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Les connaissances acquises chez les lactocoques
sont-elles transposables aux autres
bactéries lactiques ?
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Université Lyon |, 69622 Villeurbanne cedex, France

Résumé - Les lactocoques sont les bactéries lactiques (BL) les mieux connues sur le plan fondamental.
Afin de maitriser les fermentations, il est essentiel de disposer d'une meilleure connaissance des
souches bactériennes et de savoir si les connaissances acquises chez les lactocoques sont valables
pour d'autres BL. Dans cette perspective, deux exemples sont choisis pour comparer plusieurs espéces
de BL :des protéines situées a la surface cellulaire (protéines S ou S-layer proteins, protéinases)
ainsi que les systemes de transport et de dégradation du lactose (systeme lac). Des différences peu-
vent exister en fonction du genre bactérien. Ainsi, les protéines S identifiées chez de nombreuses
bactéries recouvrent la surface des lactobacilles mais sont absentes chez les lactocoques. Une atten-
tion particuliére est portée aux mécanismes d'attachement des protéines a la paroi bactérienne. Mais
il existe aussi une grande variabilité au sein d'un méme genre bactérien. Par exemple, deux sys-
temes lac sont principalement caractérisés chez les BL et présents chez le genre Lactobacillus. Les
causes possibles de cette variabilité sont discutées.

Lactococcus 1Lactobacillus 1protéinase 1systéme lactose 1protéines de surface

Summary - Isthe knowledge of lactococci sufficient to understand other lactic acid bacteria?

Basically, lactococci are the best known lactic acid bacter/a. A better control of fermentations involving
these bacteria supposes ta enlarge our knowledge of other lactic bacteria and ta determine the properties
they have in common. With this in view, two examples of competison between lactococci and mainly
lactobacilli are illustrated: cell surface-located pro teins (S-layer proteins and proteinases) and lactose
systems (transport and catabofism of lactose). Significant differences are noted between bacterial

geni. S-layer proteins caver the cell surface of lactobacilli, but lactococci are devoid of this extra layer.
Particular attention is given ta mechanisms of protein binding ta the cell wall. An intra-genus variabi-
fity is also noted. For instance, two lactose sytems are mainly detected in lactobacilli. The origins of this
variability are discussed.
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INTRODUCTION

Les bactéries lactiques (BL) sont caracté-
risées par la production d'acide lactique
comme produit majeur de la fermentation

des sucres. Ces bactéries anaérobies a
Gram positif ont en commun des caracté-
ristiques physiologiques et regroupent plu-
sieurs genres bactériens:  Lactoeoeeus,

Streptoeoeeus, Laetobaeillus, Pedioeoeeus,
Leueonostoe, Carnobaeterium, Bifidobae-
terium, Enteroeoeeus (Dellaglio et al, 1994).
Une grande différence évolutive sépare ces
bactéries dont le contenu GC s'étend de 33
a 67 %. Par exemple, Laetoeoeeus laetis
ssp eremoris (Le eremoris) et Laetoeoeeus
laetis ssp laetis (Le laetis) sont caractéri-

sées par un GC de 34 et 35 %, respective-
ment, alors que celui de lactobacillus (Lb
bulgarieus) est de 50 % et que les bifido-
bactéries peuvent atteindre 67 %.

Sur le plan fondamental, le genre Lecto-
coccus est fort étudié et fait figure de modele;
plusieurs voies métaboliques et certains
mécanismes ont été caractérisés : catabo-
lisme du lactose, systéeme protéolytique, bio-
synthése des acides aminés branchés et des
bactériocines, mécanismes de résistance
aux phages. Depuis quelques années, I'étude
de plusieurs genres bactériens s'est intensi-
fiée, et tout particulierement celle des lacto-
bacilles. L'objectif de cette publication n'est
pas de dresser une liste comparative des
propriétés qui distinguent les lactocoques
des autres BL. Deux exemples ont été choi-
sis et concement les protéines localisées a la
surface bactérienne et le systéme de trans-
port et de dégradation du lactose. Une large
part est donnée au genre Laetobacillus.

COMPARTIMENTATION
DE PROTEINES SITUEES
A LA SURFACE BACTERIENNE

ET ANCRAGE

L'enveloppe des bactéries a Gram positif
est constituée d'une membrane cytoplas-

mique et de la paroi. La membrane cyto-
plasmique est composée d'une double
couche de phospholipides qui forme une
barriere sélective et renferme de nom-
breuses protéines qui interviennent dans
différents processsus biologiques essen-
tiels (production d'énergie ...). D'une épais-
seur de 20 a 40 nm, la paroi est respon-
sable de la forme et de la rigidité
bactériennes. Elle est constituée du pepti-
doglycane qui forme un réseau tridimen-
sionnel abritant des protéines, des acides
téichoiques et lipotéichoiques (Shockman
et Barrett, 1983). Le peptidoglycane, ou
muréine, est un hétéropolymére dont les
chaines principales sont constituées de N-
acétylglucosamine et d'acide N-acétylmu-
ramique et les chaines latérales de pep-
tides. Seule la composition des chaines
peptidiques varie et constitue un critére taxo-
nomique permettant de distinguer deux
classes de BL selon la présence d'acide
mésodiaminopimélique  ou de lysine.

La surface d'un grand nombre de bac-
téries (archae- et eubactéries) est recou-
verte d'une couche protéique organisée en
un réseau régulier, correspondant a des
répétitions d'unités protéiques (ou glyco-
protéiques), appelées protéines de surface
ou protéines S (S-layer pro teins dans la lit-
térature) (Sleytr et Messner, 1988). Ces pro-
téines S ont la propriété de s'assembler in
vivo et in vitro selon une symétrie qui varie
avec l'espece bactérienne. Elles sont liées
entre elles et a d'autres composants de
I'enveloppe par des liaisons non covalentes.
Ces protéines multifonctionnelles sont impli-
guées dans le criblage des solutés externes
(seuil d'exclusion de 40 a 80 000 Da), des
processus d'échanges d'ions, d'interaction
avec les bactériophages, d'adhésion cellu-
laire et de pathogénicité.

Les protéines situées a la surface bac-
térienne sont synthétisées dans le cyto-
plasme et le plus souvent caractérisées par
des signaux qui sont nécessaires a l'expor-
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tation et la compartimentation dans l'enve-

loppe bactérienne.

Les différents signaux caractéristiques
des protéines de surface

Signal d'exportation

Chez les bactéries a Gram positif ou néga-
tif, un grand nombre de protéines sont
exportées grace au systeme général de
sécrétion Sec (Pugsley, 1993 ; Simonen et
Palva, 1993). L'extrémité NH, des protéines
exportées présente une séquence caracté-
ristique, nommée séquence signal (région
«pré ») qui est éliminée aprés transfert a
travers la membrane cytoplasmique. On
pense que la séquence signal ralentirait le
repliement des polypeptides nouvellement
synthétisés  permettant ainsi leur recon-
naissance par une protéine cytoplasmique
chaperon (SecB) et leur maintien dans une
configuration compatible avec la traversée
de la membrane. La longueur des
séquences signal varie de 18 a 35 acides
aminés et on distingue trois domaines carac-
téristiqgues. La région N-terminale est courte,
hydrophile et contient au moins un résidu
chargé positivement. Le second domaine
(12 a 15 résidus) est le plus long, hydro-
phobe avec une configuration en hélice a.
Enfin, un court domaine (quatre a six rési-
dus) contient une séquence consensus de
type Ala-X-Ala reconnue par les peptidases
LepB ou LspA.

Signaux de compartimentation

Motif LPXxTG

Outre la fonction de code postal assurée
par la séquence signal, des études récentes
ont permis de mettre en évidence chez de
nombreuses protéines de bactéries a Gram
positif la présence d'un signal de comparti-
mentation et d'ancrage dans la paroi bac-
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térienne (Fischetti et al, 1991 ; Schneewind
et al, 1993). On peut citer parmi les plus
étudiées la protéine A de Staphylococcus

aureus, la protéine M6 de Streptococcus

pyogenes et la protéine G des strepto-

coques du groupe G. Leur partie C-termi-
nale présente une forte homologie et peut
étre divisée en trois régions. La premiére
est de longueur variable, riche en proline,
thréonine, glycine et sérine et contient un
seul motif trés conservé: Leu-Pro-X-Thr-

Gly (LPXTG). Neuf résidus en aval de ce
motif, on trouve une région trés hydrophobe
de 18 a 22 résidus qui forme une hélice a.
Enfin, l'extrémit¢é COOH (cing a sept rési-
dus) est chargée et constitue une séquence
«stop transfert».

Navarre et Schneewind (1994) ont mon-
tré que le motif LPXTG constitue un signal
spécifique de reconnaissance et de com-
partimentation dans la paroi bactérienne.
En effet, I'entérotoxine B, protéine norma-
lement excrétée dans le milieu, reste loca-
lisée dans la paroi lorsque le signal de com-
partimentation est ajouté a sa séquence.
Un modele rendant compte d'un mécanisme
général de compartimentation et d'ancrage
dans la paroi bactérienne a été proposé
pour les protéines portant le motif LPXTG.
Lorsgu'un polypeptide traverse la membrane
cytoplasmique, le motif LPXTG serait
reconnu par un complexe enzymatique
«<sortase») situé sur la face externe de cette
membrane. Les résidus basiques de la
région carboxy-terminale  stopperaient la
progression de la chaine polypeptidique par
interaction avec les phosphates de la
bicouche de phospholipides. Puis la sor-
tase couperait le polypeptide entre la thréo-
nine et la glycine du motif LPXTG. La thréo-
nine se lierait par son extrémité COOH libre
au groupement amine de l'un des acides
aminés des ponts inter-peptidiques du pep-
tidoglycane. Cette liaison covalente empé-
cherait la libération des protéines dans le
milieu extracellulaire.
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Domaines SLH

Les domaines SLH (S-/ayer homoloqy). ne
présentent pas de ségquence consensus

mais une similitude avec la partie N-termi-
nale de certaines protéines de surface (Ace-
togenium kiwi, Bacillus sphaericus, Ther-
mus thermophi/lus et Bacillus brevis). Le
modele du cellulosome de Cl/ostridium thor-
mocellum permet de comprendre la fonc-
tion des domaines SLH (Fujino et al, 1993 ;
Lemaire et al, 1995). Ce cellulosome est un
complexe cellulolytique situé en protubé-
rance a la surface cellulaire et ensuite libéré
dans le milieu de culture. Les différents

constituants du cellulosome sont sécrétés
individuellement, puis s'assemblent a la sur-
face cellulaire autour de la protéine CipA.
La protéine DIpA, est une protéine de sur-
face dont I'extrémité NH, sert de récepteur
a la protéine CipA, grace a un segment de
22 résidus (retrouvés en plusieurs exem-
plaires chez CipA). La partie C-terminale

d'DIpA comprend un domaine riche en pro-
line, glycine, thréonine et sérine, suivi de
trois séquences répétées de 65 résidus cor-
respondant a des domaines SLH. Il a été
prouvé que ces domaines SLH sont res-
ponsables de l'attachement a I'enveloppe

par des liaisons non covalentes avec le pep-
tidoglycane ;ainsi une protéine chimérique
dont la partie C-terminale de MaiE (protéine
fixatrice du maltose) a été remplacée par
un domaine SLH de la protéine DIpB du cel-
lulosome est bien détectée a la surface cel-
lulaire. Chez B sphaericus, la protéine S
délétée de la partie N-terminale compre-
nant le domaine SLH est capable de consti-
tuer un réseau cristallin mais n'est plus liée
au peptidoglycane (Hastie et Brinton, 1979).

Les domaines SLH sont présents chez
plusieurs enzymes extracellulaires agissant
sur des polymeres (xylanase, cellulase, pul-
lulanase). lls sont supposés servir de signal
de sortie pour les protéines exocellulaires
comme le fait le motif LPxTG. Il est pro-
bable que la liaison avec le peptidoglycane
ne soit que transitoire.

Liaison a l'acide lipotéichoique (AL T)

Ce type de liaison requiert la présence de
choline dans les acides téichoiques ce qui
est assez rare chez les bactéries a Gram
positif et caractéristique des streptocoques.
Le mécanisme a été démontré grace a
I'étude de la protéine de surface PspA de
S pneunomiae qui est aussi impliquée dans
la virulence de cette bactérie (Yother et
White, 1994). PspA possede une séquence
signal N-terminale et sa région C-terminale
contient un domaine riche en proline consti-
tué d'une part de dix unités trés conservées
de 20 acides aminés et d'autre part d'un
domaine tres court, peu chargé et légere-
ment hydrophobe. PspA peut-étre comple-
tement excrétée dans trois conditions : délé-
tion des 5 dernieres unités répétées,

absence totale de choline dans le milieu de
culture ou présence d'une forte concentra-
tion (> 0,5 %). Seules les 5 derniéres unités
de PspA sont nécessaires a l'attachement
au ALT par lintermédiaire de la choline de
ce composé. Sur le chromosome de
S pneumoniae, il y a plusieurs séquences
homologues a celles de PspA.

Protéinases des lactocoques
et des lactobacilles

Le développement des lactocoques et des
lactobacilles dans le lait est possible grace
a un systéme protéolytique complexe qui
assure les besoins en acides aminés essen-
tiels a partir de la dégradation des caséines.
La premiére étape est réalisée par une
endoprotéase, nommée protéinase (PrtP),
située a la surface bactérienne et indispen-
sable pour la croissance dans le lait. Chez
les lactocoques, diverses approches (bio-
chimique, génétique, moléculaire et immu-
nologique) ont permis de bien caractériser
cette enzyme. Les séquences des genes
de structure sont disponibles pour trois lac-
tocoques et montrent que les PrtPs sont
synthétisées sous forme de préproprotéines
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d'environ 210 kDa ( Kok et al, 1988 ; Kiwaki
et al, 1989 ; Vos et al, 1989). Les séquences
peptidiqgues des PrtPs sont trés conservées:
on note seulement 18 résidus différents
entre Le eremoris Wg2 et Le laetis
NCDO0763. Les PrtPs different par leur spé-
cificité d'hydrolyse des caséines, et récem-
ment plusieurs domaines protéiques res-
ponsables de cette propriété ont été
identifiés (Siezen et al, 1993 ; Bruinenberg
et al, 1994).

Les PrtPs possédent une séquence
signal N-terminale de 33 résidus. On dis-
tingue aussi a l'extrémité COOH le motif
spécifique LPXTG ainsi que la séquence
compléte de compartimentation et d'ancrage
associée a ce motif. On peut donc penser
que selon le modéle de Navarre et
Schneewind (1994), les protéinases des
lactocoques sont associées de fagon cova-
lente au peptidoglycane. Néanmoins, dans
certaines conditions (absence d'ions Catt),
les PrtPs peuvent étre libérées dans le mileu
extracellulaire par auto-protéolyse de la par-
tie carboxy-terminale, ce qui conduit a une
enzyme de 145 kDa toujours active, voire
de 80-82 kDa.

Les propriétés biochimiques de la pro-
téinase de Lb paraeasei et la séquence de
'enzyme révelent une forte identité avec
les PrtPs de lactocoques (Holck et Naes,
1992). Ces données suggeéerent que la pre-
miére étape du catabolisme des caséines
est identique chez les lactocoques et les
lactobacilles. L'étude récente de protéinases
de lactobacilles thermophiles a permis de
mettre en évidence des différences signifi-
catives au niveau de la spécificité d'hydro-
lyse, l'autoprotéolyse et de l'attachement a
I'enveloppe bactérienne.

Ainsi, la spécificité d'hydrolyse de la pro-
téinase de Lb helvetieus CNRZ303 sur le
fragment 1-23 de la caséine ugl est trés
restreinte et, de plus, elle présente un site de
coupure original jamais observé chez les
PrtPs (Zevaco et Gripon, 1988). Les pro-
téinases de Lb helvetieus L89 et Lb bulga-
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rieus CNRZ397 sont incapables de se libé-
rer de la paroi bactérienne par autoprotéo-
lyse de leur extrémité COOH (Martin-Her-
nandez et al, 1994 ; Laloi et al, 1991).
L'extraction de la protéinase de la paroi de
Lb bulgarieus nécessite un traitement des
cellules avec une muramidase (lysozyme)
puis un choc osmotique. Cette protéinase
présente aussi la particularité d'étre sen-
sible aux inhibiteurs des protéases a cys-
téine et a sérine. Récemment, l'analyse de
la séquence peptidique a montré une homo-
logie significative de la partie N-terminale

et du domaine catalytigue avec les PrtPs
des lactocoques (Gilbert et al, résultats non
publiés). Au contraire, I'extrémité COOH dif-
fere de celle des PrtPs : seul un motif
d'ancrage dégénéré est présent entre deux
régions répétées de 41 résidus, avec une
forte proportion de lysine. On peut donc
penser que le mécanisme d'attachement

de la protéinase de Lb bulgarieus est diffé-
rent de celui des PrtPs des autres BL. De
plus, il semblerait que Lb bulgarieus pos-
séde dans sa paroi une autre endoprotéase
de type metalloprotéase, dont on ne connait
pas l'implication dans la voie caséinolytique
(Stefanisi et al, 1995).

Les protéinases des lactocoques et lac-
tobacilles appartiennent a la famille des sub-
tilisines de par leur homologie avec le site
actif impliquant trois acides aminés (sérine,
acide aspartique et histidine). Elles se dis-
tinguent des autres enzymes de cette famille
selon deux critéres principaux

- synthése pendant la phase exponentielle
de croissance;

- présence d'une longue extension C-ter-
minale et attachement a l'enveloppe bac-
térienne.

Deux enzymes de cette famille, a savoir
une protéase a sérine mineure (Epr) et la
bacillopeptidase F possédent une partie C-
terminale plus longue que les subtilisines
sensu stricto, et sont douées comme les
PrtPs de la propriété d'auto-digestion de
I'extrémité COOH (He et al, 1991). A cet
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égard, la protéinase de Lb bu/garicus est
donc une exception a la famille des subtili-
sines.

Le systéeme protéolytique des lactoba-
cilles thermophiles se distingue aussi de
celui des lactocoques par la présence de
plusieurs peptidases dans I'enveloppe bac-
térienne : aminopeptidases  générales et
proline iminopeptidase (Atlan et al, 1989 ;
Blanc et al, 1993 ; Atlan et al, 1994).

Protéines 5 des lactobacilles

De trés nombreuses especes du genre Lac-
tobacillus (Lb brevis, fermentum, he/veti-
cus,acidophHus, buchner~possédentune

couche externe de 5 a 15 nm d'épaisseur,
organisée en un réseau régulier avec une
symétrie oblique (type p2), carrée (p4) ou
hexagonale  (p6) (Lortal, 1993). Cette
couche protéique est constituée d'une seule
protéine et peut étre dissociée de la paroi
par un traitement avec des agents capables
de rompre des liaisons hydrogénes (urée,
hydrochlorure de guanidine) ou des déter-
gents (SOS). D'une masse de 40 a 60 kDa,
les protéines S représentent 7 a 14 % du
contenu protéique total de la bactérie. Elles
renferment de nombreux acides aminés
hydrophobes (valine et alanine) et basiques
(lysine). Les génes codant pour les pro-
téines S de Lb brevis, acidophHus et he/ve-
ticus ont été récemment séquencés (Vid-
gren et al, 1992 ; Boot et al, 1993).
L'extrémité NH, des protéines de surface
présente une séquence signal caractéris-
tique. Une forte homologie est observée
entre les séquences peptidiques des pro-
téines S des lactobacilles thermophiles (aci-
dophilus et helveticus). La protéine S de Lb
acidophi/us présente une identité significa-
tive avec celles de Lb brevis et 8 sphaericus
(36 et 42,5 %, respectivement) ; elle est
caractérisée par la présence de domaines
SLH décrits chez plusieurs protéines de sur-
face (voir paragraphe Domaines SLH) qui

pourraient donc étre responsables de l'atta-
chement a l'enveloppe bactérienne.

L'organisation de la surface bactérienne
s'avere différente chez les lactocoques et
les lactobacilles. L'étude des protéines S et
des protéinases montrent que les méca-
nismes d'attachement varient selon le type
de la protéine, mais aussi pour une protéine
donnée selon l'espéce bactérienne.

SYSTEME LACTOSE:
TRANSPORT ET CATABOLISME

Une des fonctions primaires des BL lors de
la fermentation du lait est la dégradation du
lactose en acide lactique et parfois autres
produits. Il existe principalement deux types
de systemes de transport et catabolisme

chez les BL. Les génes impliqués dans le
systeme lac ont été identifiés et séquencés
chez plusieurs espéces, et sont souvent
associés aux genes codant pour la dégra-
dation du galactose (revue: de Vos et Vau-
ghan, 1994).

Systéme PTS
et phospho-f3-galactosidase

Le systeme de phosphotransférase (PTS)
est spécifique du lactose, dépendant du
phosphoénolpyruvate et conduit a la phos-
phorylation du lactose en lactose-6-phos-
phate. Ce systeme est constitué de deux
protéines générales cytoplasmiques
(Enzyme et HPr) et de deux composantes
spécifiques du lactose, la protéine mem-
branaire LacE et le phosphotransporteur
LacF (appelés précédemment Enzyme lllac
et llllac, respectivement). Le lactose-6P est
ensuite hydrolysé par une phospho-B-qalac-
tosidase (P-~Gal) (LacG) générant du galac-
tose-6P, ce dernier suivant la voie du taga-
tose-6P. Cette voie métabolique comprend
3 enzymes : galactose-6P isomérase
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(LacAB), tagatose-6P kinase (LacC) et taga-
tose-1 ,6-diP aldolase (LacD).

Ce systeme spécifique de transport est
exclusivement présent chez les bactéries
a Gram positif. L'organisation et le controle
de l'opéron lac de Le laetis sont proches de
ceux de Staphyloeoeeus aureus et Strep-
toeoeeus mutans. En effet, les génes codant
pour les composantes spécifiques du sys-
teme PTS, la P-~Gal et les enzymes de la
voie du tagatose-6P font partie du méme
opéron et il existe une forte homologie au
niveau des enzymes (jusqu'a 84 %). Chez
Le laetis, cet opéron est exprimé lorsque
les bactéries se développent en présence de
lactose, et il est sous le contrble d'un répres-
seur, produit du gene laeR, situé immédia-
tement en amont et en sens inverse de
l'opéron lac; néanmoins, linducteur vrai est
le tagatose-6P. Si, comme chez Le laetis,
I'opéron lac de Lb casei 64H est porté par un
plasmide, son organisation est différente.
La localisation des génes responsables de
la voie du tagatose-6P est encore inconnue
et linducteur n'est pas le tagatose-6 P ;le
produit du premier géne de l'opéron lac de
Lb easei (laeT), contrdle probablement
I'expression des génes lac. La similitude
avec les enzymes du systéeme lac de Le lae-
tis varie de 43 a 54 %.

Perméase LacS et f3-galactosidase

Le lactose n'est pas modifié lors de son
transport par la perméase LacS, localisée
dans la membrane cytoplasmique. Cette
perméase fonctionne comme un systéme
de symport lié a I'entrée simultanée d'ions
H+ ; dans le cas d'une forte accumulation

intracellulaire de galactose, elle agit comme
un antiport lié a la sortie de galactose. Cette
protéine de 634 résidus comprend un
domaine hydrophobe N-terminal qui assume
la fonction de transporteur et ressemble a la
perméase du mélibiose chez E coli; la par-
tie C-terminale de LacS est hydrophile et
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par une homologie avec la
LacE.

Chez S thermophilus et Lb bulgarieus, le
lactose entre grace ala perméase LacS,
puis est dégradé par une ~-galactosidase
(~-Gal) codée par le géne laeZ. Le galac-
tose obtenu n'est pas utilisé (phénotype
Gal" de ces deux espéces), mais excrété
par la perméase LacS. Cette perméase
n'est pas spécifigue du transport du lac-
tose ; en effet, il a été prouvé chez S ther-
mophi/us que LacS présente une forte affi-
nité pour d'autres ~-galactosides (mélibiose,
galactose, raffinose). Chez ces deux
espéces thermophiles, les génes lacS et
laeZforment un opéron analogue et la trans-
cription démarre a partir d'un promoteur
situé juste en amont de lacS. Chez Lb bul-
garieus, l'expression des génes lac est
constitutive, tandis que celle de S thermo-
philus est induite par le galactose et ses
analogues plutét que le lactose et réprimée
par le glucose. En amont de l'opéron lac de
S thermophilus, sont présents certains
génes de la voie de dégradation du galac-
tose (galT, galE, galM) (voie de Leloir). Il
manque le gene galK ce qui pourrait étre
une explication au phénotype Gal".

caractérisée
phosphotransférase

Les deux protéines (LacS et ~-Gal) du
systeme lac de Lb bulgarieus et S thermo-
phi/us sont trés homologues (monomeére de
1006 et 1023 acides aminés, respective-
ment). LacS ne présente aucune homolo-
gie avec la perméase LacY dE coli. La ~-
Gal de Lb bulgarieus ne présente qu'une
similitude de 30 % avec l'enzyme d'E coli.

Cette organisation de l'opéron lac et le
phénotype Gal- ne sont pas une régle géné-
rale des BL thermophiles. En effet, Lb hel-
vetieus est capable de dégrader le galac-
tose et posséde tous les génes nécessaires
a la voie de Leloir, mais l'organisation du
systeme lac est différente de celle de S ther-
mophi/us. D'une part, le géne galK est pré-
sent et l'ordre des génes gal est différent.
D'autre part, la ~-Gal est constituée de deux
sous-unités, LacL et LacM, codées par des
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génes se recouvrant partiellement. Ce type
de ~-Gal se retrouve chez d'autres BL : Lb.
plantarum, Lb casei ATCC313, Leuconos-
toc lactis. Les séquences des protéines LacL
et M possédent de fortes homologies avec
les ~-Gals de type LacZ de S thermophilus,
Lb bulgaricus et Clostridium acetobutylicum
en particulier les régions N- et C-terminales
et les résidus du site actif (Glu461 et Tyr503
d'E colt). La taille de LacL et M est plus faible
que celle du produit du géne lacZ.

L'ensemble des données présentées
montre que les composantes du systeme
lac sont différentes au sein des BL, mais
aussi d'un genre bactérien voire d'une
espéce. Parfois plusieurs systemes lac peu-
vent coexister au sein d'une méme souche.
Ainsi, Lc lactis ATCC 7962 (non laitiere)
posséde d'une part le systeme PTS avec
une trés faible activit¢ P-~Gal, et dautre
part une perméase, LacY, fonctionnant
comme un systéme de symport li¢ a I'entrée
de protons et une ~-Gal. Certaines souches
de Lc lactis posséderaient une perméase
codée par un géne chromosomique.

Etant donné la conservation des génes
lac, on peut avancer I'hypothése d'un trans-
fert horizontal de génes entre les BL méso-
philes (Lc lactis et Lb pereceset; et d'autres
bactéries a Gram positif (Staphylococcus
aureus et Streptococcus mutans), transfert
dans lequel les BL thermophiles (S ther-
mophilus, Lb bulgaricus, Lb helveticus)
n'‘auraient pas été impliqguées. Ce transfert
serait récent et favorisé par la localisation
plasmidique des génes ou une proximité
d'éléments mobiles de type IS. Cette hypo-
thése est aussi renforcée par l'analyse des
protéinases. Le géne prtP est le plus sou-
vent porté par le méme plasmide que le sys-
téeme lac chez les BL mésophiles citées pré-
cédemment. Chez la sous-espéce
thermophile bulgaricus, le géne codant pour
la protéinase, différente des PrtPs, est loca-
lisé sur le chromosome en aval de l'opéron
lac et séparé par un élément IS spécifique a
bulgaricus, ISL3 (Germond et al, 1995). Lb

bulgaricus se différencie donc totalement
des lactocoques et lactobacilles mésophiles
pour les deux systémes essentiels au déve-
loppement bactérien dans le lait, a savoir
les sytemes lac et prt.

L'étude de différentes souches n'appar-
tenant pas au genre Lactococcus met en
évidence une variabilité d'adaptation des
bactéries lactiques a un nouvel environne-
ment, le lait, et & son utilisation par I'acqui-
sition de génes provenant d'espéces du
méme biotope. Cette variété constitue un
atout majeur pour l'amélioration biotechno-
logigue des souches par modification de
leur patrimoine génétique.
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