Actes Inst. Agron. Vet. (Maroc) 1997, Vol. 17 (1) : 27-36 . © Actes Editions, Rabat

Corrélation des variations morphologiques de
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
CNRZ 368 avec la prise du lactose

Mustapha MEZIANE 1%, Anne LAGRANGE 2,
Abdelmajid BELABED 1 & Patrice BRACQUART 2

(Recu le 07/06/1996 ; Accepté le 16/07/1996)

J34$U| ad] daeui g 4.\3.:.\4.!! CUSDAS (s Beuliig L)«U-‘JL’—\JL‘-U S 98 g yiew” whe b ySeadf Jlastioy

5 ByeS Luaal oly Bilee "Guslianli il 5 S S st i LAJm Lol L,aSh Lol s aladl 550 el e
sda 4y ‘wabidgess” wie Ha WAT Bus el e pladlh 1aa (G olalpall el 3 Y) ol S Ll slelbiall
Glasall Baay Jariod) SSeall Lo corm elliy oubiipa,s’ Lodad) JIKET 3 wie 5eaSl AT Lo asasd Gyla Ll ,ull
3 Basall “M\/“"“’ Todal) dueh comnan 55SUN AT L3 Hleh] e LSe (i o) (C14) 0 psmall 58S sal s
A 8MeY 5l GAT s of o s 59 AT penslill 5 53S0 AT Lllady LD Gkl 550 o) oyl
| (ATP) o 53l asiaas lomll g3 G cssmm Bl 13y Lodnl gt

el ?bﬂi”‘ 38T = Laladl = uSSin ie  Aalidt il

- Corrélation des variations morphologiques de Streptococcus salivarius subsp thermophzlus
CNRZ 368 avec la prise du lactose

La présente étude a porte sur la determlnatmn du taux de prise du lactose chez trois variants morphologiques de
lasouche CNRZ 368 de S. salivarius subsp. hermophilus, en fonction du glucide de culture et du temps d'incubation
en présence du diholoside marqué au '#C. Ceci nous a permis de mettre en évidence une variabilité de 1a prise du
lactose en fonction a la fois de la source d'énergie préalable et du variant. Par contre, les résultats de l'effet de
l'action des inhibiteurs métaboliques, 1'énergétique de la prise du lactose; et les compétiteurs métaboliques du
diholoside démontrent que le systéme de prise du diholoside n'est pas en relation avec la morphologie des variants.
Il s'agit d'un systeéme actif de type perméase dont I'énergie est fournie par 1ATP
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r Sugérs metabolism by Stréptococcus salivarius subsp. thermophilus CNRZ 368

The present study examines the influence of the energy source and time incubation of diholoside *C uptake by
different variants of species CNRZ 368 of S. salivarius subsp. thermophilus. Evidence variability has been observed
with lactose uptake, energy source-and different variants. No correlation was obtdined by studies with energy-
poisons, energetic and competitor uptake lactose between its system uptake and the morphological variants. The
lactose is taken by the permease system which requires energy by ATP.
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INTRODUCTION

L utilisation de substrat par les micro-organismes
implique Pexistence de systemes de transport
membranaire et de dégradation. Or, la majorité des
systemes de transport membranaire ont été
étudiés chez les lactocoques (Bisset & Anderson,
1974 ; Mc kay et al., 1969 ; 1970 ; Thomas et al.,
1980 ; Thompson & Thomas, 1977 ; Thompson,
1978 ; Thompson et al., 1978 ; Thompson, 1979 ;
1980 ; Benthin et al., 1993). Le transport du lactose
atravers les membranes des bactéries de ce groupe
est, en général, assuré par le systéme
phosphotransférase phosphoénol-pyruvate
dépendant (PEP-PTS)(Mckayetal., 1969 ; Thomas
et al., 1980 ; Benthin et al., 1993). Contrairement
aux lactocoques, les données bibliographiques
concernant le métabolisme et le transport du
lactose par S. salivarius subsp. thermophilus sont
peu nombreuses et contradictoires. Hemme et al.
(1980), lors d’'une étude sur le métabolisme du
lactose par 10 souches de S. salivarius subsp.
thermpophilus , ont noté la présence d’une
B-ga%;)sidase et d’'une phospho-B-galactosidase
chez 'ensemble des bactéries étudiées. Ces auteurs
ont alors suggéré l'existence de deux systémes de
prise du lactose chez ces micro-organismes, un
systéme de type perméase et un de type PEP-PTS.
Tinson et al. (1982) et Greenberg & Mahoney
(1982), quant a eux, n'ont pas retrouvé d’activité
phospho-B-galactosidase chez S. salivarius subsp.
thermophilus et ont suggéré que le transport du
diholoside fait intervenir un systéme de type
perméase. Tinson et al., (1982) assimilent Pactivité
phospho-B-galactosidase suggérée par Hemme et
al. (1980) a une activité phosphatasique.
Ultérieurement, une phosphatase acide a été mise
en évidence chez plusieurs souches de S. salivarius
subsp. thermophilus (Larsen & Parada, 1988). Par
ailleurs, le géne codant pour la synthése de la 8-
galactosidase chez S. salivarius subsp.
thermophilus ATCC 19258 a été cloné chez E. coli
JM 108 (Herman & Mc Kay, 1986).

La mise en évidence d’une activité PTS pour le
transport du lactose chez ces micro-organismes par
la présence de lenzyme P-B-gal hydrolysant le
produit intracellulaire Lactose-6-P n’est pas la
meilleure méthode. Une telle approche suppose
que la présence d’'une P-8-gal est une condition
nécessaire et suffisante pour un systéme de type
PEP -PTS. D’autres stratégies ont été mises en
ceuvre pour élucider les mécanismes de transport

du lactose chez S. salivarius subsp. thermophilus.
Poolman et al. (1989 ; 1990) et Mercenier &
Lemoine (1990) ont étudié le géne lac S du
transport du lactose chez S. salivarius subsp.
thermophilus A 147. Auparavant, une autre
stratégie a été adoptée par Benateya et al. (1986)
pour l'étude de la perméation du lactose chez
S. salivarius subsp. thermophilus CNRZ 302. Cette
méthode a porté sur l'inhibition sélective des
systémes peuvant intervenir dans le transport du
lactose. Ces derniers auteurs avaient abouti a la
méme conclusion que Poolman et al. (1989)
concernant le mécanisme de transport du lactose
chez ce micro-organisme. ’

Dans ce travail, on se propose de vérifier '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 lactose ou son catabolisme, d'une part, et
d’élucider le potentiel énergétique de la prise du
diholoside chez les trois variants, d'aute part.

MATERIEL & METHODES

e Souches

Trois variants morphologiques ont été isolés a

partir de S. salivarius subsp. thermophilus
CNRZ 368 (Pebay et al., 1987) :

-le wvariant D12 présente des
transparentes a bord irrégulier ;

-le variant D31 montre des colonies circulaires
d’opacité constante ;

-le variant OM présente des colonies
opaque et a bord transparent.

colonies

N

a centre

s Culture

Les cultures sont réalisées dans le milieu TPPY
liquide composé de 7g de tryptose (T), 7g protéose
peptone (PP), 2g d’extrait de levure (Y), 20g de
lactose ou de glucose 1 litre d’eau distillée
(Bracquart, 1981). La culture est inoculée avec 1%
d’une préculture d’'une nuit dans le lait reconstitué
a 10% incubée 4 42°C. .

¢ Prise du lactose

Le lactose (marqué au * C en position 1 du
D-glucose) a été aimablement fourni par
Amersham (Angleterre). La radioactivité du
lactose était de 2,11 Bq.mmoll. Les dilutions ont
été réalisées a 0,2 mM dans des solutions aqueuses
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des glucides correspondants non marqués. Pour la
détermination des constantes de Michaelis, une
gamme de concentration comprise entre 0,02 et 0,3
mM a été effectuée. Pour Pessai de prise du lactose,
apres arrét delacroissance de la culture au cours de
la phase exponentielle (DO = 0,4), les cellules sont
centrifugées a 5000 g 4 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
aune concentration finale de 1 mg de cellules (poids
sec) par ml. On mélange 1 ml de suspension
cellulaire et 100 ul de tampon Tris-H,SO, 50 mM,
pH 7, puis on incube a 42 °C pendant 10 min. La
réaction démarre deés Yaddition de 100ul de la
solution du lactose marqué. Apres l'incubation
désirée, 400 pl du milieu réactionnel sont prélevées
et filtrées sur filtre Millipore, de porosité 0,45 pm.
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 4 compter. Un
volume de 10 ml de liquide a scintillation A.C.S
(Aquous Counting Scintillant Amersham) est
ajouté. Pour chaque essai, une aliquote de 400 ul du
milieu réactionnel est prélevée pour déterminer la
quantité exacte de radioactivité présente
initialement. Le comptage est effectué deux fois
pendant 5 minutes dans un compteur a
Scintillation (Bematic, Kontron). La quantité de
lactose absorbé est déterminée par le nombre de
coups par minute rapporté a la quantité de
radioactivité totale.

* Compétiteurs métaboliques

Les 100 ul du tampon du milieu réactionnel, lors de
Pessai de prise dulactose, sont remplacés par 100l
de compétiteur. Ce dernier est ajouté en méme
temps que le lactose marqué au 4C.

* Inhibiteurs métaboliques

L’inhibiteur métabolique est ajouté 5 min avant
Pajout du lactose radioactif. Les 100 pl du tampon
du milieu réactionnel lors de l'essai de prise du
lactose sont remplacés par 100 pl d’ihibiteur
métabolique.

¢ Dosage de PATP

Pour Pextraction de PATP, 100 ul de suspension
cellulaire ont été mélangés 4 900 ul de DMSO (19,9
M,20°C) 4 90% dans le tampon acide morpholino-
propane sulfonique (MOPS) 10 mM (pH 7,4). Apres

agitation au vortex pendant 15 s et repos de 5 min
dans la glace, le mélange est additionné de 4 ml de
tampon MOPS. Les extraits ainsi obtenus peuvent
étre congelés a -23°C pour un dosage ultérieur.

Pour le dosage on mélange dans une cuvette LKB
en polystyréne 350 pl de tampon Tris-acétate 0,1
mM pH 7,75 contenant 3 mM dI’EDTA a 50 pl de
Iéchantillon. Apres agitation douce & la main, on
insere la cuvette dans le bioluminometre (LKB,
1250 display). Un dispositif de micropipetage
automatique injecte 100 ul du mélange luciférine
luciférase (ATP monitoring reagent, LKB) au
contenu de la cuvette.

L’emission de la lumiere est intégrée pendant 10's,
elle est mesurée 4 son maximum évitant ainsi
Iinterférence des autres nucléotides (Prydz et
Froholm, 1964 ; Pradet, 1967). Pour quantifier la
concentration en ATP, une courbe d’étalonnage de
I’Unité Relative de Luminescence (URL) en
fonction de la concentration en ATP pur (LKB) est

établie dans des conditions identiques.
RESULTATS

* Relation de la prise du lactose avec la
nature du variant et du glucide de culture

Une variabilité assez importante entre les trois
variants pour la prise du diholoside est notée
(Figure 1). Les cellules préalablement cultivées sur
milien glucosé sont plus actives que celles
provenant du milieu lactosé. On observe un
maximum de prise a 5 min d’incubation pour les
trois variants quand ils sont préalablement
cultivés sur milieu glucosé puis une chute rapide au
dela. Le variant OM a une prise maximale de 10,8
nmol delactose accumulé & Pintérieur de la bactérie
par mg de poids sec cellulaire, soit trois fois plus que
D12 et deux fois plus que D31. Quand les cellules
sont préalablement cultivées en présence de
lactose, le maximum de prise du diholoside est
observé apres 3 min d’incubation. Pour les variants
OM et D12, ce maximum ne dépasse pas les taux
respectifs du tiers et de la moitié de leurs prises
quandils proviennent du milieu glucosé. Le variant
D31 atteint son maximum de prise du lactose
marqué aprés 5 min d’incubation puis chute
légérement. Cependant, ce maximum ne dépasse
pas 1 nmol de diholoside absorbé par mg de poids
sec cellulaire, soit le cinquieme de celui des cellules
préalablement cultivées en présence de glucose.
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¢ Cinétique de la prise du lactose

Lareprésentation deLineweaver & Burk (Figure 2)
montre que le systéme de prise du lactose chez les
trois variants a les caractéristiques d’une cinétique
Michaelienne et permet de déterminer les
constantes Kt et Vmax ( Tableau 1)

Tableau. 1. Parametres c1net1ques de -prise du
lactose chez les variants. OM, D31 et
D12préalablement cultivés sur milieu
TPPY contenant du glucose ou du

" lactose comme source d’énergie
(K, exprimée en uM, et Vmax eén nmol de
- lactose pris par min et par mg de p01ds sec

I/V (min/nmol.mg de poids sec)

cellulaire) Culture sur TPPY glu(fie
- 4 v — v

’ Glucide de culture '/ = — T Y.

Variant ... Lactose...civie. e Glucose.......; -35 -15 5 25 45
& ) : ’ T . 1/S en mM-1
Parametes\ OM D31 D12 OM . D31 D12 - ; , , .~ _

«  w m @ m g o Vel Cindliduedoprise duluctosed minpor
Vmax - 056 024 . 032 72 - 48 24 us SP:

thermophilus CNRZ 368




Meziane et al. : Variants de Streptococcus salivarius

Actes Inst. Agron.Vet. (Maroc) 1997,Vol. 17(1) 31

L’affinité des trois variants de la souche CNRZ 368
de S. salivarius subsp. thermophilus ne dépend ni
du glucide de culture ni du type de variant. Par
contre, la vitesse maximale de prise du diholoside
dépend du type de variant et du glucide de culture.
En effet, par rapport a la culture en milieu lactosé,
la vitesse maximale est plus importante quand les
cellules sont recueillies & partir du milieu glucosé.
Le variant OM a une vitesse maximale presque
deux fois plus que celles des variants D31 et D12
quelque soit le glucide de culture. Les vitesses
maximales de prise dulactose chezles variants D31
et. D12 sont comparables quand les cellules
proviennent du milieu lactosé. Par contre, la prise
est plus active pour OM quand ces bactéries sont
récoltées a partir du milieu contenant le glucose
comme source de carbone :

¢ Action des inhibiteurs

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

Ionophores : ce sont des substances qui dissipent
le potentiel électrochimique membranaire et
provoquent un découplage du mouvement ionique
des protons et du glucide (Kashket & Wilson, 1972;

1973). Parmi les ionophores utilisés dans ce travail:

* La valinomycine . Il s’agit d’'un antibiotique
. produit . par Streptomyces fulvissimus ayant une
. capacité de transport de potassium 10 fois plus

grande que le sodium (Nicholls, 1982). La forte
¢ perméation aux ions potassium intracellulaires
" qui sont alors excrétés dans le milieu de culture
entraine une entrée massive de protons H* ; ceci
- se traduit par une accumulation de protons a
‘ Pintérieur delacellule réduisant ainsile gradient

“de potentiel électrochimique a travers la

" membrane cellulaire (Kashket & Wilson, 1973).
Dans notre cas, cette substance a une action
fortement inhibitrice sur la prise du diholoside
(Tableau 2). Dans tous les cas, les effets ont été

identiques pour les trois variants, avec. des

valeurs d’inhibition similaires. .

Le: carbonylcyanide-m-chlorophénylhydrazone
(CCCP) qui transporte les protons (Cecchini &
Koch, 1975) et le 2,4-dinitrophénol (DNP) ont une
forte action inhibitrice sur la prise du diholoside
chez les trois variants.

%

Inhlblteurs de la glycolyse L’acide 10d0acet1que
(IAA) est bien connu pour son actlon inhibitrice
spécifique de la~ phosphoglyceraldehyde

déshydrogénase (EC.1.2.1.12), 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. Une forte
action inhibitrice de I’acide iodoacétique est
observée. Elle est de 70% pour le variant OM, 75%
pour D31 et 65% pour D12. IX¥autre part, le fluorure
de sodium, inhibiteur spécifique de 1’énolase
(Cimazoni, 1972 ; Belli et al., 1995) bloque la
synthése du phosphoénolpyruvate (PEP) & partir
du 2-phosphoglycérate. On n’observe aucune
inhibition de la prise du lactose par le fluorure.de
sodium chez les trois variants de la souche CNRZ
368 de S. salivarius subsp. thermophilus.

Inhibiteurs de PATPase membranaire. Les
résultats obtenus en présence de la chlorohexidine
et N,N’-dicyclohexyl carbodiimide (DCCD)
montrent une inhibition ; TATP ase est donc exigée
pour le transport actif du lactose chez S. salwarzus
subsp. thermophzlus '

Inhibiteurs de la cytochrome oxydase chez E.
coli . L’azoture de sodium (NaNj) et le cyanure de
potassium (KCN) sont responsables de cette
inhibition chez E. coli (Linnane & Wrigley, 1963).
Ces substances n’ont pas d’action sur le transport
du lactose chez les trois variants ; ceci-.confirme 1la
voie fermentaire du métabolisme du lactose«chez S.
salivarius subsp. thermophilus.

Tableau 2. Pourcentage de P’activité résiduelle de
prise du lactose en présence
d’inhibiteurs métaboliques pour les
variants OM, D31 et D12 deS. salwarzus

" 'stubsp. thermophilus '
-culture préalable sur TPPY lactosé
-Temps de prise 5 min. - '

Activité résiduelle (%)

Inhibiteurs Concenfration (mM) ~ OM D31. Di2
Valinomycine - 0,22 Ch40 32 37
DNP! 09 - 38 40 36
coep? 1 50 52 46
[AA3 ' 1 30 25 35
NaF* ' ’ 10 7102 100 101
Chlorohexidine 024 T30 20 33
DCCD® 0,002 10 12 2
NaNg 03 1007 103 98
KCN? ' 40 .97 101 100

122 4-dinitrophénol ; 2z Carbonylcyamdemchlorophenylhydrazone 8= Amde
lodo-acétique ; 4 = Fluorure de sodium ; & -='N,N-Dicyclohexylcarbodiimide ;

8 = Azoture de sodium ; 7= Cyanure de potassium.
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s Réserve en ATP chez les cellules non
proliférantes

Les trois variants sont incubés en absence de toute
source d’énergie a4 42°C en tampon Tris-HySO,
50 mM, pHY7, apres les avoir cultivés en milieu
TPPY lactosé ou glucosé. Le temps zéro sur la
figure 3 est de 30 min aprés arrét des cultures en
cours de la phase de croissance exponentielle
(durée de préparation des suspensions cellulaires).

Au départ, les taux d’ATP résiduels des variants
OM, D31 et D12 sont respectivement 2.5 ,3.4 et 2.8
fois plus élevés quand ils proviennent du milieu
glucosé que quand ils ont été cultivés en présence
du lactose. L’évolution de ATP résiduel chez les
cellules non proliférantes indique : ‘

- Une dégradation de ’ATP 20 a4 25 min avant une
stabilisation & un niveau plus bas qui differe d’'un
variant a 'autre.

- Que P'addition du lactose (en concentration finale
de 1 mM) aux cellules, aprés 30 min d’incubation
2 42°C sans glucide, induit une génération ’ATP.
Cecine peut étre possible sans une dégradation du
lactose ajouté, donc une prise du diholoside. Aprés
une heure d’arrét de la culture, les cellules non
proliférantes sont encore capables de transporter -
le lactose pour synthétiser 'ATP.

-Les cellules cultivées sur glucoe produisent un
taux I’ATP supérieur a celles provenant du milieu

lactosé (2,7 fois plus pour les variants OM, 3,1 fois -

plus pour les varaints D31 et 5,7 fois plus pourles
variants D12).

» Action des compétiteurs métaboliques

L’étude de la compétition métabolique vis-a-vis du
lactose chez S. salivarius subsp. thermophilus
permet de préciser les glucides ayant au moins un
ou plusieurs systémes de transport. Dans nos
essais, le compétiteur non marqué-est 10 fois plus
concentré que le marqueur radioactif.

Les résultats obtenus sont indiqués dans le
tableau 3. Les glucides étudiés dans le présent
travail peuvent étre classés en deux catégories.

Le premier groupe est constitué des diholosides
qui inhibent fortement la prise du lactose chez les
trois variants. Il s’agit de 'ortho-nitrophényl-3-D-
galactopyranoside (ONPG), du saccharose, du
lactulose et du tréhalose (Tableau 3).

umol d'ATP/mg de poids sec cellulaire

25 1

20 T
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Figure 3. Réserve énergétique en ATP chez les
trois variants incubés 4 42°C sans source
d'énergie (Culture préalable sur glucose ou
sur lactose. la fleche indique 'ajout du lactose
ImM

Le deuxieme groupe comprend les oses sans effet
sur la prise du lactose et n’interferent pas avec le
systéme de perméation de ce diholoside (glucose,
galactose, arabinose et xylose).
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La prise du lactose est inhibée quand celui-ci est en
compétition avec les diholosides ce qui permet de
formuler T'hypothése que leur(s) systéme(s) de
transport doivent étre en partie commun au
lactose. Une autre hypothése se basant sur une
repression catabolique du systéme de prise du
lactose par le compétiteur ne peut étre écartée.

Tableau 3. Résultats de deux essais exprimés en
pourcentage de prise du lactose en
présence de compétiteurs a 2 mM par
les variants de S. salivarius subsp.
thermophilus CNRZ 368
-culture préalable sur TPPY lactosé
-Temps de prise 5 min

Variants

Compétiteurs oM D31 D12

ONPG 70 64 59 67 73 67
Saccharose 45 35 55 45 57 49
Lactulose 70 62 56 - 52 53 47
Tréhalose 56 64 59 53 64 56
Glucose 96 90 97 105 105 101
Galactose 101 93 102 98 97 93
Arabinose 97 93 107 97 101 95
Xylose 91 95 95 101 101 a3

DISCUSSION

La majorité des systémes de transport nécessite de
Pénergie métabolique ; ainsi, la prise de Tacide
glutamique chez S. salivarius subsp. thermophilus
CNRZ 302 exige la présence du glucose ou du
lactose (Bracquart, 1985 ; Bracquartetal., 1989),1a
prise du lactose ou du glucose chez les lactocoques
ne peut avoir lieu sans la présence de PEP (Mckay
etal., 1969 ;1970 ; Thomas, 1976 ; Thompson, 1978;
1980). I’ATP fournit le lien décisif entre le
transport et la production d’énergie par les
réactions faisant intervenir ’ATPase, la perméase
et un gradient électrochimique (Konings et al.,
1989).

Chez les cellules recueillies sur milieu glucosé, on a
constaté une meilleure prise de lactose. Ces
résultats confirment les constatations de Poolman
et al. (1989) qui ont obtenu une augmentation de
prise du lactose marqué chez des cellules d’E. coli
transformées par le géne lac S, quand le glucose est
présent.

Par contre, les résultats obtenus infirment les
observations de Reddy et al. (1973) en absence de
prise du lactose chez S. salivarius subsp.
thermophilus St4 quand cefte souche est

préalablement cultivée sur milieu glucosé. De plus,
les cellules non proliférantes provenant du milieu
glucosé gardent un taux d’ATP important et sont
plus actives pour le métabolisme du diholoside que
celles provenant du milieu lactosé. Tout se passe
comme si le glucose était a Porigine :

1. D’'une dérépression des enzymes nécessaires
pour le métabolisme du lactose. L’adénosine-3'
5'-monophosphate cyclique (AMP,) pourrait étre
impliquée dans la dérépression. En effet, Ratliff
et al. (1980) ont noté la présence de fortes
concentrations intracellulaires d'AMP, chez des
cellules de S. salivarius subsp. thermophilus et
ont suggéré que 'AMP, pourrait jouer un réle
dans Pinduction enzymatique. Somkuti &
Steinberg (1979) ont remarqué que la répression
de la syntheése de la B-galactosidase par le
glucose est levée par 'apport.exogéne d'AMP,.

2. D'une accumulation accrue d’ATP, qui est aussi
un cosubstrat pour la prise du diholoside, & cet
égard, Fordyce et al. (1984) ont signalé que, dans
les conditions minimales de la fermentation du
glucose chez Lactococcus lactis subsp. lactis, on
assiste 4 une augmentation intracellulaire de
PEP qui a un rbéle crucial de lien entre le
transport et 'étape métabolique du lactose. Or,
Thompson & Thomas (1977) et Thompson (1978)
ont suggéré que la régulation de la pyruvate
kinase n’a probablement pas un rdle aussi
importatnt chezleslactocoques qui possedentun
systeme PEP-PTS et utilisent le PEP pour le
transport du diholoside et la génération de
PATP.

La réduction de la prise du lactose chez les trois
variants morphologiques par les ionophores reflete
Iimplication d’une force motrice protonique dans le
processus du transport du diholoside. L’effet
inhibiteur du DCCD confirme I'implication d’une
ATPase.

Les résultats obtenus convergent pour dire que les
trois variants de la souche CNRZ 368 font
intervenir un systéme similaire pour la prise du
lactose. C’est une perméase et elle fait intervenir
deux principales formes d’énergie : PATP et un
gradient électrochimique encore appelé force
motrice protonique. Ceci corrobore le travail de
Poolman et al. (1989) qui, par clonage du géne lacS
codant pour le systéme du transport du lactose de
S. salivarius subsp. thermophilus chez E. coli et
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Tétude du transport de ce diholoside, ont suggéré
que le mécanisme de couplage d’énergie avec le
transport de ce diholoside est similaire a celui
d’E. coli. Benateya et al. (1986 ; 1987) ont signalé
que, chez S. salivarius subsp. thermophilus CNRZ
302, le lactose est assimilé par une perméase
nécessitant de IATP et un gradient

électrochimique.

Par ailleurs, la détermination des parametres
cinétiques de prise du lactose indique que,
contrairement a 'actvité maximale, I'affinité de la
perméase pour le lactose est indépendante du type
de variant.

Or, Weil et al. (1990) suggerent que, si on trouve
une affinité identique pour un substrat donné dans
deux préparations, on peut supposer qu’elles
contiennent la méme enzyme. La quantité
maximale du diholoside pris et la vitesse maximale
de prise sont en relation avec le type de variant. On
peut, d’ores et déja, affirmer que ces différences ne
sont pas en corrélation avec des phénomeénes de
compétition au niveau du site actif de 'enzyme.
Konings et al. (1989) ont mis en relation la
composition de la membrane cellulaire en lipide et
la vitesse maximale de prise de la leucine chez L.
Lactis subsp. cremoris.

La différence dans la vitesse maximale entre les

trois variants pourrait aussi étre une conséquence

d’'une différence de perméabilité de la membrane

cellulaire aux ions et protons qui peut entrainer :

- Une dépense inégale d’énergie aux dépens de la
perméation du lactose et de son métabolisme.

-Une augmentation de laffinité des enzymes
(ATPase) pour leurs substrats. En effet, il est bien
connu que les ions Mg**, Mn**, K*, Ca* sont
impliqués dans différentes activités
enzymatiques chez les bactéries lactiques
(Archibald, 1986 ; Johnson & Berger, 1942 ;
Shankar & Bard, 1955).

Une autre hypotheése reposant sur une différence
au niveau de la régulation génétique (induction,
représsion catabolique) et la production de
molécules impliquées dans la perméation ne peut
étre écartée.
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