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Résumé - Les autolysines sont définies comme des enzymes bactériennes endogénes capables

d'hydrolyser le peptidoglycane, qui est le constituant majeur et essentiel de la paroi. Leur action peut
donc induire la lyse bactérienne. Un certain nombre d'autolysines ont été caractérisées au niveau
moléculaire chez différentes bactéries. Le role physiologique de ces enzymes, potentiellement dan-
gereuses pour la cellule, n'est pas completement élucidé. Elles jouent un role dans la séparation des
cellules en fin de division cellulaire, dans le renouvellement du peptidoglycane, la formation de flagelles
ou encore durant la sporulation. Dans le cas des bactéries lactiques utilisées dans la fabrication des
produits laitiers fermentés, l'autolyse des cellules, en permettant de libérer leur contenu enzymatique

intracytoplasmique,  apparait comme un moyen d'obtenir un développement plus rapide des qualités
organoleptiques, une intensification de certains ardmes ou encore une diminution de I'amertume. Les
données actuellement disponibles sur le systeme autolytique des bactéries lactiques sont encore limi-
tées et concernent essentiellement les lactocoques et les lactobacilles. Les propriétés autolytiques de
différentes souches ont été étudiées en milieu de culture contenant différents sucres ainsi qu'en solu-
tion tamponnée. Par ailleurs, la technique d‘électrophorése  SOS-PAGE renaturante consistant a
inclure un substrat d'autolysine tel que des bactéries autoclavées ou des préparations de parois dans
le gel d'acrylamide, permet de mettre en évidence différentes activités peptidoglycane hydrolases

chez les lactocoques et les lactobacilles. L'activit¢ autolysine majeure présente chez Lactococcus

lactis subsp cremoris ainsi que chez Lactobacillus helveticus et Lactobacillus acidophilus a été iden-
tifitke comme étant de type muramidase. Récemment, le gene codant pour cette enzyme a été cloné
et séquencé chez L lactis et il a été montré que cette enzyme est impliquée dans la séparation des cel-
lules lors de la division cellulaire. L'impact de la lyse des bactéries du levain sur l'affinage a été mis en
évidence dans le cas de quelques souches de lactocoques dans des fromages a pate pressée. La lyse
précoce des bactéries est corrélée avec un niveau de protéolyse plus élevé des caséines et un niveau
d'amertume plus faible. Le développement des connaissances concernant le systeme autolytiqgue

des bactéries lactiques, la caractérisation moléculaire des enzymes et I'étude de la régulation de leur
expression devrait fournir les outils nécessaires a l'obtention de souches qui se lysent précocement au
cours de l'affinage.

autolysine 'lyse' peptidoglycane , bactérie lactique' affinage du fromage

Summary - Autolysins of lactic acid bacteria. Autolysins are defined as endogenous bacterial
enzymes able to hydrolyze peptidoglycan which is the main and shape-maintaining component of the
cell wall and thus their action can induce bacteriolysis. A number of autolysins have been character-
ized at the molecular level in different bacteria. The physiological role of these potentially lethal
enzymes is not fully understood. Their play a role in cell separation at the end of cell division, in cell wall
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turn-over, in flagella formation or in sporulation. In the particular case of lactic acid bacteria which are
widely used in dairy industry, cell autolysis allowing the release of intracellular enzymatic content is
expected to result in more rapid development of organoleptic properties, aroma intensification as weil
as bitterness decrease. Knowledge of the autolytic system from lactic acid bacteria is still incomplete
and concerns mainly lactococci and lactobacilli. Autolytic properties of different strains were studied in
culture medium containing different sugar concentrations and in buffered solutions. Renaturing elec-
trophoresis which consists in SOS-PAGE of a polyacrylamide gel containing an autolysin substrate such
as inactivated bacteria or cell wall preparations, allows to detect different peptidoglycan hydrolase
activities in lactococi and lactobacilli. The major autolysin activity present in Lactococcus lactis subsp
cremoris as weil as in Lactobacillus helveticus or Lactobacillus acidophilus was identified as a murami-
dase. Recently, the gene encoding this muramidase was cloned and sequenced and it was shown to
be involved in cell separation at the end of cell division. The impact of starter lactic acid bacteria lysis

on cheese ripening was evidenced in the case of a few strains of lactococci in pressed-type

cheese.

Early lysis of bacteria was correlated with higher level of proteolysis and lower level of bitterness. Fur-

ther studies concerning the autolytic system of lactic acid bacteria, molecular characterization

of the

enzymes and regulation of the expression of their activity should provide the tools necessary to obtain

strains which lyse early during ripening.

autofysin  / fysis / peptidogfycan

INTRODUCTION

De nombreuses bactéries produisent des
enzymes qui sont capables d'hydrolyser

des liaisons du peptidoglycane de leur
propre paroi. Le peptidoglycane étant le
constituant majeur de la paroi et essentiel
pour le maintien de lintégrité structurale de
la cellule, l'action de ces enzymes peut
conduire a la lyse de la bactérie. Dans ce
cas, ces peptidoglycane hydrolases sont
également appelées autolysines. L'autolyse
d'une culture bactérienne peut étre observée
dans des conditions qui provoquent un blo-
cage de la synthése du peptidoglycane

telles que des conditions de privation nutri-
tionnelle ou la présence de certains anti-
biotiques (Shockman et H6ltje, 1994 pour
revue). La lyse parait alors résulter d'une
action incontrdlée des autolysines. Par
ailleurs, le fait que ces enzymes potentiel-
lement dangereuses pour la cellule sont lar-
gement répandues chez les bactéries et
sont présentes dans des cultures en cours
de division, a conduit a l'idée que les auto-
lysines jouent un rdle physiologique impor-
tant et qu'elles sont impliquées dans la crois-
sance bactérienne et l'assemblage du

/ factic acid bacteria / cheese ripening

peptidoglycane (Rogers et al, 1980 ; Doyle
et Koch, 1987; H61tje et Tuomanen, 1991).

Dans le cas des bactéries lactiques, le
phénoméne d'autolyse présente un intérét
particulier quant a son utilisation potentielle
dans la fabrication des produits laitiers fer-
mentés. En effet, le contenu enzymatique
intracellulaire  des bactéries lactiques du
levain joue un réle important dans le déve-
loppement de la flaveur et de la texture des
fromages (Visser, 1977 ; Oison, 1990 ; Visser,
1993). Parmi ces enzymes, les mieux carac-
térisées sont les peptidases qui liberent des
petits peptides et des acides aminés libres
qui sont des précurseurs d'ardbmes. L'action
des peptidases contribue également a dimi-
nuer 'amertume. Actuellement, les connais-
sances acquises sur le systéme peptida-
sique des lactocoques suggérent que toutes
les peptidases sont localisées a lintérieur
du cytoplasme bactérien (Tan et al, 1992 ;
Monnet et al, 1993). Les études effectuées
sur les autres bactéries lactiques, strepto-
coques thermophiles ou lactobacilles, bien
gue moins approfondies (Pritchard et Cool-
bear, 1993), indiquent gu'elles possédent
un équipement peptidasique analogue. En
conséquence, la lyse des bactéries condui-
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sant a la libération des peptidases dans le
caillé fromager devrait permettre d'intensifier
leur action en facilitant l'accés a leur sub-
strat. De méme, l'action d'autres enzymes
intracytoplasmiques intervenant dans le
développement de la flaveur telles que des
estérases, des lipases ou des enzymes de
dégradation des acides aminés pourrait étre
amplifiée.

L'induction contr6lée de l'autolyse des
bactéries du levain apparait ainsi comme
une voie prometteuse pour accélérer |'affi-
nage, intensifier la production de certains
ardmes a temps daffinage égal ou encore
limiter la production d'amertume dans les
produits laitiers fermentés. Une connais-
sance plus approfondie du systéme auto-
lytique des bactéries lactigues apparait
nécessaire afin de contréler le processus
d'autolyse.

Avant de décrire les données actuelle-
ment disponibles sur le systeme autolytique
des bactéries lactiques, nous présentons
d'abord une bréve revue concernant les
caractéristiques des autolysines les mieux
caractérisées  chez quelques bactéries
autres que les bactéries lactigues. Nous
décrivons enfin les résultats qui montrent
l'influence de la lyse des bactéries du levain
sur l'affinage.

AUTOI YSINES BACTERIENNES

La paroi des bactéries a Gram positif est
constituée d'un assemblage de différents
polyméres: peptidoglycane, acides tei-
choiques, sucres, protéines. Le peptidogly-
cane est le constituant majeur de la paroi
(Sa a 80 % en poids sec) et essentiel a son
intégrité  structurale. Il est constitué de
chaines linéaires de polysaccharides com-
posées d'un enchainement d'acide N-acé-
tyl-muramique  (NAc-Mur) et de N-acétyl-
glucosamine (NAc-Glc) et ces chaines sont
liées entre elles par de courtes chaines pep-
tidiques  (Schleifer et Kandler, 1972 ;

Shockman et Barrett, 1983). Différentes

classes d'autolysines peuvent étre définies
selon leur spécificité d'hydrolyse du pepti-
doglycane (Ghuysen, 1968; Shockman et
Barrett, 1983) (fig 1) :

-les N-acétylmuramidases (ou lysozymes)
qui hydrolysent la liaison p1-4 entre acide N-
acétyl-muramique et N-acétylglucosamine ;

-les p-N-acétylglucosaminidases qui hydro-
lysent la liaison p1-4 entre N-acétylgluco-
samine et acide N-acétylmuramique ;

- les N-acétylmuramyl-l-alanine amidases
(amidases) qui hydrolysent la liaison entre le
groupement lactyl de l'acide muramique et
le groupement a-aminé de la L-alanine, pre-
mier acide aminé de la chaine peptidique ;

- les peptidases qui hydrolysent les chaines
peptidiqgues principales ou les ponts inter-
chaines.

Une espéce bactérienne donnée peut
produire une ou plusieurs autolysines, pos-
sédant une spécificité d'hydrolyse du pep-
tidoglycane identique ou non. Un certain
nombre d'autolysines ont été caractérisées
au niveau moléculaire chez différentes bac-
téries a Gram positif telles que Bacillus sub-
tilis, Streptococcus pneumoniae, Staphylo-
coccus aureus, Enterococcus hirae ou des
bactéries a4 Gram négatif en particulier
Escherichia coli. Une revue récente et com-
plete de Shockman et Holtje (1994) fait le
point sur les connaissances actuellement
disponibles sur les peptidoglycane hydro-
lases microbiennes. Nous nous limiterons
ici a présenter les données relatives aux
autolysines les mieux caractérisées chez
les bactéries a Gram positif.

Un certain nombre d'autolysines ont été
purifiées a homogénéité. Néanmoins, la
purification de ces enzymes s'est révélée
étre une tache relativement difficile car elles
sont en général peu abondantes dans la
cellule et fortement liées a la paroi. Plus
récemment, les génes codant pour certaines
d'entre elles ont été clonés et séquencés. Le
clonage a été réalisé soit en utilisant des
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Fig 1. Structure du peptidoglycane des lactocoques et lactobacilles et spécificité des autolysines. Le
peptidoglycane est formé de chaines de polysaccharides composées de N-acétylglucosamine (G) et
d'acide N-acétylmuramique (M) liés par des liaisons glycosidiques ~-1,4. Sur ces chaines de poly-
saccharides sont fixées de maniére covalente des chaines peptidiques composées de L-Ala, D-Glu,
L-Lys et D-Ala, dont certaines sont pontées entre elles par l'intermédiaire d'un D-Asp dans le cas des
lactocoques et lactobacilles. Les sites de coupure des différentes classes d'autolysines sont indi-
quées sur le schéma.

Structure of the peptidaglycan of lactacacci and lactabacilli and specificity of the autalysins. Peptide-
glycan is farmed by polysaccharide chains campased of N-acetyl-glucasamine (G) and N-acetyl-
muramic acid (N) linked by f3-1,4 glycasidic bonds. On these chains are cavalently linked peptide
cheins campased of L-Ala, D-Glu, L-Lys and D-Ala, and part afthem are linked by a bridge cansisting
of D-Asp in the case of tectococci and lactabacill. The bonds hydrolysed by the different classes of
autalysins are indicated.

sondes oligonucléotidiques ~ déduites des et le second contenant le site de liaison a la
séquences en acides aminés de la protéine paroi. Cette organisation modulaire a été
purifiée, soit en effectuant un criblage d'acti- proposée initialement sur la base des simi-
vité d'une banque d'ADN construite chez E larités de séquence existant entre |'ami-

coli. Les propriétés des autolysines les dase majeure de S pneumoniae et les
mieux caractérisées chez les bactéries a enzymes lytiqgues, amidases ou murami-
Gram positif sont résumées dans le tableau ! dases, provenant de bactériophages  qui
et discutées ci-dessous. infectent cette bactérie (Garcia et al,
1988a). Elle a été confirmée par la possi-
bilit¢ de construire des enzymes chimé-
riques en choisissant d'une part la spécifi-
cité d'hydrolyse et d'autre part la spécificité
Les enzymes caractérisées possédent des de liaison des parois (Lopez et al, 1992).

Structure des autolysines

masses moléculaires trés variables (tableau Le domaine de liaison et reconnaissance
1). En revanche, elles paraissent avoir en de la paroi peut étre identifié par la pré-
commun une structure composée de deux sence de séquences répétées de longueur

domaines, l'un contenant le site catalytique variable (20 acides aminés ou plus) et en



Tableau 1. Principales autolysines bien caractérisées chez les bactéries a Gram positif.
Main autolysins characterized in Gram-positive bacteria.

Organisme Gene MM Séquence  Structure Références

et enzyme cloné (kDa) signal

Mutation du gene
Similarit¢ de séquence

Bacilfus  subtilis

Amidase CwiB oui 52,6 oui N-terminal Effet sur: Kuroda et Sekiguchi (1991)
(LytC) (24a.a) 3 séquences répétées (57 aa) - diminution activité amidase Margot et Karamata (1992)
C-terminal - résistance accrue a la lyse Lazarevic et al (1992)
domaine catalylique - turn-over du peptidoglycane
- motilité flagellaire
Pas deffet sur:
- vitesse de croissance
- morphologie des cellules
- séparation des cellules
- transformabilité
- sporulation
Amidase CwlA oui 29,9 oui N-terminal Pas d'effet sur: Kuroda et Sekiguchi (1990)
(39 aa) domaine catalylique - croissance Forster (1991)
C-terminal - division cellulaire
2 séquences répétées - transformabilité
Amidase CwIC oui 27,1 non N-terminal - Induction au cours Kuroda et Sekiguchi (1993)
domaine catalylique de la sporulation
C-terminal Pas deffet sur:
2 séquences répétées (28 aa) - lyse des cellules meres
- germination des spores
- caractéristiques  des spores
Glucosaminidase oui 95,6 oui Pas d'effet sur: Margot et al (1994)
Ly10 (27 aa) - croissance

mobilité flagellaire

séparation des cellules
autolyse

- turn-over du peptidoglycane
- transformabililé

sporulation

<0
o1



Tableau 1 Suite.

Organisme
et enzyme

Streptococcus pneumoniae

Amidase LytA

Glusaminidase

Enterococcus hirae
Muramidase-|

Muraminidase-2

Staphylococcus aureus

Amidase LytA

Glucosaminisase
SaG

Géne MM

cloné (kDa) signal

oui 36,5 non
non 64
non 130

(zymogéne)

87

(active)
oui 70,7 oui

(49 aa)

oui 53,8 non
oui 80
(pas

séquencé)

Séquence Structure

Similarité de séquence

N-terminal

domaine catalytique

C-terminal

- 6 séquences répétées (21 aa)
- homologies avec les séquences
des lysines de phages

de S pneumoniae

Glycoprotéine
Nucléotidylée

N-terminal

domaine catalytique

C-terminal

- 6 séquences répétées (45 aa)
- homologie avec autolysine

de S faecalis

C-terminal

homologie avec la lysostaphine
(endopeptidase) de Staphylococcus
simu/ans

Mutation du géne

Effet sur :

- séparation des cellules
- pas dautolyse en
phase stationnaire

- réponse aux J3-lactames

Pas d'effet sur:
- vitesse de croissance
- transformabilité

Enzyme de prophage

Références

Garcia et al (1985)
Garcia et al (1986)

Sanchez-Puelles et al (1986)

Garcia et al (1989)

Kawamura et Shockman
(1983)

Chu et al (1992)

Jayaswal et al (1990)
Wang et al (1991)
Borchardt et al (1993)

Biavasco et al (1988)

=402

=501 S

e



Tableau 1.Suite.

Organisme Gene
et enzyme cloné
Enzyme oui
bifonctionnelle Al

Amidase-

glucosaminidase

Clostridium acetobutylicum
Muramidase LycC oui

Amidase non

Streptococcus faecalis
Autolysine oui
(Muramidase  ?)

MM Séquence Structure

(kOa) signal

137,5

(62 +51
(aprés
maturation)

34,9 non

115

74 oui

Mutation du géne Références

Similarité de séquence

Domaine amidase

N-terminal :- domaine catalylique;
- homologue a CwlA

de B subtilis et amidase

de phage de pneumocoque

Oshida et al (1995)

C-terminal : 2 sequences répétées
(150 aa)

- Domaine glucosaminidase
N-terminal : 1 séquence répétée
(150 aa)

C-terminal : domaine catalytique

N-terminal = : Croux et Garcia (1991)
- domaine catalylique ;

- homologies avec autres muramidase de
Streptomyces globisporus, des phages

de Spneumoniae, du phase mvl

de Lactobacillus bulgaricus

C-terminal

- 5 séquences répétées (23 aa) ;

- homologies avec muramoyl-

penta peptide carboxypeptidase

de Streptomyces albus

Garcia et al (1988b)

N-terminal Béliveau et al (1991)
domaine catalylique

C-terminal

5 séquences répétées (44 aa)

<0
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nombre variable (deux a six). Dans le cas
de S pneumoniae, ce domaine serait res-
ponsable de la liaison spécifique a la cho-
line présente dans les acides teichoiques

de sa paroi (Briese et Hackenbeck, 1985).
Des similarités de séquences ont été trou-
vées soit au niveau du domaine catalytique,
soit au niveau du domaine de liaison a la
paroi entre des peptidoglycane hydrolases
provenant de différentes  bactéries ou
encore d'origine phagique (tableau 1). Parmi
ces enzymes, certaines d'entre elles pos-
sédent des caractéristiques particuliéres.

La muramidase M1 de E hirae posséde la
particularité rare parmi les protéines bac-
tériennes d'étre glycosylée (Kawamura et
Shockman, 1983) et de plus, une douzaine
de nucléotides sont fixés de maniére cova-
lente sur la protéine (Dolinger et al, 1988).
Citons également I'enzyme bifonctionnelle

de S aureus codée par un géne unique, qui
aprés maturation donne une amidase et
une glucosaminidase (Oshida et al, 1995).

Localisation cellulaire

Afin d'atteindre leur substrat, les autolysines
doivent nécessairement étre exportées a
travers la membrane plasmique. La
séquence d'un certain nombre d'entre elles
renferme effectivemment  une séquence

signal potentielle (tableau 1). C'est le cas
de l'amidase CwlIB de B subtilis dont la loca-
lisation a par ailleurs été étudiée par immu-
nocytochimie en microscopie électronique

(Hobot et Rogers, 1991). Il a été confirmé
gu'elle est présente au niveau de la paroi
avec un marquage plus important au niveau
du septum de cellules en cours de division.
Un marquage au niveau du cytoplasme a
également été observé. En revanche, pour
certaines autolysines telles que l'amidase
de S pneumoniae, aucune séquence signal
n'‘a pu étre identifiée, ce qui suggere un
mode d'exportation non conventionnel. En
effet, des expériences d'immunocytochimie

aprés expression de la protéine chez E coli
ont montré que la protéine était exportée
dans le périplasme, et chez S pneumoniae

les expériences ont montré que l'enzyme
est localisée au niveau du septum (Diaz et
al, 1989). Apres exportation, Il'amidase

semble liée a la surface externe de la mem-
brane par une interaction spécifique avec
l'acide lipoteichoique  (LTA). De méme,
d'autres autolysines ne possédent pas de
séquence signal, I'amidase CwIC de B sub-
tilis, la muramidase LycC de Clostridium

acetobutylicum. Notons que dans le cas de
S aureus, l'enzyme LytA initialement iden-
tifite comme une autolysine sans séquence
signal s'est révélée étre codée par le
génome d'un prophage intégré dans le chro-
mosome bactérien (Borchardt et al, 1993).

De maniere générale, aucune séquence
d'ancrage dans la membrane plasmique n'a
été identifiée chez les autolysines séquen-
cées et mentionnées dans le tableau 1. En
revanche, comme décrit dans le paragraphe
précédent, elles semblent contenir un
domaine de liaison a la paroi et peuvent
étre liées soit au peptidoglycane, soit aux
acides teichoiques comme I'amidase de
S pneumoniae. Notons que certaines auto-
lysines ont été identifiées dans le milieu
extracellulaire comme une muramidase de
C acetobutylicum  (Croux et al, 1992) ou
encore l'amidase et la glucosaminidase de
S aureus codée par le géne unique atl
(Oshida et al, 1995). Dans le cas de E hirae,
une partie de l'activité de la muramidase
M2 est retrouvée dans le surnageant de cul-
ture, l'autre partie étant associée aux parois
(Kariyama et Shockman, 1992), alors que
I'activitt¢ de la muramidase M1 est associée
en quasi totalité aux cellules.

Régulation et controle de l'activité

Les auto lysines sont des enzymes poten-
tiellement dangereuses pour la cellule, ce
qui laisse supposer que leur activité est
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extrémement bien régulée et coordonnée
avec les activités impliquées dans la bio-
synthése du peptidoglycane. De maniére
générale, les mécanismes de régulation de
l'activité des autolysines ne sont pas par-
faitement identifiés. Nous passerons rapi-
dement en revue les différents mécanismes
identifiés chez diverses bactéries.

La muramidase M1 de E hirae est syn-
thétisée sous forme d'un zymogéne de 130
kDa exporté vers la paroi puis clivé en une
forme active de 87 kDa (Shockman, 1992).
Chez B subtilis au contraire, l'action de pro-
téases extracellulaires inactivent une (ou
des) autolysine(s) impliquée(s) dans le
renouvellement du peptidoglycane (Jolliffe et
al,1980).

Une protéine modificatrice (appelée
CwbA) de l'activité de I'amidase CwIB de B
subtilis, dont le géne est localisé dans le
méme opéron que celui de I'amidase, a été
décrite (Lazarevic et al, 1992 ; Kuroda et
al, 1992). Cette protéine est capable de se
lier de facon stoechiométrique avec l'ami-
dase et de stimuler son activité d'un facteur
deux ou trois et de plus, de changer son
mode d'action d'hydrolyse du peptidogly-
cane en passant d'un mode d'action aléa-
toire & un mode d'action séquentiel (Herbold
et Glaser, 1975).

L'interaction de l'enzyme avec différents
composés de la paroi peut également modu-
ler son activité. Ainsi, I'amidase de S pneu-
moniae est synthétisée sous une forme non
active (forme E) qui est présente unique-
ment dans le cytoplasme. L'activation de
ce précurseur résulterait de la formation
d'un complexe avec la choline présente
dans les acides teichoiques (Tomasz et
Westphal, 1971). Par ailleurs, il a été mon-
tré que les acides lipoteichoiques ou des
phospholipides tels que la cardiolipine peu-
vent inhiber l'activit¢ de certaines autoly-
sines comme dans le cas de la muramidase
de E hirae. Une modification chimique du
substrat telle qu'une O- ou une N-acétylation
peut également influer sur l'activité enzy-

matique de la muramidase M1 de E hirae
(Kariyama et Shockman, 1992). Dans la
méme étude, les auteurs ont mis en évi-
dence l'existence d'un nombre limité de sites
de haute affinité de fixation de la murami-
dase M2 de E hirae.

La localisation de l'enzyme par rapport
a son substrat ou encore sa conformation
pourrait étre un autre facteur intervenant
dans la régulation de l'activité. Enfin, la force
proton-motrice pourrait également jouer un
role (Doyle et Koch, 1987).

Role physiologique

Différentes hypothéses ont été avancées
concernant le réle des autolysines dans la
physiologie bactérienne, certaines d'entre
elles s'appuyant sur des preuves expéri-
mentales indirectes. Les rbles proposés
incluaient une intervention dans les pro-
cessus suivants: 1) la croissance cellulaire
en réalisant des coupures au sein du pep-
tidoglycane pour permettre linsertion de
matériel nouvellement synthétisé, 2) la sépa-
ration des cellules en fin de division, 3) le
renouvellement du peptidoglycane et son
recyclage, 4) la morphogenése des flagelles,
5) la transformation de cellules compétentes,
6) la formation et la germination des spores
(Rogers et al, 1980).

Actuellement, il existe des preuves
directes qui confirment lintervention des
autolysines dans certaines des fonctions
énonceées ci-dessus. En effet, aprés clonage
de leur géne de structure, le rble de cer-
taines autolysines a pu étre appréhendé en
étudiant des mutants déficients en autoly-
sine obtenus par disruption du gene
(tableau 1). Ainsi, il a été montré que chez
S pneumoniae, l'absence de l'amidase
majeure LytA se traduit par la formation de
chainettes de six a huit cellules (au lieu de
diplocoques), une absence de lyse en phase
stationnaire et une réponse tolérante aux 13
lactames (Sanchez-Puelles et al, 1986). En
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revanche, le mutant déficient en amidase
LytA posséde une vitesse de croissance nor-
male et peut étre transformé normallement.
Chez B subtilis, des mutants déficients en
chacune des autolysines clonées ont été
obtenus. Il a été montré que l'absence de
lamidase majeure CwlIB se traduit par une
résistance accrue a la lyse, une différence
dans le taux de renouvellement du peptido-
glycane et la motilit¢ flagellaire (Kuroda et
Sekiguchi, 1991 ; Margot et Karamata,
1992). En revanche, aucun effet n'a été mis
en évidence sur la vitesse de croissance, la
morphologie des cellules, leur séparation,
leur transformabilité ou la sporulation. L'ami-
dase CwIC apparait quant a elle induite au
cours de la sporulation. Cependant,
I'absence de CwIC dans la cellule n'entraine
aucun effet sur la lyse des cellules meres, ni
sur la germination des spores, ni sur d'autres
caractéristiques des spores (Kuroda et
Sekiguchi, 1993). En ce qui concerne I'ami-
dase CwlA (Kuroda et Sekiguchi, 1990) ou la
glucosaminidase LytD (Margot et al, 1994),
leur inactivation n'entraine aucun change-
ment des propriétés examinées relatives a la
croissance, la motilité flagellaire, la sépara-
tion des cellules, l'autolyse, le renouvelle-
ment du peptidoglycane, la compétence ou
encore la sporulation.

Il apparait donc que l'étude des mutants
n'‘a répondu jusqgu'a maintenant que par-
tiellement a la question du rdle physiolo-
gique des autolysines. |l est en particulier
remarquable que l'absence d'une activité
autolysine majeure n'a aucun effet sur la
croissance cellulaire. Une explication pro-
bable est la présence simultanée de plu-
sieurs autolysines de méme spécificité dans
la cellule dans de nombreux cas tels ceux
de B subtilis, E hirae ou S pneumoniae et
l'absence de I'une pourrait étre cOMpté-
mentée par la présence d'une autre. Cela a
été démontré récemment dans le cas des
amidases CwlIB et CwIC de B subtilis (Smith
et Forster, 1995). Il semble par ailleurs qu'un
niveau faible d'activité autolysine soit suffi-

sant pour la survie et la croissance bacté-
rienne. L'obtention de mutants pluri-défi-
cients en autolysines apparait nécessaire
afin de déterminer si ces auto lysines jouent
un role essentiel dans la cellule.

AUTOL YSINES DES BACTERIES
LACTIQUES

Propriétés autolytiques des bactéries
lactiques

Lyse spontanée sur milieu de culture

L'autolyse de différentes souches de lacte-
coques (Lactococcus lactis subsp eremo-
ris ou subsp lactis ou encore L lactis subsp
lactis biovar diacetylactis) en fin de culture
sur milieu liquide synthétique a été étudiée
(Vegarud et al, 1983 ; Langsrud et al, 1987).
Ces expériences ont permis de mettre en
évidence, d'une part des différences entre
souches, et d'autre part linfluence de la
composition du milieu de culture. En parti-
culier, lorsque le lactose est remplacé par le
glucose, l'autolyse est plus rapide et atteint
une proportion de cellules plus grande.

L'influence de la source de carbone du
milieu de culture sur la capacité des cel-
lules a se lyser en fin de croissance a éga-
lement été décrite dans le cas de L lactis
subsp lactis biovar diacetylactis (Moustafa et
Collins, 1968). Les cellules de la souche
DRCI cultivées sur un milieu qui contient
du glucose sont osmotiquement plus fra-
giles et se lysent immédiatement apres
l'arrét de la croissance (sous l'action du
chloramphénicol ou aprés épuisement du
glucose). Selon les auteurs, la fragilité des
cellules résulterait de leur incapacité a utili-
ser le glucose comme précurseur de la
galactosamine qui entre dans la composition
des acides teichoiques. En conséquence,

les cellules présenteraient une paroi moins
solide, une fragilitt osmotique plus grande
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et une susceptibilité plus grande a l'action
des auto lysines.

Dans le cas de Streptococcus thermo-
phifus, deux études ont rapporté l'existence
de souches qui aprés une croissance expo-
nentielle rapide sur milieu synthétique,
s'autolysent trés rapidement (Sandholm et
Sarimo, 1981 ; Thomas et Crow, 1983). La
susceptibilit¢ a la lyse de ces souches est
variable selon la température de croissance
et la nature de la source de carbone.
Lorsque les bactéries sont cultivées sur
milieu contenant du sucrose, elles devien-
nent résistantes a la lyse (Sandholm et
Sarimo, 1981). Dans le cas de la souche
NCDO 573, l'autolyse est observée seule-
ment si le pH final est supérieur a 5 lorsque
le disaccharide est épuisé (Thomas et Crow,
1983).

Lyse induite par transfert des cellules
en solution tamponnée

L'autolyse peut étre induite en transférant
des cellules en culture dans une solution
tamponnée, qui vont alors se trouver en
situation de privation nutritionnelle. Il est
possible de cette maniere d'étudier

l'influence de différents parametres sur la
capacité des cellules a s'autolyser.

Deux études ont recherché les condi-
tions qui favorisent l'autolyse des souches
de L lactis subsp cremoris (Mou et al, 1976 ;
Niskasaari, 1989). De cette maniére, il a
été montré que l'autolyse était optimale
lorsque les cellules étaient récoltées en
phase exponentielle de croissance et plus
précisémment juste avant le passage en
phase stationnaire. La méme observation a
été réalisée chez Lactobacillus acidophi-
lus (Coyette et Shockman, 1973), Lacto-
baci/lus helveticus (Lortal et al, 1989) ou
encore Lactobacillus casei (El Soda et al,
1995).

Ces différentes études ont mis en évi-
dence l'effet de la température, du pH, de

la concentration de différents cations et
recherché les conditions optimales de lyse.
L'influence d'autres composés a égaie-

ment été étudiée. Ainsi, dans le cas des
lactocoques, l'autolyse de parois est acti-
vée par la trypsine, suggérant soit l'acti-
vation d'une auto lysine par protéolyse, soit
le relargage d'une autolysine dans le milieu
de culture permettant une action plus
rapide (Niskasaari, 1989). En revanche,

l'acide lipotéichoique et la cardiolipine, un
phospholipide, ont un effet inhibiteur sur
la lyse comme rapporté dans le cas de E
hirae (Cleveland et al, 1976). Chez Lb hel-
veticus, Lortal et al (1989) ont observé une
stimulation de l'autolyse par I'EDTA ainsi
que par les inhibiteurs de la trypsine et de
la pepsine, suggérant que dans ce cas,
des protéases du lactobacille ont la capa-
cité de dégrader des enzymes autolytiques

et donc de les inactiver. Dans le cas de Lb
acidophilus, un groupement sulfhydryl est
nécessaire pour l'autolyse. En effet, les
métaux lourds et les agents qui modifient

les groupements -SH libres inhibent la lyse.
L'EDTA stimule l'autolyse des cellules mais
pas celle des parois (Coyette et Shock-
man, 1973). Dans ce cas, il est difficile de
conclure s'il s'agit d'un effet direct sur l'acti-
vité d'une autolysine ou plutét d'un effet
indirect sur la stabilit¢é de I'enveloppe cel-
lulaire. Notons gque de maniere générale,

l'autolyse en solution tamponnée obser-
vée dans le cas des lactobacilles est supé-
rieure a celle observée pour les lacto-

coques.

Dans le cas des lactocoques, ce type
d'expérience a permis de montrer que des
variants filamenteux de souches de L lactis
subsp lactis ou cremoris s'auto lysaient
moins bien que les cellules normales. Ces
observations ont suggéré que la formation
de longues chaines de cellules résultait
d'une activité autolysine plus faible et que
cette derniére était impliquée dans la sépa-
ration des cellules en fin de division
(McDonald, 1971).
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Caractérisation des autolysines

Identification  de la spécificité

L'action d'une glycosidase (muramidase ou
glucosaminidase) sur le peptidoglycane
entraine l'apparition de groupements réduc-
teurs, tandis que l'action d'une amidase ou
d'une peptidase se traduit par une aug-
mentation des groupements aminés libres
(Ghuysen et al, 1966). Il est possible éga-
lement de distinguer une glucosaminidase
(hydrolysant entre Mur et NAcGIc) et une
muramidase (hydrolysant entre NAcGIc et
Mur) en analysant plus précisément la
nature du groupement libéré. Ainsi, en ana-
lysant l'autolyse d'une préparation de parois,
il est possible d'identifier la nature des
enzymes mises en jeu. De cette maniere,
il a été montré que l'autolysine majeure pré-
sente dans des parois de L /aetis subsp ere-
maris est une muramidase (Mou et al,
1976). En revanche, aucune activité ami-
dase ou peptidase n'a été mise en évidence.
De méme, l'activité autolytique majeure pré-
sente dans des parois de Lb hel/vetieus
(Lortal et al, 1991) et Lb aeidaphilus
(Coyette et Ghuysen, 1970) est de type
muramidase.

Détection des activités
en gel d'électrophorése

autolysines
renaturante

La technique d'électrophorése renaturante
consiste en une électrophorése SOS-PAGE
dans un gel qui contient un substrat d'auto-
lysine tel que des bactéries ou des parois
autoclavées. Aprés migration, le gel est lavé
pour éliminer le SOS et les protéines sont
renaturées dans un tampon qui contient du
Triton X100. La présence d'une autolysine
se traduit par l'apparition d'une bande trans-
lucide sur un fond opaque qui peut étre
coloré au bleu de méthylene (Potvin et al,
1988 ; Leclerc et Asselin, 1989).

Nous avons ainsi analysé et comparé le
contenu en auto lysines d'une quinzaine de

souches de lactocoques. Les activités ont
été testées sur substrat lactocoques ou
microcoques soit dans un extrait cellulaire,

soit dans le surnageant de culture. Un pro-
fil d'activité semblable a été trouvé sur sub-
strat microcoques pour la plupart des
souches testées, y compris pour les
souches curées de leurs plasmides L /ae-
tis subsp /aetis IL1403 et MG1363. Ce pro-
fil est constitué par une bande majeure 81
de 45 kDa et de bandes mineures 80, 82,
83 de 50, 38 et 33 kDa d'intensité variable
selon les souches (fig 2A, lignes 1a 7 et
non montré). L'activité majeure est égale-
ment présente dans le surnageant de cul-
ture. Dans le cas de la souche L /aetis subsp
eremaris AM2 caractérisée comme autoly-
tique au cours de l'affinage (Chapot-Chartier
et al, 1994) ainsi que de la souche AM1,
aucune bande n'a été détectée dans les
mémes conditions expérimentales (fig 2A,
ligne 8). L'enzyme correspondant a la bande
81 parait cependant présente chez AM2 et
peut étre révélée en testant l'activité d'une
préparation de parois sur substrat micro-
coques (non montré), mais elle semble en
quantité plus faible ou plus difficilement

extractible.

Lorsque le contenu en auto lysines des
mémes souches est testé sur substrat lac-
tocoques, les profils obtenus sont plus
variables (fig 28) ; une a trois bandes de
relativement forte intensité sont détectées au
voisinage de 46 kDa, celle de plus faible
masse moléculaire correspondant a l'acti-
vité 81 détectée sur microcoques. Dans le
cas des souches AM2 et AM1, une bande
majeure A2 de 46 kDa est révélée (fig 28,
ligne 8), qui n'est pas active sur micro-
coques (fig 2A, ligne 8).

Cette technique a également permis de
mettre en évidence différentes activités chez
les lactobacilles. Chez Lb he/vetieus, plu-
sieurs activités autolysine ont été révélées
sur substrat microcoques ou lactobacilles
une bande de 42 kDa et 6 autres bandes
avec des masses moléculaires trés voisines,
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comprises entre 29 et 33 kDa. Le profil
obtenu est identique pour les 29 souches
testées. Par ailleurs, en utilisant des parois
comme substrat, une bande supplémen-
taire de 37,5 kDa a pu étre mise en évi-
dence (Valence et Lortal, 1995).

Dans le cas de Lb casei, la méme tec-
nique a permis de révéler quatre bandes
de masse moléculaire 77,71,55,49 kDa
en utilisant soit des cellules entiéres soit
des parois comme substrat, la bande de 55
kDa étant la bande majeure. De plus, une
autre bande de 16 kDa a été détectée en
présence de Mn2+ uniquement alors que
les autres activitées étaient inhibées (F
Cappa, communication personnelle).

La technique d'électrophorése  renatu-
rante apparait comme une méthode simple
et rapide pour mettre en évidence des acti-
vités autolysines et peut également étre

A: Microcoques

2345678

B: Lactocoques

2345678

81-

utilisée comme test d'activité au cours d'une
purification, par exemple. Cependant, on
ne peut exclure l'existence d'autres auto-
lysines chez les bactéries testées. En effet,
seules les enzymes capables de se rena-
turer aprés un traitement par la chaleur et le
SOS peuvent étre révélées. De plus, des
autolysines composées de plusieurs sous-
unités non identiques ne peuvent étre
détectées. Enfin, le nombre de bandes ne
reflette pas nécessairement le nombre
d'enzymes, une bande mineure pouvant
selon sa masse moléculaire représenter
soit un produit de dégradation d'une bande

majeure soit un précurseur (Leclerc et
Asselin, 1989).
Par ailleurs, il faut noter que de nom-

breuses souches de lactocoques renfer-
ment des prophages intégrés dans leur
génome et I'on ne peut exclure que cer-

Fig 2. Détection des activités autolysines en électro-
phorése renaturante chez différentes souches de Lac-
tococcus lactis subsp cremoris (C13, SKI. US3, ES8,
AM2) ou subsp tectis (IL 1403, MG1363, NCDO0763). 1-
C13; 2-1L1403; 3- MG1363; 4- SKIl ; 5- US3; 6-
E8 ; 7- NCDO763 ;8- AM2. L'électrophorese a été effec-
tuée selon la technique SDS-PAGE (Laemmli, 1970)
dans un gel de polyacrylamide & 10 % contenant (A)
des microcoques autoclavés (0,2 % rn/v) ou (B) des lac-
tocoques autoclavés (0,4 % rn/v). Les extraits cellulaires
ont été préparés a partir des cellules cultivées sur milieu
M17 jusqu'en fin de phase exponentielle de la maniere
suivante: le culot de cellules a été incubé avec le tam-
pon de dénaturation de Laemmli pendant 3 minutes a
100 “C puis centrifugé et le surnageant a été récupéré
et chargé sur le gel d'électrophorese.

Detection of autolysin activities by renaturing electro-
phoresis in different strains of Lactococcus lactis subsp
cremoris (C13, SK11, US3, E8, AM2) or subsp lactis (IL
1403, MG1363, NC00763). 1-C13; 2: IL 1403; 3:
MG 1363; 4: SK11; 5: US3; 6: E8; 7: NCO0763; 8: AM2.
SOS-PAGE electrophoresis  was performed according
to Laemmli  (1970) in 10% polyacrylamide gel contai-
ning (A) autoclaved micrococci (0.2% wlv) or (B) auto-
claved lactococci (0.4% wilv). Cellular extracts were pre-
pared from cells grown ON M17 medium up to the end of
exponential phase in the following way: the cell pellet
was incubated in Laemmli denaturation buffer for 3 min
at 100°C then centrifuged and the supematant was reco-
vered and loaded ON the electrophoresis gel.
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taines des activités révélées correspon-
dent a des lysines codées par ces pro-
phages.

Clonage du gene codant
pour l'autolysine majeure de L lactis

Le géne codant pour l'autolysine majeure
de L laetis a été récemment cloné en cri-
blant une banque d'ADN de lactocoque chez
E coli par un test d'activité sur boite de Petri
(Buist et al, 1995). Ce test consiste a inclure
des microcoques autoclavés dans le milieu
de culture et a rechercher [l'apparition de
halos de lyse autour des colonies transfor-
mantes. De cette maniéere, le géne codant
pour une autolysine nommée AcmA de 46,5
kDa a été isolé. Une séquence signal de 57
acides aminés a été identifiée. Cette auto-
lysine correspond a I'enzyme majeure (B1l)
détectée en électrophorése renaturante. La
région N-terminale de la protéine mature
possede 60 % d'identité avec la région N-
terminale de la muramidase-2 d'E hirae
(Chu et al, 1992) et l'autolysine de Strep-
toeoeeus faeealis (Béliveau et al, 1991).
Comme les deux autres enzymes, AcCmA
contient des séquences répétées du coté
C-terminal. Compte tenu des similarités de
séquences et des résultats concernant

l'identification de l'activité mise en jeu lors de
l'autolyse de parois (Mou et al, 1976), AcmA
est vraisemblablement une muramidase.

Un mutant délété dans le géne aemA a
été construit par la technique de remplace-
ment de gene. Ce mutant forme de longues
chainettes lors de sa croissance, ce qui
indique que cette autolysine est impliquée
dans la séparation des cellules en fin de divi-
sion. Par ailleurs, aprés inactivation du gene,
toutes les activités détectées en électro-
phorése renaturante disparaissent indiquant
gu'elles proviennent toutes de AcmA. Ainsi
l'activité BD décrite ci-dessus représenterait
un précurseur de l'autolysine majeure B1,
tandis que les activités B2 et B3 correspon-
draient a des produits de dégradatiorf

Obtention de souches autolytiques

Quelques tentatives ont été réalisées afin
de sélectionner ou de construire par les
techniques du génie génétiqgue des souches
auto lytiques. Des mutants de lactocoques a
lyse thermo-inductible ont été isolés (Feirtag
et McKay, 1987a, b). Ces souches sont
capables de se lyser lors d'un choc ther-
mique de 30 "C a 40 "C qui reproduit l'aug-
mentation de température imposée au cours
de la fabrication du Cheddar. Les mutants
de L laetis subsp laetis ont été obtenus par
mutagenése chimique. Dans le cas de L
laetis subsp eremoris, il s'agissait de
souches naturellement thermolytiques, et
les auteurs ont émis I'hypothése que la lyse
résultait de l'induction d'un prophage lors
du choc thermique. La seconde tentative a
été réalisée en exprimant un géne codant
pour une lysine de bactériophage chez plu-
sieurs souches de L laetis (Shearman et al,
1992). La croissance des souches obte-
nues n'était pas affectée pendant la phase
exponentielle. En revanche, ces souches
se lysaient aprés avoir atteint la phase sta-
tionnaire. Dans ces deux cas, les souches
isolées n'ont pas été testées en fabrication
fromagere.

AUTOLYSE DANS LE FROMAGE
ET INFLUENCE DE LA LYSE
SUR L'AFFINAGE

Des études déja anciennes ont suggéré et
mis en évidence limportance de la lyse sur
la protéolyse au cours de l'affinage (Bie et
Sjérstrém,  1975a,b). Plus récemment,

d'autres études se sont attachées a évaluer
de maniere plus précise, d'une part la capa-
cité des bactéries lactiques du levain a se
lyser dans le fromage, et dautre part
l'influence de la lyse sur l'affinage. Les diffi-
cultés rencontrées dans ce type d'étude rési-
dent dans le choix d'une méthode pour
suivre la lyse dans un milieu complexe tel
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que le fromage. Le suivi de la lyse a été réa-
lisé en estimant la viabilité des bactéries, en
mesurant la libération de marqueurs intra-
cellulaires tels que des activités enzyma-
tiques ou de I'ADN, ou encore en observant
les bactéries en microscopie électronique.
Le degré d'affinage a été évalué en quanti-
fiant la protéolyse et par analyse sensorielle.

La capacité de quelques souches de lac-
tocoques a s'autolyser dans le fromage et
les conséquences sur l'affinage ont été étu-
diées dans des fromages de type Saint-
Paulin  (Chapot-Chartier et al, 1994) ou
Cheddar (Wilkinson et al, 1994). Dans les
deux cas, il a été montré que la capacité
des souches de lactocoques a s'autolyser
au cours de l'affinage était variable. Dans
les fromages de type Saint-Paulin, la souche
L lactis subsp cremoris AM2 apparait lysée
deés la premiere semaine d'affinage comme
le montrent les observations en microscopie
électronique. La lyse des bactéries s'accom-
pagne d'une décroissance rapide de la via-
bilité, et les peptidases intracellulaires choi-
sies comme marqueurs de lyse sont
présentes dans un extrait de fromage. En
revanche, la souche L lactis subsp lactis
NCDO0763 n'apparait pas lysée jusqua 3
mois d'affinage. Par ailleurs, la lyse de la
souche AM2 est accompagnée par un
niveau d'acides aminés libres et de petits
peptides plus élevé de 30 % a deux mois
d'affinage par rapport a la souche NCDO0763.
Dans le cas du Cheddar, des résultats simi-
laires ont été trouvés quant a la variabilité
des souches de lactocoques concernant leur
capacité a se lyser d'une part et la corrélation
entre lyse et protéolyse plus poussée d'autre
part. Dans ce cas, les auteurs ont montré
gue la lyse entraine la formation d'une quan-
tité plus élevée d'acides aminés libres et de
peptides de faible masse moléculaire. De
plus, la lyse peut étre corrélée avec une
absence d'amertume dans le fromage apres
4 mois d'affinage.

Une autre approche a également permis
de montrer linfluence de la lyse des bac-

téries du levain sur l'affinage. Des fabrica-
tions fromageres ont été réalisées avec une
souche de lactocoque en présence de bac-
tériophages qui infectent cette souche a des
niveaux qui permettent la croissance bac-
térienne et l'acidification du lait mais entrai-
nent la lyse ultérieure des bactéries. De
cette maniéere, il est possible de s'affranchir

des différences entre souches au niveau
de leur susceptibilité a l'autolyse ou encore
de leur contenu enzymatique et de la sta-
bilitt des enzymes. Cette approche initia-
lement utilisée par Lowrie et al (1974) avec
une souche amere dans le Cheddar avait
permis de montrer que la présence de bac-
tériophages permettait de limiter le déve-
loppement de I'amertume & un niveau équi-
valent a celui des souches définies comme
non ameres en technologie du Cheddar et
d'améliorer la flaveur. Récemment, de cette
maniere, Crow et al (1995) ont étudié

linfluence de la lyse de la souche amére L
lactis subsp lactis ML8 sur la protéolyse et
les qualités organoleptiques. Ces expé-
riences ont montré clairement que la lyse
s'accompagne d'une vitesse de protéolyse

plus élevée. Lorsque le niveau de phages
augmente, la vitesse de formation des
acides aminés libres peut étre multipliée par
un facteur allant jusqu'a 4. De plus, les
auteurs ont observé une absence d'amer-
tume dans les fromages ou les bactéries

sont lysées. Nous avons obtenu des résul-
tats similaires en lysant la souche NCDO0763

non auto lytigue avec des phages dans des
fromages de type Saint-Paulin (Kawabata

et al, résultats non publiés). Dans ce cas
également, le niveau de lyse peut étre cor-
rélé avec la quantité d'acides aminés libres
présente dans les fromages, a différents

temps d'affinage; l'augmentation de la quan-
tité d'acides aminés libres peut atteindre un
facteur 6 aprés 2 mois d'affinage.

En conclusion, ces différentes études
mettent en évidence que la lyse des lacto-
coques du levain apparait comme le fac-
teur limitant de la protéolyse. Dans le cas'
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du Cheddar, lintensification de la protéo-
lyse s'accompagne d'une réduction de
'amertume. |l faut noter que dans tous les

cas rapportés ci-dessus la lyse a été obser-
vée en début d'affinage. Par ailleurs, ces
résultats suggérent que certaines pepti-
dases libérées dans le fromage sont relati-
vement stables et permettent une augmen-
tation progressive de la quantité d'acides
aminés libres tout au long de l'affinage.

Actuellement, les études effectuées
concernent uniqguement les lactocoques
dans des fromages a pate pressée et il
n'existe pas d'informations disponibles dans
les autres cas, en particulier sur la lyse des
bactéries lactiques thermophiles présentes
dans les fromages a pate cuite.

PERSPECTIVES

Le développement des connaissances

concernant le systéme autolytique des bac-
téries lactiques, la caractérisation molécu-
laire des enzymes, I'étude de linfluence de
divers facteurs physico-chimiques sur leur
activité et I'étude de la régulation de l'expres-
sion de leur activité devraient fournir une
aide précieuse pour controler la lyse des
bactéries et obtenir des souches qui se
lysent précocement au cours de l'affinage.

Différentes approches peuvent actuelle-
ment étre envisagées pour obtenir des
souches autolytiques. La premiére consiste
a sélectionner des souches naturelles, ce
qui nécessite I'étude de l'autolyse et des
mécanismes mis en jeu dans des condi-
tions physico-chimiques proches de celles
du fromage. La deuxiéeme approche consiste
a construire des souches pourvues d'un
systeme de lyse inductible par les tech-
niques du génie génétique qui permettent
actuellement  d'obtenir des souches ali-
mentaires chez différents types de bacté-
ries lactigues (Biswas et al, 1993). Ces
souches pourront étre construites en pla-
¢ant le géne codant pour une autolysine

sous le contrdle d'un promoteur inductible
par des facteurs physico-chimiques com-
patibles avec la technologie.

Ces souches permettront en retour d'éva-
luer de fagon plus approfondie et plus pré-
cise linfluence de la lyse sur l'affinage, en
particulier sur les qualités organoleptiques et
la formation d'arbmes, ainsi que le moment
optimal pour le déclenchement de la lyse. Il
sera également possible de rechercher ou
construire des souches autolytigues qui
soient sélectionnées  ou améliorées par
ailleurs pour d'autres caractéeres d'intérét
technologique.
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