction démarre dés’addition de 100 ulde
la solution du glucose marqué. Apres I'incubation,
400 pl du milieu réactionnel sont prélevées et
filtrées sur filtre Millipore, de porosité 0,45 ym. Le
filtre est lavé deux fois rapidement avec 5 ml de
tampon Tris-H,SO, 50 mM, pH 7, séché
sommairement et mis dans une fiole & compter. Un
volume de 10 ml de liquide & scintillation ACS
(Aquous Counting Scintillant Amersham) est
ajouté.

Pour chaque essai, une aliquot de 400 ul du milieu
réactionnel est prélevé pour déterminer la quantité
_ exacte de radioactivité présente initialement. Le
comptage est effectué deux fois pendant 5 min.
dans un compteur a Scintillation (BEMATIC V,
Kontron). La quantité de glucose absorbé est
déterminée par le nombre de coups par minute
rapporté a la quantité de radioactivité totale.

* Activité PEP-PTS

La méthode de Kornberg & Reeves (1972) modifiée
par Vadeboncoeur & Trahan (1982) est utilisée. La
culture cellulaire est arrétée au cours dela phasede
croissance exponentielle et centrifugée a 5000 g
pendant 5 min & 4 °C.

Le culot estlavé deux fois avec le tampon phosphate
de potassium 50 mM, pH7 contenant 5 mM de 2
mercaptoéthanol et conservé par congélation a -
20°C pour un dosage ultérieur. Apres
décongélation, les cellules sont diluées (0,2 g de
poids sec/ml) dans le tampon phosphate de sodium
25 mM, pH7 puis traitées au toluéne (0,05 % V/V);
la suspension cellulaire est incubée 20 min 4 42°C.

~ chlorohexidine.

Le dosage enzymatique est réalisé avec 100 ul de
suspension cellulaire dans le milieu réactionnel
suivant :: NADH (SERVA) 0,56 mM ; tampon
phosphate de sodium 50 mM pH 7 ; PEP (SERVA)
2mM ; NaF 10 mM ; 2 mercaptoéthanl 5 mM et 3
unités de lactate déshydrogénase (SERVA).

La réaction démarre par addition de glucose
(concentration finale 5 mM) et la vitesse
d’oxydation du NADH a 340 nm est enregistrée
pendant 10 min a 42 °C a T'aide d'un spectro-
photométre Kontron.

* Compétiteurs métaboliques

Les 100 pl du tampon du milieu réactionnel, lors de
de la prise du glucose, sont remplacés par 100 ul de
compétiteur. Ce dernier est ajouté en méme temps
que le glucose marqué au o)

* Inhibiteurs métaboliques

Pour comprendre le processus énergétique qui
intervient dans le transport du glucose, on a utilisé
trois catégories d’inhibiteurs métaboliques:

- Ionophores : substances qui dissipent le potentiel
éléctrochimique membranaire et provoquent un
découplage du mouvement ionique des protons et
du glucide (Kashket & Wilson, 1972; 1973). Les
ionophores utilisés dans ce travail, le
carbonylcyanide-m-chlorophénylhydrazone
(CCCP) qui transporte les protons (Cecchini &
Koch, 1975) et le 2,4-dinitrophénol (DNP).

- Inhibiteurs de la glycolyse : 'acide iodoacétique
(IAA) est bien connu pour son action inhibitrice
spécifique de la glycéraldéhyde déshydrogénase
(EC.1.2.1.1.2), enzyme catalysant la
phosphorylation du 3-phosphoglycéraldéhyde en
1,3-diphosphoglycérate (Thompson, 1978).
L’inhibition de cette voie entraine un déclin de la
concentration intracellulaire en ATP. D’autre
part, le fluorure de sodium, inhibiteur spécifique
de I’énolase (Cimazoni, 1972 ; Belliet al., 1995),
bloque la synthése du phosphoénolpyruvate
(PEP) a partir du 2-phosphoglycérate.

- Inhibiteurs de ’ATPase membranaire : le N,N’-
dicyclohexyl carbodiimide (DCCD) et la

L’inhibiteur métabolique est ajouté 5 min. avant
Pajout du glucose radioactif. Les 100 ul du tampon
du milieu réactionnel lors de lessai de prise du
glucose sont remplacés par 100 pl d’inhibiteur
métabolique. ‘
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RESULTATS

* Relation de la prise du glucose avec le type
du variant

Une variabilité assez importante entre les trois
variants pour la prise du glucose est notée (Figure
1). On observe un maximum de prise du glucose
quand les cellules sont préalablement cultivées sur
cet ose qui est de 0,85 pmol par mg de poids sec pour
OM ; 1,76 pour D12 et 2,30 pour D31. La prise du
glucose est aussi en relation avec le glucide du
milieu de culture.

En effet, les cellules prélablement cultivées sur
milieu glucosé montrent une prise de cet ose plus
forte que celles provenant du milieu lactosé. Les
variants OM et D12 ont une prise du glucose 1,5 et
1,9 fois plus elevée respectivement. Cette
stimulation est nettement plus marquée chez D31
ou la prise du glucide est 6,4 fois plus elevée que
quand les cellules de ce variant proviennent du
milieulactosé. Les cellules préalablement cultivées
en présence du glucose utilisent ce glucide avec une
vitesse plus rapide que celles qui proviennent du
milieu lactosé (Figure 1).

* Cinétique de la prise du glucose

Du fait de la faible prise du glucose chez les cellules
recueillies &4 partir du milieu lactosé, les
parametres cinétiques de la prise de glucose ne
sont déterminés que chez les cellules
préalablement cultivées en présence de cet ose.

La représentation de Lineweaver et Burk (Figure
2) montre que le systéme de prise du glucose chez
les trois variants a les caractéristiques d™une
cinétique michaelienne et permet de déterminerles
constantes Kt et Vmax (Tableau 1).

La vitesse maximale de prise du glucose chez les
trois variants est pratiquement la méme et ne
dépend pas du type de variant, contrairement a la
constante d’affinité Kt qui en dépend.

En effet, le variant OM a une constante d’affinité
pour cet ose 7 fois supérieure a celle de D31 et D12.

Cette constatation expliquerait au moins en partie
pourquoi ce variant est moins actif pour le
métabolisme de ce substrat (Mezianeet al., 1997 b).
Les trois variants de la souche CNRZ 368 de S.
Salivarius subsp. thermophilus semblent avoir

nmol de glucose pris par mg de poids sec cellulaire

D31

Temps (min)

Figure 1. Prise du glucose en fonction du temps et
du glucide de culture
: culture sur lactose ; +

. O culture sur glucose

chacun un seul systéme de transport du glucose .
(coefficient de corrélation supérieur ou égal 4 0,98);
cependant il reste a vérifier s’ils font intervenir le
méme systéme de prise de cet ose.
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1/V en (min/ nmoles. mg de poids sec)

oM y=0,774+0,115x R=1,00
D31

y = 0,627 + 0,038x R=10,99

D12 y=0,647 +0,029x R=0,96

] 1 | 1 | 1 1 ) |

1/S en mM-1

Figure 2. Cinétique de prise du glucose a 1 minute parles variants OM), D31(+) et D12(*) deS. salivarius
subsp. thermophilus CNRZ 368. Culture préalable sur TPPY glucosé

Tableau 1. Parametres cinétiques de prise du
glucose chez les variants OM, D31 et
D12 de S. salivarius subsp.
thermophilus préalablement cultivés
sur milieu TPPY glucosé

............. Variants ...............
Parametres oM D31 D12
K, 140 20 20
Vnax 1,29 1,59 1,54
(K, exprimée en pM et V. en nmol de glucose pris par minute

et par mg de poids sec cellulaire)
* Action des inhibiteurs

Afin de comprendre le processus énergétique qui
intervient dans le transport du glucose, on a utilisé
quatre catégories d’inhibiteurs métaboliques
classés selon leur cible d’action :

- Ionophores (CCCP,DNP): dans ce cas, la présence
du carbonylcyanide-m-chlorophénylhydrazone
(CCCP)oudu2,4-dinitrophénol (DNP) n’interfere
en rien sur la prise du glucose chez les variants
OM, D31 et D12 (Tableau 2).

- Inhibiteurs de la glycolyse (IAA, NaF) : une faible
action inhibitrice de l'acide iodoacétique est

observée. Elle est de 5% pour OM, 8% pour D31 et
12% pour D12. D’autre part, le fluorure de sodium
montre une forte action inhibitrice de la prise du
glucose. Elle est de 47% chez le variant OM, 28%
chez D31 et 22% chez D12 (Tableau 2).

Tableau 2. Pourcentage de I'activité résiduelle de
prise du glucose en présence
d’inhibiteurs métaboliques pour les
variants OM, D31 et D12 deS. salivarius
subsp. thermophilus
(Culture préalable sur TPPY glucosé ;
Temps de prise 5 min)

Activité résiduelle (%)

Inhibiteurs Concentration OM D31 D12
(mM)
DNP' 0,9 105 103 107
CCCP’ 1 100 98 104
IAA® 1 95 92 88
NaF* 10 53 72 78
Chlorohexidine 0,24 102 98 104
pcep’ 0,002 99 96 97

1= 2,4 dinitriphénol ; 2= carbonyl-m-chlorophénylhydrazone ;
3=acide iodoacétique ; 4=fluorure de sodium ; 5=N,N’-
dicyclohexylcarbodiimide
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- Inhibiteurs de ’ATPase membranaire (DCCD):le
N,N’-dicyclohexyl carbodiimide (DCCD) et la
chlorohexidine n’ont pas eu d’action inhibitrice
sur la prise du glucose chez les trois variants
morphologiques de la souche CNRZ 368 de S.
salivarius subsp. thermophilus ;’ATPase n’est
pas donc exigée pour le transport du glucose chez
ces variants.

* Activité PEP-PTS

Chezles trois variants de la souche CNRZ 368 deS.
salivarius subsp. thermophilus, une activité
phosphoénolpyruvate phosphotransférase (PEP-
PTS) glucose dépendant est détectée (Tableau 3).
On note que P'activité glucose PEP-PTS ne varie pas
en fonction du variant étudié et semble étre
indépendante du glucide de culture.

Tableau 3. Activité PEP-PTS exprimée en pmolde
NADH oxydées par min par mmol de
substrat et par mg de poids sec
cellulaire

................. Variants.................
Glucide de culture OM D31 D12
Glucose 14,2 19,4 15,3
Lactose 12,2 15,1 14,1

¢ Action des compétiteurs métaboliques

On a étudié l'effet de 'o-méthylglucoside (aMQ) et
du 2-désoxyglucose (2-DG) sur la prise du glucose
chez OM, D31 et D12. Ces composés n'ont pas
d’effet sur la prise de cet ose (Tableau 4).

Tableau 4. Résultats de deux essais de prise du
glucose en présence de compétiteurs a
2mM parles variants OM,D31etD12de
S. salivarius subsp. thermophilus

CNRZ 368
......... eeeeen Variants
Compétiteurs  ----- OM----- ----D31---- ---D12---
oMG (%) 95 89 106 114 98 89
2DG (%) 114 110 108 116 99 91
DISCUSSION

Les voies du métabolisme des glucides par les
bactéries lactiques sont connues depuis longtemps.
Le mécanisme de transport des différents glucides
a étéidentifié apres (Masonetal., 1981 ; Thompson
& Torchia, 1984 ; Lohmeier-vogel et al., 1986 ;.
Fordyce et al., 1984 ; Sutton & Marquis, 1987).

Dans un transport actif, les glucides sont
accumulés al'intérieur de la cellule sous forme libre
et séquentiellement phosphorylés par une kinase
ATP dépendante ou sont phosphorylés
simultanément par le biais du systéme
phosphoénolpyruvate phosphotransférase (PEP-
PTS). Dans ce dernier cas, le PEP fournit le lien
décisif entre le transport et la production d’énergie
par les réactions PTS. Chez les trois variants de la
souche CNRZ 368 de S. salivarius subsp.
thermophilus, une inhibition de la synthése du
phosphoénolpyruvate a partir du 2-
phosphoglycérate se traduit par une forte déplétion
du taux de glucose pris par la cellule. De méme, On
apuconstater chezlestrois variants étudiés que la
prise du glucose n’est pas affectée méme si les
cellules ne disposent pas d’ATP intracellulaire
produit a partir du catabolisme du glucide
transporté. Par ailleurs, la présence dionophores
n’interfere pas avec la prise du glucose. Ceci signifie
que la force motrice protonique n’intervient pas
dans la prise de cet ose. En conséquence,
Pinhibition sélective des systémes énergétiques
chez les variants OM, D31 et D12 conduit a
supposer que la prise du glucose fait intervenir
principalement un systéme PEP-PTS. Ce résultat
corrobore la mise en évidence d’'un tel systéme par
le dosage enzymatique.

Le systéeme PEP-PTS chez L. lactis joue un role
physiologique trés important. En effet, le controdle
fin du PEP est capital. Sile PEP devait entiérement
étre utilisé par la pyruvate kinase pour participer
a la syntheése de PATP, alors le transport des
glucides a travers le systéme PTS cesserait. De
plus, I'utilisation incontréolée de PEP parle systéeme
PTS pourrait entrainer 'accumulation de hauts
niveaux de glucides phosphorylés partiellement
toxiques qui ne pourraient pas étre métabolisés
ultérieurement a cause de la limitation d’ATP
(Kashket, 1981 ; Konings & Otto, 1983).

I/étude des parameétres cinétiques de la prise du
glucose laisse supposer que les trois variants de la
souche CNRZ 368 de S. salivarius subsp.
thermophilus nefont intervenir qu'un seul systéme
pour la prise de cet ose. Cependant, pour s’assurer
de l'inexistence d’un phénomeéne de diffusion
facilitée, le meilleur moyen est de disposer d’abord
de mutants des trois variants ayant perdu une
protéine du systéme PEP-PTS (Enzyme EI ou
protéine HPr commune du systéme PEP-PTS ou
Penzyme EIl oule facteur FIII spécifique au glucose
chez E. coli (Simoniet al.,1967)). Puis, en présence
d’inhibiteurs de la premiére enzyme intervenant
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dans le catabolisme du glucose (hexokinase), si un
tel systéme de diffusion facilitée existe on devrait
mettre en évidence du glucose marqué a l'intérieur
de la cellule.

Si les trois variants font intervenir un systéme
similaire pour la prise du glucose, la constante
d’affinité pour cet ose dépendra du type de variant.
En effet, le variant D12 et D31 ont plus d’affinité
pour le glucose que le variant OM. Par conséquent,
les différences entre OM, D31 et D12 pour la prise
du glucose sont en corrélation avec des phénomeénes
de compétitivité au niveau du systéeme de transport
de cet ose (Weil et al., 1990). Cette différence qui
g’exerce au niveau dela modulation de ’affinité des
protéines du systéme PTS nous ameéne a émettre
I’hypothése que les trois variants de la souche
CNRZ 368 de S. salivarius subsp. thermophilus
ont une différence dans la régulation du
catabolisme du glucose. Cette différence aurait
pour conséquence une variabilité dans les
concentrations d’intermédiaires métaboliques
entre les trois variants. Ceux-ci augmenteraient la
constante d’affinité du systéme PTS pour le varaint
OM par rapport a D31 et D12,

En définitive, nos résultats montrent que les deux
analogues du glucose non métabolisables, le 2-DG
et 'oMG, n'ont pas d'action sur la prise du
glucose.Auparavant, Vadeboncoeur & Trahan
(1982) ont isolé un mutant spontané de S.
salivarius ATCC 25975 déficient en systéme PEP-
PTS spécifique a la fois pour la prise du glucose et
du 2-désoxyglucose (2-DG). En plus, les mémes
auteurs ont mis en évidence un systéme PEP-PTS
spécifique au glucose et a l'a-méthylglucoside
(aMG) treés actif chez la souche sauvage et le
mutant spontané. Du fait du rapprochement deS.
salivarius et de S. salivarius subsp. thermophilus
(Farrow & Collins, 1984) on a étudié l'effet de ces
composés sur la prise du glucose. Le résultat
obtenu permet de supposer que contrairement aS.
salivarius, les variants de la souche CNRZ 368 de
S. salivarius subsp. thermophilus n’ont pas de
systeme commun pour la prise du glucose et de
P'aMG ou de glucose et de 2-DG.
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