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Figure 1: Evolution de la consommation annuelle de yaourts

et laits fermentés en France (Bourlioux et al., 2011)
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« De tes aliments, tu feras ta médecine » Hippocrate

La préoccupation d’avoir une alimentation équilibrée est considérée comme la
premieére des conditions pour étre en bonne santé par une majorité des Francais.
Néanmoins, 82% des Francais disent qu’il est difficile de se nourrir de facon saine et
équilibrée pour la santé (IPSOS/SYNDIFRAIS, 2008). Dans le contexte économique actuel, les
consommateurs francgais délaissent certains produits tels que les produits laitiers, qui sont
pourtant essentiels a leur santé.

Malgré I’évolution progressive de la consommation annuelle des yaourts et de laits
fermentés de 18.4 a 23.4 Kg/personne/an de 1996 a 2007, un recul a été observé depuis
2007 (Figure 1). La reprise de la consommation amorcée en 2008 est confirmée en 2009 ainsi
gu’en 2010 pour atteindre 23.33 Kg/personne/an.

Deux facteurs ont joué en faveur de la reprise de la consommation des produits
laitiers : une baisse du « prix de vente consommateur » moyen la plus marquée sur
I’ensemble du secteur alimentaire (SYNDIFRAIS, 2011) et le fort ancrage des produits laitiers
dans le quotidien des Francais (IPSOS/SYNDIFRAIS, 2008).

Les produits laitiers frais tels que les yaourts, les fromages blancs et les desserts
lactés sont considérés comme faisant partie du patrimoine alimentaire alliant fraicheur,
diversité, plaisir, tradition et santé. La Figure 2 montre les principales impressions des
francais sur la consommation des produits laitiers.

Le lait est pergu comme un aliment santé incontournable lié a I'enfance. Le beurre et
le fromage se distinguent par leur goQt, leur forte dimension de plaisir et de gastronomie. Le
fromage est en particulier considéré comme faisant partie du patrimoine frangais car il
véhicule des valeurs de terroir, de convivialité, de tradition. Les yaourts et les desserts lactés,
qui font partie de la famille des produits laitiers ultra frais, jouissent d’une image de
modernité et de praticité.

Le yaourt associe la notion de plaisir et de santé. Il bénéficie particulierement d’une
image positive aux yeux d’une majorité de francais. Cette perception des yaourts par les
Francais expliquerait le fait qu’ils soient de grands consommateurs de yaourts juste derriere
les Allemands avec plus de 21 kilos de yaourts/personne/an. Prés de 3 Francgais sur 4 (72%)

déclarent manger des yaourts, des fromages blancs et des desserts lactés au moins une fois






par jour et 39% d'entre eux disent en consommer plusieurs fois par jour (IPSOS/SYNDIFRALIS,
2008).

Si tous les yaourts sont des laits fermentés, tous les laits fermentés ne sont pas des
yaourts. On parle de yaourt ou de yoghourt pour désigner les produits laitiers transformés a
partir de ferments lactiques spécifiques: Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
delbrukeckii ssp. bulgaricus. Dans un contexte mettant en avant la consommation quasi-
quotidienne du yaourt et ses effets bénéfiques sur la santé, nous nous sommes intéressés au
devenir du yaourt quand il est ingéré. L'objectif de mon travail de these est d’étudier les
bactéries du yaourt, et en particulier le métabolisme de la bactérie majoritaire,

Streptococcus thermophilus, dans le tractus digestif et ses effets sur I’hote.

Ce manuscrit est constitué de trois parties :

1- Une introduction bibliographique présente I'état actuel des connaissances en relation
avec mon sujet. Le premier chapitre traite de la composition aussi bien nutritionnelle que
microbiologique du yaourt et les effets sur la santé qui lui sont attribués. Le deuxieme
chapitre présente Streptococcus thermophilus et particulierement son métabolisme du
carbone. Le troisieme chapitre traite de I’évolution de Streptococcus dans le tractus digestif
et synthétise les principales études consacrées aux effets de Streptococcus thermophilus
dans différents modéles.

2- Les résultats sont présentés en trois parties: le premier chapitre traite du métabolisme de
Streptococcus thermophilus dans le tractus digestif de rats gnotobiotiques et ses effets sur
I'h6te, le deuxieme chapitre présente l'importance du métabolisme du lactose chez
Streptococcus thermophilus in vivo et le dernier chapitre traite du devenir des deux bactéries
du yaourt dans le tractus digestif.

3- La conclusion générale permettra de souligner I'apport de ce travail et de le positionner
par rapport aux avancées actuelles. Le choix du modele d’étude ainsi que son impact sur les
résultats obtenus seront discutés et comparés a d’autres modeles plus complexes. D'apres
les résultats que nous avons obtenus, d’autres effets potentiels (directs/indirects) du yaourt

sur I’hote seront proposés.
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Chapitre 1 : Le yaourt : atouts nutritionnels et santé










Tableau 1 : Origine de certains laits fermentés (D'apres Tamime & Robinson, 1999)

Lait fermenté Origine
Leben / Leban Liban et pays de I'orient
Zabady Egypte et Soudan
Roba Irak
Dahi / Dadhi Inde
Tiaourti Gréce
Cieddu Italie
Yoghurt / Yogurt / Yaort / Yaourti | Asie centrale, Balkan = Origines
/ Yaghourt multiples...




1 Origine du yaourt

Les premieres preuves de |'existence des produits laitiers fermentés remontent a
6000 ans avant JC en Asie centrale. Les premiers laits fermentés résultent probablement
d’'une fermentation au contact des bactéries résidant a l'intérieur des sacs de peau de
chevre utilisés pour le transport du lait. L'acidification du lait par fermentation est une des
plus anciennes méthodes de conservation du lait en lui conférant des qualités
organoleptiques. Différentes méthodes de fermentation dans diverses parties du monde ont
donné lieu a toute une gamme de produits de lait fermenté, dont le koumis, le kéfir, le lait
acidophile et le yaourt (Tableau 1). Les compositions, les saveurs et les textures de ces
produits varient considérablement selon le type de lait et la nature des micro-organismes

utilisés pour la fermentation.

Les travaux de Pasteur sur la fermentation en 1857 ont permis d’établir un lien entre
la fermentation lactique et les bactéries. Metchnikoff isole en 1904 le « bacille bulgare »
(Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) présent dans le yaourt. Il étudie les propriétés
acidifiantes des bactéries du yaourt et il développe I'idée que les bactéries contenues dans
les laits fermentés ont un effet bénéfique sur la santé. Il plaidera en faveur de I'introduction
de produits laitiers fermentés dans le régime alimentaire. Les premieres entreprises
fabriquant du yaourt a partir des souches de I'Institut Pasteur voient le jour en 1929 avec

Daniel Carasso.

2 Définition réglementaire du yaourt

Le Codex Alimentarius [norme n°A-11 (a)(1975)] et la législation francaise [Décret
n°88-1203 du 30 décembre (1988) relatif aux laits fermentés et au yaourt ou yoghourt]
s'accordent sur la définition suivante: « la dénomination "yaourt" ou "yoghourt" est
réservée au lait fermenté obtenu, selon les usages loyaux et constants, par le
développement des seules bactéries lactiques thermophiles homofermentaires spécifiques
dites Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus, qui doivent étre ensemencées
simultanément et se trouver vivantes dans le produit fini, a raison d'au moins 10 millions de
bactéries par gramme rapportées a la partie lactée. La quantité d'acide lactique libre

contenue dans le yaourt ou yoghourt ne doit pas étre inférieure a 0,7 gramme pour 100
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Figure 3: Schéma simplifié de la fermentation du glucose par les BL (Liu et al., 2003)



grammes lors de la vente au consommateur ». L’'association de S. thermophilus et L.
bulgaricus se traduit par un effet synergique sur l'activité acidifiante qui conduit a

I’obtention d’un coagulum de consistance plus ou moins ferme.

3 Composition microbiologique du yaourt

Le yaourt est un écosysteme simple dont la production repose sur les interactions
entre S. thermophilus et de L. bulgaricus. L'importance technologique de I’évolution de cet
écosystéme a suscité bien des intéréts. Lors de la fermentation du yaourt, le métabolisme de
S. thermophilus et de L. bulgaricus est le principal responsable de la qualité organoleptique

du produit fini.

3.1 Activité acidifiante des bactéries du yaourt

La fermentation des sucres en acide lactique est une caractéristique des bactéries
lactiques (BL) qui permet de les classer en bactéries homofermentaires ou
hétérofermentaires. Les BL produisant de [I'acide lactique uniquement sont
homofermentaires tandis que les BL produisant d’autres composés que I'acide lactique tels
que l'éthanol, le CO, et l'acide formique sont hétérofermentaires (Figure 3). Ainsi le
métabolite principal et majoritaire des BL est I'acide lactique.

Ni l'utilisation, ni la racémisation du lactate ne sont connues dans la fermentation du
yaourt. L'inconvénient qui se pose par la production du D-lactate est qu’il n’est pas
métabolisé par 'homme (Hove & Mortensen, 1995). Bien que la plupart des BL utilisées
produisent du L-lactate ou DL-lactate, certaines souches de L. bulgaricus produisent
seulement du D-lactate (Tamime & Deeth, 1980). Néanmoins, il existe des souches de L.

bulgaricus qui produisent du L-lactate ainsi que D-lactate (Turner & Martley, 1983).

3.2 Association de S. thermophilus et de L. bulgaricus

L'association de ces deux bactéries allie a la fois une relation de compétition
(compétition pour les nutriments disponibles dans le milieu de croissance) et une relation de
mutualisme (synthése et dégradation de métabolites pour I'autre bactérie). L'interaction
entre S. thermophilus et L. bulgaricus dans un milieu laitier est décrite par le terme

écologique de proto-coopération. La proto-coopération est la base pour la création de la
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Figure 4 : Représentation schématique des interactions entre S. thermophilus et L. bulgaricus dans

un environnement laitier (D'apres Sieuwerts et al., 2008)

Tableau 2 : Récapitulatif des principales études effectuées sur les facteurs stimulant la croissance de

S. thermophilus ou de L. bulgaricus (D'apres Juillard et al., 1987)

Références Facteurs de stimulation de S. thermophilus
(Pette & Lolkema, 1950) Acides aminés (Valine, Leucine, Isoleucine, Histidine)
(Bautista et al., 1966) Glycine, Histidine
(Higashio et al., 1978) Valine, Glycine, Histidine, Glutamate, Leucine
(Bracquart et al., 1977) Glutamate, Methionine, Tyrosine, Cystéine,

Phénylalanine, Histidine, Arginine

Références Facteurs de stimulation de L. bulgaricus
(Accolas et al., 1971) Formate, Adénine
(Higashio et al., 1978) Formate, Pyruvate
(Driessen et al., 1982) Formate, CO2

(Crittenden et al., 2003; Van De | Folate
Guchte et al., 2006)




relation symbiotique entre les deux espéces (S. thermophilus et L. bulgaricus) et un
métabolisme combiné avec des effets positifs sur le produit fermenté. Bien que S.
thermophilus et L. bulgaricus soient capables de fermenter le lait individuellement, leurs
croissances et leurs métabolismes sont stimulés en cultures mixtes par rapport a des mono-
cultures (Beal & Corrieu, 1991; Tamime & Robinson, 1999). Des études portant sur les
mécanismes impliqués au cours de cette association ont décrit des facteurs nutritionnels
(Figure 4).

S. thermophilus et L. bulgaricus sont en compétition pour les sources d'énergie et de
nutriments lors de la fermentation. Dans le lait, un des facteurs limitants est la teneur en
azote assimilable. Cela déclenche en premier temps une compétition pour les acides aminés
libres et les petits peptides disponibles (Letort et al., 2002). Dans un deuxieme temps, S.
thermophilus et L. bulgaricus sont en concurrence pour les peptides libérés par I'action des
enzymes protéolytiques. Pour cela, ils produisent des protéases, des systémes de transport,
et des peptidases (Courtin et al., 2002; Juille et al., 2005; Rul & Monnet, 1997; Sieuwerts et
al., 2010). Le taux de croissance et le dynamisme des populations dans les fermentations
laitieres mixtes sont largement déterminés par la capacité a utiliser efficacement les acides
aminés (Zourari et al., 1992). A quelques exceptions pres, les souches de S. thermophilus de
collection ne possédent pas de protéase de paroi PrtS (Shahbal et al.,, 1991). En
conséquence, la croissance de la plupart des souches de S. thermophilus (sauf certaines
souches hautement protéolytiques) est fortement stimulée en co-cultures avec des souches
de L. bulgaricus exprimant la protéase de paroi PrtB (Courtin & Rul, 2004).

La co-culture de S. thermophilus et L. bulgaricus est également fondée sur une autre
interaction, telle que I'échange de plusieurs facteurs stimulant la croissance. S. thermophilus
fournit a L. bulgaricus |'acide formique, I'acide pyruvique, I'acide folique (Crittenden et al.,
2003), et le dioxyde de carbone (Driessen et al., 1982). Les effets stimulants de l'acide
formique ou l'acide folique sur la croissance de L. bulgaricus sont liés a leur capacité stimuler
la biosynthése des purines (Galesloot & Hassing, 1968). La pyruvate formate lyase est une
protéine tres abondante chez S. thermophilus lors de sa croissance dans le lait, ce qui
indique que S. thermophilus pourrait fournir a L. bulgaricus du formate au cours des
croissances en co-culture (Derzelle et al., 2005). Le tableau 2 synthétise les principales

études effectuées sur les facteurs stimulant la croissance de S. thermophilus ou de L.



Tableau 3 : Composition nutritionnelle de différents types de yaourts

pour 100 g de produit (Anses, 2008)

Energie (Kcal) Eau (g) Protéines (g) Glucides (g) | Lipides (g)
Yaourt nature au lait 70.6 86.5 3.8 5 3.6
entier
Yaourt nature au lait 47.7 88.2 4 4.8 1.02
partiellement écrémé
Yaourt nature 0% au lait 42 88.6 4.4 5.1 0.07
écrémé
Yaourt aromatisé sucré 84.8 81.1 3.1 14.2 1.4
au lait demi-écrémé
Yaourt aux fruits sucré 91.8 77.6 3.2 15.2 1.69

au lait demi-écrémé




bulgaricus et montre la prévalence des acides aminés en tant que facteurs stimulant la
croissance de S. thermophilus.

D’autres facteurs régissant ces interactions ont également été signalés. Certaines
souches de L. bulgaricus produisent une bactériocine qui inhibe la croissance de S.
thermophilus (Miteva et al., 1998). En outre, certaines souches de S. thermophilus
produisent également des bactériocines mais L. bulgaricus n’y est pas sensible a (Fontaine &
Hols, 2008; Ivanova et al., 1998).

L'association des deux bactéries favorise souvent une augmentation de l'activité
acidifiante. Toutefois cette activité est souche-dépendante (Sodini et al., 2000). En effet,
I'acidité du milieu inhibe la croissance de S. thermophilus alors que la croissance de L.
bulgaricus ne s’arréte qu’autour de pH 4,4 (Beal & Corrieu, 1991).

La résultante de toutes ces interactions entre S. thermophilus et L. bulgaricus lors de
la co-culture aboutit généralement a un avantage numérique de S. thermophilus (Beal et al.,
1994; Courtin & Rul, 2004; Herve-Jimenez et al., 2009; Pette & Lolkema, 1950). La relation
entre S. thermophilus et L. bulgaricus influe sur les caractéristiques organoleptiques, la

fermentation du lait et apporte des spécificités nutritionnelles et des fonctionnalités santé.

4 Apports nutritionnels du yaourt

Les valeurs nutritionnelles du lait sont tout a fait transposables au yaourt. En effet, le
yaourt concentre les qualités nutritionnelles du lait auxquelles s’ajoutent les propriétés
apportées par les ferments lactiques. Plusieurs facteurs interviennent dans la composition
finale du yaourt :

- les souches utilisées pour la fermentation du lait ;

- la nature du lait utilisé (entier, demi-écrémé ou écrémé) ;

- I'ajout éventuel d’ingrédients qui interviennent sur la composition des produits

(sucres, arébmes, fruits...) ;

- les procédés de fabrication (température, durée de fermentation...).

Grace a sa haute teneur en eau de plus de 80%, le yaourt est un aliment hydratant
(Tableau 3). Il contient du lactose qui est la source de carbone majoritaire. Pendant la
fermentation, ce disaccharide est hydrolysé par la B-galactosidase bactérienne en glucose et

galactose (Hutkins et al., 1985a; Zourari et al., 1992). C’est aussi une source de protéines



Tableau 4 : Teneur en acides gras de différents types de yaourts et de fromages

pour 100 g de produit (Anses, 2008)

AG saturés AG mono-insaturés | AG polyinsaturés
Yaourt nature au lait entier 2.22 0.99 0.9
Yaourt nature au lait partiellement 0.64 0.28 0.02
écrémé
Yaourt nature 0% au lait écrémé 0.04 0.01 0.002
Fromage : Comté 18.8 9.7 1.11
Fromage blanc type petit suisse 20% 3.21 1.44 0.16
MG/MS nature
Tableau 5 : Apport en oligo-nutriments de 100 g de yaourt (Anses, 2008)
Yaourt nature au lait
Oligo-éléments % ANC
partiellement écrémé (100 g)
Magnésium 12.8 mg 4%
Phosphore 99 mg 16%
Calcium 143 mg 20%
Fer 0.13mg 1.4%
Zinc 0.63mg 7%
Sélénium 1.5 g 2.5%
Tableau 6 : Apport en vitamines de 100g de yaourt (Anses, 2008)
Yaourt nature partiellement écrémé (100 g) | % ANC
Vitamine D 0.2 pg 4%
Vitamine B1 (Thiamine) 0.05 mg 3%
Vitamine B2 (Riboflavine) 0.25 mg 14%
Vitamine B3 (Niacine) 0.22 mg 1%
Vitamine B5 (Acide pantothénique) 0.42 mg 7%
Vitamine B6 (Pyridoxine) 0.05 mg 4%
Vitamine B9 (Folate) 25 ug 8%
Vitamine B12 0.22 pg 6%




avec 5 g de protéines par pot, valeur supérieure a la teneur en protéines du lait, suite a
I'ajout de poudre de lait écrémé lors de la fabrication du yaourt. Ainsi les caséines et les
protéines du lactosérum présentent une source riche en acides aminés (Shahani & Chandan,
1979) car les protéines du yaourt sont plus digestibles que celle du lait suite a leur hydrolyse
par les bactéries lactiques (Oberg et al., 1991; Thomas & Pritchard, 1987; Zourari et al.,
1992). Un yaourt pése en moyenne 125 g mais sa composition nutritionnelle présentée
(Tableau 3) est exprimée pour 100 g quels que soient les produits.
» Apport modéré en énergie :

La teneur en matiére grasse du yaourt dépend de la nature du lait utilisé. Le yaourt
est le produit laitier qui contient le moins de matiere grasse en comparaison avec d’autres
produits comme les fromages (Tableau 4). Cette matiére grasse est aux 2/3 une matiere
grasse saturée mais ne représente au plus que 2.4% de la composition du yaourt. Le yaourt
reste donc un aliment a apport modéré en énergie.

» Apport en minéraux et vitamines :

Le yaourt est particulierement riche en minéraux et oligo-éléments (Tableau 5). Un
pot de yaourt couvre 13% des besoins journaliers en phosphore et 16% des besoins de
calcium d’un adulte. Lors de la fermentation du yaourt, I'acide lactique produit permet la
solubilisation du calcium (Tamime & Robinson, 1999). L’absorption du calcium au niveau de
I'intestin se fait par un transport passif ou par un transport actif quand la quantité de
calcium ingérée est inférieure a 800 mg. L'apport de calcium assuré par un pot de yaourt
peut jouer un role dans sa propre absorption en stimulant le transport actif au niveau du
duodénum (Bronner & Pansu, 1999).

Le yaourt est aussi une source de vitamines (Shahani & Chandan, 1979) (Tableau 6).
Ces vitamines sont hydrosolubles et ne sont donc pas stockées dans l'organisme (a
I'exception de la vitamine B12). De ce fait leurs apports doivent é&tre assurés
guotidiennement par notre alimentation. Ces vitamines sont impliquées dans de
nombreuses fonctions: construction (croissance, développement du squelette...),
fonctionnement et entretien de divers tissus et systemes (transformation et utilisation des
macronutriments, coagulation du sang...).

Ainsi le yaourt apparait un aliment de choix dans le cadre d’une alimentation
équilibrée. En effet, il est riche en protéines et assure un apport de vitamines et d’oligo-

éléments, particulierement le calcium, tout en ayant un apport énergétique modéré.
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Figure 5: Consommation de yaourts et laits fermentés en fonction

de I'dge (D'aprés Bourlioux et al., 2011)



5 Effets du yaourt sur la santé

Plusieurs études ont rapporté les effets bénéfiques des laits fermentés sur la santé.
Ces effets dépendent a la fois des souches utilisées et des métabolites produits. L'effet le
plus étudié qui a valu la dénomination « probiotique » par I'EFSA au yaourt est I'amélioration
de la digestion du lactose. D’autres études ont porté sur I'effet du yaourt sur les diarrhées ou

I'immunité. Malgré cela, les études portant sur ces effets du yaourt sont restreintes.

Rappel de certaines maladies liées a la malnutrition

Il est important de rappeler certaines maladies dont la prévalence est élevée en
partie a cause d’un régime alimentaire déséquilibré. Le programme national de nutrition et
de santé (PNNS) recommande la consommation de trois a quatre produits laitiers par jour.
Pourtant, les enquétes alimentaires menées en France ces dernieres années montrent que la
consommation des produits laitiers est insuffisante. La consommation des yaourts et laits
fermentés varie selon les ages comme indiqué dans la Figure 5 et montre des disparités et
une baisse chez les adolescents.

Parmi les maladies liées a une alimentation déséquilibrée ou carencée posant un réel
probleme de santé publique en France, deux maladies ont attiré notre attention : I'obésité et
I'ostéoporose.

L'insuffisance de la consommation de lait et de laitages pendant I'adolescence, avec
I'apport tres insuffisant de calcium qui en résulte a cette période de la vie déterminante
pour la minéralisation osseuse, est un probléeme majeur, en particulier chez les filles. Les
sujets ayant un apport en calcium inférieur au besoin nutritionnel moyen étaient de 73,5%
pour les filles de 10 a 19 ans et de 62,4% pour les garcons de 15 a 19 ans (INCA2, 2007).
L’exclusion de I'apport lacté pendant I’enfance influence également la santé osseuse a long
terme, et en particulier le risque d’ostéoporose et de fractures chez la femme apres la
ménopause. L'ostéoporose chez les personnes agées constitue actuellement une
préoccupation majeure en matiére de santé publique, en raison des fractures, des douleurs,
des invalidités et de la surmortalité qu’elle génére. La prévention de I'ostéoporose repose
notamment sur I'obtention d’un pic de masse minérale osseuse le plus élevé possible chez
I'adulte jeune.

En 2009, 31.9% des Francais adultes étaient en surpoids et 14.5% étaient obéses.

Dans cette population, la prévalence de I'hypertension artérielle traitée est de 18.4%. Elle a
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augmenté de 1.5% par rapport a 2006. Le risque d’étre traité pour I'hypertension artérielle
est multiplié par 2.5 chez les sujets en surpoids et par 4 chez les obéses (Obépi-Roche, 2009).
La prévalence des dyslipidémies traitées (hypercholestérolémie ou hypertriglycéridémie
mixte ou isolée) est multipliée par 2 en cas de surpoids et par presque 3 en cas d’obésité (vs
sujets de corpulence normale). 5,4% des adultes déclarent étre traités pour un diabéte. Au
vue de ses maladies, un régime alimentaire équilibré pourrait prévenir la majorité d’entre

elles.

5.1 Effet de la composition nutritionnelle du yaourt sur la santé

Le yaourt exerce des effets bénéfiques sur la santé grdce a sa composition
nutritionnelle. La richesse en protéines des yaourts leur conferent un effet satiétogene
(Chapelot & Payen, 2010; Tsuchiya et al., 2006), ce qui permet, dans le cadre d’'une
alimentation équilibrée, de lutter contre I'obésité. D’autre part, des essais cliniques ont
permis de montrer qu’un yaourt enrichi en vitamine D permet d’améliorer la glycémie des

patients souffrant du diabéte du type 2 (Nikooyeh et al., 2011).

5.2 Effet de la composition microbiologique du yaourt sur la santé

» effet du yaourt sur la digestion du lactose

Une relation de cause a effet a été établie entre la consommation de bactéries vivantes
du vyaourt et I'amélioration de la digestion du lactose chez les personnes ayant une
intolérance au lactose (EFSA, 2010). L'incapacité a digérer le lactose, cause de l'intolérance
au lactose chez I'homme, a été attribuée a des quantités insuffisantes de la lactase
intestinale.
Afin de porter I'allégation, I'EFSA souligne I'importance du caractére vivant des ferments qui
doivent contenir au moins 10® UFC de micro-organismes vivants par portion. Chez I'Homme,
plusieurs des études ont comparé la digestion du lactose apres ingestion d’un yaourt frais,
d’un yaourt thermisé, d’un produit laitier fermenté et de lait. Ces études utilisent le test BHC
(breath hydrogen concentration) (Tableau 7). Chez les personnes ne digérant pas le lactose,
ce sucre traverse intact l'intestin gréle et arrive jusqu’au colon ou il est fermenté par le
microbiote colique. Cette fermentation produit différent gaz dont I’hydrogene. L'hydrogéne

est retrouvé dans I'air expiré en quantité proportionnelle a la quantité de lactose arrivant
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dans le colon, et donc inversement proportionnelle au degré de digestion du lactose dans
I'intestin. Ces études montrent une plus grande excrétion d’hydrogéne, donc une moindre
digestion du lactose aprés consommation des produits thermisés par rapport aux yaourts
frais. Certaines études ont suivi l'intensité des symptomes gastro-intestinaux des sujets
digérant peu ou pas le lactose. Elles concluent a une moindre incidence ou une moindre
intensité des douleurs abdominales, flatulences ou ballonnements aprés ingestion de
yaourts par rapport a un produit laitier fermenté thermisé et, de maniére encore plus nette,
par rapport a du lait. L'amélioration de la digestion du lactose se fait grace a I'activité de la
B-galactosidase (enzyme hydrolysant le lactose) de S. thermophilus et L. bulgaricus dans le
TD. Cette activité est presque dix fois plus importante dans le yaourt frais que dans le yaourt
pasteurisé (Savaiano et al., 1984).

La quantité de lactose digérée dépend a la fois de I'activité des enzymes bactériennes du
yaourt mais aussi du nombre de bactéries présentes. Une étude clinique de type dose-
réponse (Pelletier et al., 2001a) a montré qu’un produit dont la concentration bactérienne
est de 10° UFC/g ou moins améliore peu la digestion du lactose, alors qu’un yaourt
contenant 10° UFC/g permet de supprimer I'excrétion d’hydrogene, suggérant que la
majeure partie du lactose ingéré est digérée. Ceci est parfaitement cohérent avec I'ensemble
des études citées, dans lesquelles la digestion de 12 a 25 g de lactose est améliorée apres
ingestion de 250 a 500 g de yaourt contenant au moins 10’ UFC/g et, le plus souvent, 108

UFC/g.

> Autres effets du yaourt sur la santé
D’autres études portent sur les effets du yaourt sur la santé. Ces études, peu
nombreuses ont été réalisées chez 'lhomme et I'animal. Elles portent sur la stimulation du
systéme immunitaire, la prévention du cancer, de certaines maladies inflammatoires et

divers autres effets présentés ci-dessous.

- Effet sur le microbiote : avec I'espérance de vie des populations européennes qui ne
cesse d’augmenter, « bien vieillir » se pose comme un défi. Une étude a été menée
sur I'effet de la consommation de yaourt chez des personnes agées (78.3+9.8 ans).

Une baisse significative des Clostridia a été observée (Canzi et al., 2002), ce qui est
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considéré comme bénéfique pour la santé car les Clostridia générent des produits de

putréfaction potentiellement toxiques pour la muqueuse colique.

Effet sur les diarrhées et les infections intestinales : I'administration de yaourt a 112
enfants ne souffrant pas de mal-nutrition (agés de 3 a 24 mois) permet de réduire la
durée et la fréquence des diarrhées non sanglantes (Boudraa et al., 2001) quand
celles-ci ne sont pas causées par une intolérance au lactose. D’autre part,
I'administration de vyaourt semble aussi efficace et moins couteuse que
I’'administration du probiotique Saccharomyces boulardii chez des enfants (age
moyen 21.1+2.88 mois) (Eren et al.,, 2010). Des études réalisées chez les animaux
montrent que la consommation de yaourt ne protege pas contre la salmonellose,
mais réduit considérablement la mortalité et la perte de poids chez des rats (Hitchins
et al., 1985). Une réduction de la mortalité a aussi été observée chez des souris
infectées avec Salmonella typhimurium par une alimentation enrichie en yaourt
(Simone et al., 1988).

Stimulation du systéme immunitaire : des études portant sur I'effet du yaourt sur
I'immunité ont montré a la fois un effet pro-inflammatoire et anti-inflammatoire et
cela est probablement relié aux différentes souches utilisées. La consommation
réguliere de yaourt stimule le systéme immunitaire chez 'homme (deux groupes :
jeunes adultes agés de 20 a 40 ans et séniors agés de 55 a 70 ans) et diminue les
symptomes d’allergie (Van de Water et al., 1999). Le yaourt a un effet pro-
inflammatoire en stimulant la production de cytokines et plus particulierement d’IL-

1B et de TNF-a chez des hommes de moyenne d’age de 24.4 (Meyer et al., 2007).

Prévention du cancer : une étude clinique (sur une période s’étalant jusqu’a 12 ans)
montre que la consommation de yaourt réduit les risques de cancer colorectal en
particulier des hommes (Pala et al., 2011).

Chez des souris, la consommation de yaourt peut prévenir du risque du cancer du
colon en exercant une activité anti-tumorale et ce en augmentant |'apoptose
(LeBlanc & Perdigdn, 2004). Cette apoptose peut étre a I'origine d’une diminution de

la réponse immunitaire inflammatoire médiée par l'augmentation des IgA, la
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libération d'lIL-10 et I'induction de I'apoptose chez des souris (Perdigdn et al., 2002).
Elle peut aussi agir en diminuant les taux d'enzymes pro-carcinogéniques dans le
contenu caecal chez des souris (Rachid et al., 2002). L’administration de yaourt a des
souris présentant des tumeurs induites par le 1,2-dimethylhydrazine dihydrochloride

réduit significativement le nombre de tumeurs (Narushima et al., 2010).

- Prévention des maladies inflammatoires : dans le cas de maladies inflammatoires de
I'intestin telles que la maladie de Crohn ou les colites ulcératives, 'administration de
yaourt pendant la période de rémission prévient la récurrence de I'inflammation sans
pour autant avoir des effets secondaires indésirables chez des souris (Chaves et al.,
2011). Les bactéries du yaourt induisent la production d’interleukines B chez des
souris (Solis-Pereyra et al., 1997). In vitro, elles induisent la production d’interférons

o et B chez des cellules PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell).
- Effet anti-grippe: chez des souris, le yaourt, et plus particulierement les exo-
polysaccharides acides excrétés par L. bulgaricus, exerce un effet antigrippe (Nagai et

al., 2011).

L’ensemble de ces données sur le yaourt mettent en avant ses atouts nutritionnels

ainsi que les bénéfices de ses ferments sur la santé.
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Chapitre 2 : Streptococcus thermophilus, bactérie majoritaire du yaourt
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Figure 6 : Relation phylogénique entre 34 espéces de Streptococcus (D’apres Havarstein, 2010).

Tableau 8 : Evolution des outils de classification des bactéries

(D'apres Schleifer et al., 1991)

Classification basée principalement sur

Fin du 19°™ siecle Morphologie, Besoins spécifiques de croissance, Potentiel pathogene
1900 - 1960 Morphologie, Physiologie, Biochimie

1960 - 1980 Chimiotaxonomie, Taxonomie numérique, Hybridation ADN-ADN

1980 a aujourd’hui Analyse génotypiques, « Multilocus Sequence Analyses» (MLSA),

« Average Nucleotide Identity » (ANI)




Plusieurs études ont porté sur la physiologie de S. thermophilus et de L. bulgaricus
dans le yaourt et dans le lait. Ces études ont montré I'adaptabilité des ferments du yaourt au
milieu laitier et particulierement a sa composition riche en lactose (source de carbone
majoritaire). Dans ce chapitre, je présenterai la bactérie majoritaire du yaourt S.
thermophilus ainsi que son métabolisme des sources carbonées qui lui a permis en grande

partie de s’adapter a son environnement laitier.

1 Classification phylogénétique et analyse génétique de S. thermophilus

1.1 Classification génétique

S. thermophilus appartient au phyla des Firmicutes, a la classe des Bacilli, au sous-
ordre des Lactobacillales (Makarova et al., 2006a). Il a été décrit en 1919 par Orla-jensen sur
la base de criteres phénotypiques, comme streptocoque appartenant au groupe des
bactéries lactiques. Les Streptocoques ont d'abord été identifiés sur la base de leur pouvoir
hémolytique et antigénique, la nature de leur antigene polysaccharidique de paroi
(Lancefield, 1933) et des tests phénotypiques (Facklam, 2002). Des espéces de
streptocoques sont classées par des comparaisons des séquences du géne codant pour 'ARN
ribosomal (ARNr) 16S en association avec des critéres phénotypiques (Giraffa et al., 2001;
Milinovich et al., 2008; Shewmaker et al., 2007; Takada & Hirasawa, 2008; Vela et al., 2009).
L’analyse comparative de I’ARNr 16S a permis de classer S. thermophilus dans le genre
Streptococcus qui comprend 6 especes: pyogenic, anginosus, mitis, bovis, mutans et

salivarius (Kawamura et al., 1995; Lal et al., 2011; Pombert et al., 2009) (Figure 6).

La classification des bactéries en général a évolué au cours du temps notamment en
fonction des techniques émergentes utilisées (Tableau 8) ce qui a joué un role dans la
classification de S. thermophilus. S. thermophilus avait été initialement classé comme une
sous-espece de S. salivarius (Streptococcus salivarius ssp. thermophilus) (Farrow & Collins,
1984; Sherman, 1937). Cependant, en 1991, Schleifer et ses collaborateurs ont fourni des
preuves, basées sur des expériences d’hybridation ADN-ADN, qui conférent le statut
d'espéce a part entiére a S. thermophilus (Schleifer et al., 1991).

Afin d’identifier et de classer différentes espéces de streptocoques, le séquencage de

génes codant pour la superoxide dismutase a manganése (Mn-SOD) (Poyart et al., 1998), la
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Tableau 9 : Caractéristiques des génomes de différentes souches séquencées de S. thermophilus.

Souches Taille (Kpb) % G+C % génes codants | Nombre de génes associés a
S. thermophilus des voies métaboliques
CNRZ1066 1796 39.08 85 864
LMG 18311 1796 39.09 85 820
LMD-9 1856 39.07 78 788
NDO3 1831 39.1 94
JIM8232 1929 38.9 81.3




sous-unité B de I’ADN gyrase (GyrB), la sous-unité B de I’ARN polymérase (RpoB) (Glazunova
et al.,, 2009) ou la protéine de recombinaison et de réparation (RecN) (Glazunova et al.,
2010) a permis d’effectuer des analyses de phylogénie. Une autre facon d’explorer la
diversité génétique de S. thermophilus a été d’étudier son génome par |'approche de
Multilocus Sequence Typing (MLST). Ainsi, la comparaison des variations des séquences
nucléotidiques de huit genes de ménage (ilvC, pepO, pyrE, glcK, ddIA, thrS, dnaE et tkt) a
permis de montrer que la divergence des séquences est tres faible, avec une moyenne de
0,19% (Bolotin et al., 2004; Hols et al., 2005). Cela renforce I'idée que S. thermophilus est
une espece émergente.

S. thermophilus est proche de streptocoques pathogénes tels que S. pneumoniae, S.
pyogenes, S. agalactiae. En effet, environ 80% des ORFs (Open reading frame) de S.
thermophilus sont orthologues avec d’autres génes de streptocoques. S. thermophilus et S.
suis montrent 95% de similitude au niveau nucléotidique du géne codant la protéase de
paroi Prts (Delorme et al., 2009). La comparaison des génomes de S. thermophilus avec des
génomes de streptocoques pathogénes publiés souligne non seulement sa parenté avec les
espéeces pathogenes, mais révele également que les déterminants les plus importants pour la
pathogénicité sont soit absents, présents en tant que pseudogénes ou codent pour des
fonctions cellulaires de base (Bolotin et al., 2004; Hols et al., 2005; Makarova et al., 2006a;
Makarova et al., 2006b). La capacité a utiliser différentes sources de carbone est importante
pour la virulence de streptocoques pathogénes, et cela en permettant le maintien de ces
bactéries dans leur niche écologique (Ajdic et al., 2002; Tettelin et al., 2002). Plus de 30% des
pseudogenes chez S. thermophilus codent pour le transport et le métabolisme des sucres

(Bolotin et al., 2004).

1.2 Analyse du génome de S. thermophilus

Les génomes de cing souches de S. thermophilus, les souches CNRZ1066, LMG 18311,
LMD-9, NDO3 et JIM8232 ont été séquencés (Bolotin et al., 2004; Delorme et al., 2011;
Makarova et al., 2006b; Sun et al., 2010). Le tableau 9 synthétise les caractéristiques de leurs
génomes (Delorme et al., 2011; Liu et al., 2009; Sun et al., 2010).

Les génomes des souches de S. thermophilus séquencées sont de petite taille et

présentent un faible %G+C. L'absence d’une voie d’évolution claire indique que la
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Tableau 10: Genes spécifiques de S. thermophilus LMD-9 (D'apres Goh et al., 2011)

Genes orthologues

ORFs Fonction putative (% de similarité au niveau des
acides aminés)

STER_0150 | UDP-glucose 6-deshydrogénase E. faecalis (90%)
STER_0576 | Mucus-binding protein L. citreum (68%)
STER_0846 | Protéine d’enveloppe cellulaire PrtS S. suis (95%)
STER_1057 | PST: famille de transporteurs de polysaccharides EpsU | L. lactis (98%)
STER_0149 | Glycosyl-transférase E. faecalis (90%)
STER_1063 | Glycosyl-transférase E. rectale (67%)
STER_1064 | Glycosyl-transférase R. obeum (80%)
STER_1065 | Glycosyl-transférase E. rectale (90%)
STER_1347 | Peptide ABC transporteur, perméase L. mesenteroides (97%)
STER 1348 | Peptide ABC transporteur, ATPase L. mesenteroides (96%)




recombinaison et le transfert de génes sont fréquents chez S. thermophilus. Ainsi, S.
thermophilus affiche un faible niveau de polymorphisme. Par ailleurs, le transfert latéral de
génes (TLG) semble avoir contribué a faconner son génome (Hols et al., 2005). Un cas de TLG
est l'insertion d’une région de 17 kb dans un géne tronqué pepD, englobant une mosaique
de fragments dépassant 90% de similitude avec des séquences d'ADN de L. bulgaricus et L.
lactis. Les clusters de genes cbs-cbIB(cglB)-cysE chez S. thermophilus et L. bulgaricus ont 94%
de similitude au niveau des séquences suggérant un autre cas de TLG (Liu et al., 2009).
D’autres cas de TLG sont présentés dans le tableau 10. Ces genes de la souche S.
thermophilus LMD-9 impliqués dans lutilisation des sucres ou des protéines sont
orthologues a plus de 65% avec des genes d’autres bactéries (Goh et al., 2011).

Des transferts de genes (codant pour des exopolysaccharides) se passent aussi dans
I'autre sens a savoir de S. thermophilus a L. bulgaricus contribuant a I'optimisation de

I'interaction de ces deux bactéries dans la synthése du yaourt (Liu et al., 2009).

10% des genes de S. thermophilus ne sont pas fonctionnels a cause des mutations de
la suppression ou la troncature des genes. Les pseudogenes sont, entre autres, homologues
a des genes impliqués dans le métabolisme carboné, dans le transport et la régulation. Les
protéines de transport et le métabolisme énergétique sont concernés avec =30% de
séquences codantes tronquées se rapportant a la dégradation des glucides, I'absorption et la
fermentation. Notamment, la moitié des genes dédiés a I'absorption de sucres, y compris
guatre des sept systemes de transport de sucre phosphotransférase (PTS), sont des
pseudogenes chez S. thermophilus. Mais cette dégénérescence ne semble pas s’appliquer de
la méme facon a toutes les souches. La souche LMD-9 posséde un gene codant une protéase
de surface PrtS. Cette protéase est ancrée a la surface de la paroi (Fernandez-Espla et al.,
2000). Chez S. thermophilus, méme si cette protéase est similaire a la protéase des
streptocoques pathogenes elle n’a pas gardé la méme fonction. Elle n’est pas associée a la
virulence mais plutdét a une croissance et un taux d’acidification du lait rapides grace a
I’hydrolyse des caséines du lait en apportant des peptides et acides aminés.

Le génome de S. thermophilus a évolué par perte de fonctions ainsi que par le
transfert latéral de genes. Ces deux facteurs ont permis une modification de S. thermophilus
divergente de celles de d’espéeces pathogeénes et son adaptation au lait. S. thermophilus

remplit les conditions pour étre reconnue par I'EFSA comme QSP (Qualified Presumption of
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Safety) et comme GRAS (Generally Recognized As Safe) par I'US Food and Drug

Administration.

2 Comparaison des génomes de souches de S. thermophilus

Les génes « core » sont les génes qui sont présents dans toutes les souches de S.
thermophilus et représentent probablement les genes qui sont nécessaires a la survie dans
des conditions normalement rencontrées par S. thermophilus : dans un environnement
laitier (Lefebure & Stanhope, 2007; Rasmussen et al., 2008). Ces genes représentent 58% du
génome de 47 souches de S. thermophilus. Les génes non-core sont des génes qui ont été
récemment acquis ou variables entre les différentes souches (Rasmussen et al., 2008).

Les génomes des souches CNRZ1066, LMG18311 et LMD-9 présentent 83% de
similitudes au niveau des ORFs (Open Reading Frame) (Goh et al., 2011). S. thermophilus
CNRZ1066 et S. thermophilus LMG 18311 sont plus semblables et présentent 94% de
similitudes au niveau des ORFs (Bolotin et al., 2004). Les principales différences concernent
les génes impliqués dans la biosynthése de polysaccharides extracellulaires (eps, rgp) et la
synthese d’une bactériocine (Bolotin et al., 2004; Liu et al., 2009). S. thermophilus LMD-9 a
127 ORFs (représentant 6.9% des ORFs) qui lui sont spécifiques sont localisés dans 27 loci
(Goh et al., 2011). Approximativement 14 des 27 loci sont concentrés dans des régions
distales de l'origine de réplication suggérant la présence de transposases (intactes ou
tronquées) comme éléments contribuant significativement a la variation des génomes de S.
thermophilus (Goh et al., 2011).

La comparaison des génomes des souches de S. thermophilus montre que la souche
LMD-9 est celle qui présente le plus de différences par rapport aux souches CNRZ1066 et
LMG18311 (Liu et al., 2009).

2 Utilisation des sucres et les voies de métabolisation

S. thermophilus est dépendante de la fermentation des sucres pour produire de
I'énergie. Cette espece est incapable de désaminer et de produire de I'ATP a partir de
I'arginine. Cela a probablement contribué au développement de S. thermophilus en tant que
bactérie lactique homofermentaire thermophile hautement adaptée a la croissance sur
lactose comme source primaire d'énergie (Van den Bogaard et al., 2000), le lactose étant la

principale source d'énergie disponible lors d'une croissance dans du lait. Le role principal de
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Figure 7: Représentation schématique de différents systéemes de transport de sucres

PTS : systéme de transport et de phosphorylation des sucres grace aux enzymes IIABC (IIC : transport
du sucre et IIAB : phosphorylation du sucre) et I'enzyme HPr (tranport du P) ;

Transporteur ATPase: contient une cassette ABC-Biding et couple la translocation du sucre a
I’hydrolyse de I'ATP ;

Perméases uniport, symport antiport : canaux de transports qui permettent I'échange de sucres ou

qui peuvent étre liés a un transport d’ions.

Tableau 11 : Différents types de transporteurs de sucres chez S. thermophilus

(Hols et al., 2005)

Type de transporteur PTS ABC Perméase
Fructose Glucose Lactose
Sucres
Sucrose Galactose




S. thermophilus en tant que bactérie lactique est la fermentation et la transformation rapide
du lactose en lactate. Cing sucres différents sont fermentés par S. thermophilus: le lactose, le
saccharose, le glucose, le galactose et le fructose. S. thermophilus est trés adaptée a croitre
sur lactose comme source de carbone. Le galactose et le fructose ne sont fermentés que par
un nombre limité de souches (Vaillancourt et al., 2002; Van den Bogaard et al., 2004). La
diversité des produits finaux de la fermentation est limitée. Qutre le L-lactate, le produit de
fermentation principal, de faibles niveaux de formate, acétoine, diacétyle, I'acétaldéhyde et

I'acétate ont été détectés comme complémentaires des produits finis (Ott et al., 2000).

2.1 Transport des sucres

La premiére étape dans le métabolisme des sucres est leur transport a travers les
enveloppes cellulaires. Les transporteurs de sucre sont généralement spécifiques du substrat
et peuvent étre divisés en trois catégories basées sur I'énergie utilisée pour le transport

(Figure 7):

- les systémes phosphotransférase (PTS) qui permettent la translocation des sucres par
phosphorylation,

- les transporteurs ATPase qui contiennent une ATP-Binding Cassette (ABC),

- les perméases qui sont des canaux de transport par des mécanismes d’échanges liés

ou non a des ions.

Le saccharose et le fructose sont les seuls sucres qui sont transportés par PTS chez S.
thermophilus, mais avec une efficacité inférieure au lactose (Van den Bogaard et al., 2004).

Le tableau 11 spécifie le type de transporteur pour chaque sucre chez S. thermophilus.

Dans les génomes des deux souches LMG18311 et CNRZ1066 de S. thermophilus, 7
loci codent pour des systemes PTS (ptsG, fruA, bglP, treP, manLMN, celB, scrA), 2 loci pour
des transporteurs ABC de sucres (malEF, stu/str0809-811) et 2 loci pour des transporteurs
de types perméase (lacS, stu/str0855) (Hols et al., 2005). Les deux génomes contiennent
aussi des pseudogénes pour le transport et l'utilisation d’autres sucres: W ptsG (PTS
glucose), ¥ fruA (PTS fructose), ¥ bglP (B-glucosides PTS), W treR W treP W treA (PTS
trehalose), W scrR scrB scrA scrK (PTS sucrose), malQ malR ¥ malE ¥ malF (transporteur ABC

maltose/matodextrin). Le systéme PTS manLMN (transporteur PTS de mannose, fructose et
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Tableau 12 : Systemes codant pour le transport de sucres chez S. thermophilus LMD-9

(D'apres Goh et al., 2011)

Locus Protéine codée Homologue chez Homologue chez
LMG18311 CNRZ1066
Systemes de phosphotransferases (PTS)
STER_0370 mannose/fructose PTS IID stu0331 str0331
STER_0371 mannose/fructose PTS IIC stu0332 str0332
STER_0372 mannose/fructose PTS IIAB stu0333 str0333
STER_1323 Cellobiose PTS IIC stu1368 str1368
STER_1710 Sucrose PTS EIIBCA stul734 strl734
{STER_0237 | Glucose/N-acetylglucosamine PTS EIICBA, stu0189 str0189
tronqué.
STER_0446 | Fructose PTS lIA, tronqué. stu0401 str0401
WSTER_0544 | Beta-glucoside PTS EIIABC, tronqué. stu0512 str0512
WSTER_1862 | Trehalose PTS EIIABC, tronqué. stu1890 str1890
ABC transporteur
STER_0856 ABC transporteur stu0808 str0808
STER_0857 SucreABC transporteur, stu0809 str0809
STER_0858 Sucre ABC transporteur stu0810 str0810
STER_0859 Sucre ABC transporteur stu0811 str0811
STER_1153 ABC transporteur, stul188 str1188
STER 1154 Ribose/xylose/arabinose ABC transporteur stu1189 str1189
STER_1155 ABC transporteur stul190 str1190
{STER_0249 | Ribose/xylose/arabinose ABC transporteur, | stu0201 str0201
tronqué.
Perméase
STER_0891 Glucose/ribose perméase stu0855 str0855
STER_1367 Lactose perméase, LacS stul398 str1398




glucose) semble intact. Toutefois une incapacité a transporter le glucose et le mannose a été
démontrée (Cochu et al.,, 2003). Trois autres transporteurs pourraient étre capables
d’acheminer le glucose : celB (PTS incomplet), stu/str0855 de la famille des transporteurs
GRP et stu/str0809-811 un ABC transporteur.

La souche LMD-9 posséde 5 loci codant pour des systémes PTS (transport de mannose, de
fructose, de cellobiose et de sucrose) et qui ont leurs homologues chez les deux souches
LMG18311 et CNRZ1066. Elle possede aussi 7 loci codant pour des ABC transporteurs et 2
loci codant des perméases. Le génome de la souche LMD-9 posséde aussi des pseudogenes
codant pour le transport des sucres. Le tableau 12 présente ces différents systemes prédits
in silico.

Le niveau élevé de pseudogenes et la présence de genes non fonctionnels dans le
métabolisme des sucres illustrent clairement I'évolution régressive de S. thermophilus vers
une adaptation spécialisée, dédiée a I'utilisation du lactose.

S. thermophilus transporte le lactose par la perméase LacS. LacS est une protéine
membranaire qui fait partie de la famille des galactosides-pentoses-hexuronides (GPH)
(Poolman et al., 1996). La Figure 8 présente les différentes voies métaboliques induites suite
a I'entrée du lactose. Une fois transporté dans la cellule, le lactose est hydrolysé en glucose
et galactose par la B-galactosidase (LacZ). Le transporteur LacS fonctionne comme un
antiport lactose /H* et particulierement lactose / galactose (Gunnewijk & Poolman, 2000;
Hutkins & Ponne, 1991; Poolman et al., 1990). Le galactose est le plus souvent exporté en
échange de I'entrée du lactose. Le galactose peut étre métabolisé par la voie de Leloir. Les
guatre enzymes de la voie de Leloir permettent la transformation du galactose en glucose-1-
phosphate, métabolite intermédiaire de la glycolyse. Toutes les souches utilisent le glucose
issu de I’"hydrolyse du lactose contrairement au galactose qui n'est pas métabolisé par toutes
les souches et est généralement expulsé dans le milieu extérieur par LacS. Le glucose-1-
phosphate est le précurseur des sucres nucléotidiques nécessaires a la biosynthese des exo-
polysaccharides (EPS) et des rhamnose-polysaccharides (RPS). Toutefois, le glucose-1-
phosphate, métabolite final de la voie de Leloir, peut étre obtenu a partir du glucose-6-
phosphate. Le glucose-6-phosphate est le précurseur de la glycolyse qui conduit a la
formation du pyruvate. Le fructose-6-phosphate, issu de la premiéere étape de la glycolyse,
est le précurseur d’'une voie de synthese d’exo-polysaccharides (EPS) et de la voie des

pentoses-phosphates. La voie de la conversion du phosphoénol-pyruvate en oxo-glutarate
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Figure 8: Voies de métabolisme du lactose chez S. thermophilus (D'aprés Hols et al., 2005)

Pyr, Pur, folate

Glycolyse (bleu): Pgi (glucose 6-phosphate isomerase), Pfk (6-phosphofructokinase), Fba (fructose diphosphate
aldolase), GapA (glyceraldehyde-3-P  déshydrogénase), Pgk (phosphoglycerate kinase), GpmA
(phosphoglycerate mutase), Eno (2-phosphoglycerate deshydratase enolase), Pyk (pyruvate kinase).
Voie pentose-phosphate (en orange): Tkt (transketolase), Rpe (ribulose-phosphate), RpiA (ribose-5-phosphate
isomerase), PrsAl, A2 (ribose-phosphate pyrophosphokinase).

GalM (aldose 1-épimerase), GalK (galactokinase), GalT (galactose 1-phosphate
uridylyltransferase) et GalE1 (UDP-glucose 4-épimerase).
Biosynthese d’oxo-glutarate (rouge): Ppc (phosphoenolpyruvate carboxylase), GItA (citrate synthase), CitB
(aconitase hydratase), Icd (isocitrate deshydrogénase).
Biosynthése des sucres nucleotidiques (mauve) : PgmA (phosphoglucomutase), GalU (UDPglucose
pyrophosphorylase), GalE2 (UDP-glucose 4-épimerase), RmlA (glucose-1-phosphate thymidyl transferase), RmIB
(dTDP-glucose-4,6-dehydratase), RmIC (dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-epimerase), RmID (dTDP-4-keto- L-
rhamnose reductase), GImS (glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase), NagB (glucosamine-6-
phosphate isomerase), NagA (N acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase), GImM (phosphoglucosamine

mutase), GcaD (UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase).



fait intervenir une phosphoenolpyuravte carboxylase, composé clé dans la biosynthése de

nombreux acides aminés (Figure 8).

2.2 Analyse et transcription des génes du cluster gal-lac chez S. thermophilus

Les genes codant pour l'utilisation du galactose et du lactose du cluster gal-lac de S.
thermophilus sont disposés sur le chromosome dans 'ordre suivant : galR (régulateur de
transcription), galK (galactokinase), galT (galactose-1-P uridylyltransferase), galE (UDP-
glucose 4-épmérase), galM (galactose mutarotase), /acS (transporteur a lactose) et lacZ (B-
galactosidase) avec galR orienté dans le sens opposé aux autres genes (Figure 9). Les
séquences et |'organisation de ces génes sont hautement conservées entre les différentes
souches de S. thermophilus (Van den Bogaard et al., 2004). L’analyse des séquences montre
la présence de quatre promoteurs potentiels en amont des genes galR, galK, galM et lacS.
Des séquences inversées forment des boucles en aval du géne galE et lacZ (Poolman et al.,
1990). La présence de ces promoteurs et de ces terminateurs suggere que galk, galT et galE
constituent une unité transcriptionnelle et que galM est transcrit indépendamment. Les
geénes lac$ et lacZ forment un opéron et sont transcrits indépendamment de galK, galT, galE

et galM (Vaillancourt et al., 2002).

L'incapacité d’utiliser le galactose ne résulte pas d'un manque de support génétique
puisque les genes codant pour la voie de Leloir sont présents dans le génome de
nombreuses souches incapables de métaboliser le galactose. En effet le géene galE est
variablement transcrit chez plusieurs souches de S. thermophilus (Hutkins et al., 1985b;
Thomas & Crow, 1984; Van den Bogaard et al., 2004). Apres culture en M17 additionné de
lactose de la souche S. thermohilus SMQ-301, les génes de I'opéron gal-lac sont transcrits
efficacement. En revanche, les génes de I'opéron gal ne sont pas tous transcrits chez S.
thermophilus CRNZ 302 (Vaughan et al., 2001). S. thermophilus est donc incapable d’utiliser
le galactose suite a la faible quantité de galactokinase ou bien a la faible induction du
promoteur du géne galK (Van den Bogaard et al., 2004). L'analyse de mutants spontanés
Gal® et la complémentation par le géne galK de S. salivarius ont permis d’établir que la faible
activité galactokinase est I'étape limitante majeure dans |'utilisation du galactose chez S.

thermophilus (Vaillancourt et al., 2004; Vaughan et al., 2001).
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Figure 9: Organisation des génes de I'opéron galactose et I'opéron lactose chez S. thermophilus
Opéron gal: galR (régulateur de transcription), galK (galactokinase), galT (galactose-1-P
uridylyltransferase), galE (UDP-glucose 4-épmérase), galM (galactose mutarotase) ; Opéron lac : lacS

(transporteur a lactose) et lacZ (B-galactosidase).



La transcription des genes lacS et lacZ peut étre induite par les sucres utilisés pour la
croissance de S. thermophilus : aprés culture en M17 additionné de lactose, les génes lacS et
lacZ sont transcrits. Ces genes sont moins transcrits lorsque la culture se fait en présence de
saccharose (Vaillancourt et al.,, 2002). D’autres études indiquent que S. thermophilus
possede une activité de B-galactosidase plus importante aprés une croissance dans un milieu

additionné de lactose que de glucose (Poolman et al., 1990; Vaughan et al., 2001)

2.3 Controle du métabolisme des sucres

La plupart des systemes de transport de sucres sont soumis a une répression catabolique
(RC), d’autres sont spécifiquement controlés par un régulateur propre. Chez les bactéries a
Gram-positif a faible % G+C, la protéine de controle catabolite A (CcpA) est le régulateur
central de la RC, et fait partie de la famille des protéines bactériennes régulatrices Lacl-GalR
(Van den Bogaard et al., 2000).

La régulation du transport des sucres et le flux glycolytiqgue mettent en jeu la
phosphorylation de la protéine HPr ainsi que le régulateur de transcription CcpA (catabolite
control protein). La protéine CcpA interagit avec une séquence d’ADN appelée cre (élément
de répression catabolique) en présence de la protéine HPr phosphorylée sur la sérine 46 et
de fructose-1,6-bisphosphate (FDP) (Hueck et al., 1995; Stulke & Hillen, 2000; Weickert &
Chambliss, 1990). Le complexe CcpA-HPr(ser)P est stabilisé par le FDP (Deutscher et al.,
1995) et se fixe sur les sites cre provoquant ainsi la répression, I'activation ou non de la
transcription du géne. Chez S. thermophilus, le gene lacS est réprimé par CcpA (Gunnewijk &
Poolman, 2000). CcpA contréle le promoteur de /acS et joue un role clé dans I'ajustement
des taux de transport du lactose et son hydrolyse. En plus de la régulation de lacS et lacZ,
CcpA régule également les niveaux d'expression des trois enzymes clés de la glycolyse chez S.
thermophilus. L'expression des genes de la lactate déshydrogénase (/dh), la
phosphofructokinase et la pyruvate kinase (I'opéron pfk pyk) semble étre régulée par CcpA
lorsque les bactéries sont cultivées en présence de lactose (Van den Bogaard et al., 2000;
Van den Bogaard et al., 2004). Bien que la plupart des promoteurs soient soumis a la
répression catabolique, il apparait que le promoteur de /acS est sous le controle d'un
activateur transcriptionnel GalR et est induit par le lactose (Vaughan et al.,, 2001).

L'expression des génes de I'opéron lactose est induite quand les cellules poussent dans un
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Tableau 13: Comparaison des genes impliqués dans le métabolisme du carbone chez des

streptocoques (Bolotin et al., 2004)

Type du transporteur PTS ABC Perméase
S. thermophilus LMG18311 5 4 1
S. pneumoniae TIGR4 50 15 0
S. agalactiae 2603 V/R 29 15 0
S. mutans UA159 20 13 0




milieu contenant du glucose ou du galactose. En particulier la transcription de I'opéron lacSZ
est activée par l'activateur GalR (Vaughan et al.,, 2001). Ce régulateur est d'un intérét
particulier puisque, contrairement aux autres systemes, il est ne se trouve pas sur les
nombreuses copies de plasmides, mais inséré dans le chromosome (Luesink et al., 1999).

Ainsi, plusieurs niveaux de régulation du transport du lactose chez S. thermophilus existent :
d’une part une régulation transcriptionnelle modulée entre autres par la protéine CcpA et

d’autre part par GalR.

2.4 Conclusion

Le génome de S. thermophilus s’est adapté a son environnement par une évolution
réductive mais cela n’a pas été observé chez Lactococcus lactis (seulement 6% de
pseudogénes) (Makarova et al., 2006b; Schroeter & Klaenhammer, 2009). Le métabolisme
des sucres chez S. thermophilus semble particulierement touché par cette évolution. Le
tableau 13 montre lI'importante perte de genes impliqués dans le transport des sucres chez
différents streptocoques.

Ainsi, les études portant sur le métabolisme des sucres chez S. thermophilus montrent la
prédominance des pseudogénes et la spécialisation de cette bactérie vers I'utilisation du
lactose. Néanmoins, ces études sont réalisées in vitro et peu de données sont disponibles sur

le devenir de cette voie métabolique chez S. thermophilus in vivo.
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Chapitre 3 : Interactions S. thermophilus et systeme digestif de I’hote
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(Esophage
102 — 10* bactéries
Streptococcus, Veillonella,
Prevotella

Cavité bucale
10°— 107 bactéries
Streptococcus,
Staphylococci, Lactobacillus

Duodénum
10* bactéries
Streptococcus, Clostridium,
Prevotella, Bacteroides

Célon
100 - 102 bactéries
Bacteroides, Ruminococcus,
Clostridium, Eubacterium,
Faecalibacterium prausnitzii,
Bifidobacterium, Lactobacillus,
Entérobactéries

Estomac
10% bactéries
Helicobacter pylori, Escherichia coli,
Streptococcus, Veillonella, Prevotella,
Rothia

Figure 10: Schéma du tractus gastro-intestinal et répartition

des espéces majoritaires (D'aprés Coudeyras & Forestier, 2010).




Etant essentiellement utilisé en fermentation alimentaire ou en tant que probiotique
en association avec d’autres bactéries, S. thermophilus entre en interaction avec I’'hote et
son microbiote au niveau du tractus digestif apres ingestion du produit fermenté. Aussi, je
présenterai ici la structure du systeme digestif, puis I'évolution de linstallation du
microbiote chez 'Homme avec un intérét particulier pour S. thermophilus et enfin je ferai

une synthése des études portant sur les effets de S. thermophilus sur |I'hote.

1 Hote : structure du systéme digestif de I’THomme

Le tractus digestif (TD) est composé de 5 parties successives: la cavité buccale,
I’estomac, lintestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon), le caecum et le colon (colon
ascendant, cOlon transversal et c6lon descendant) (Figure 10). Chaque partie est caractérisée
par des conditions différentes :

— l'ocesophage : population microbienne la plus faible et péristaltisme vers I'estomac.

— l'estomac : pH trés acide et présence d’enzymes gastriques et de mucus.

— l'intestin gréle : péristaltisme important et présence de mucus. Le contenu stomacal
est neutralisé dans le duodénum grace aux secrétions pancréatiques. La quantité
d’oxygene diminue en progressant dans l'intestin, si bien que I’anaérobiose est
atteinte dans sa partie distale.

— le colon : anaérobiose, stase (ralentissement du transit) et présence de mucus.

Lintestin gréle et le colon présentent une grande surface d’échange entre I’'héte et les
aliments ingérés et permettent I'absorption des nutriments. lls hébergent la plus grande
charge microbienne au niveau de la lumiére intestinale. Les parois de l'intestin gréle sont
recouvertes de plis circulaires, de villosités et de microvillosités formant la bordure en
brosse, ce qui lui confére une surface d’échange avec la lumiére de 400 m? en moyenne. Les
sécrétions intestinales permettent de maintenir un pH neutre ou légérement basique aux
alentours de 8. L’intestin gréle est le siege de phénomeénes d’absorption mais joue
également un role dans les phénomeénes de sécrétion et participe a la réponse immunitaire.
Dans le colon, le pH est compris entre 4,7 et 7,5 dans sa partie proximale et distale

respectivement. L'épithélium est constitué de colonocytes, cellules responsables de
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I'absorption de I'eau et des électrolytes, de cellules caliciformes et de cellules

entéroendocrines.

Le TD représente la plus grande surface d’échange de notre corps et héberge une
communauté bactérienne dense et complexe avec plus de 1000 espéces par individu (Qin et
al., 2010). Le microbiote du TD est constitué de bactéries appartenant principalement a 6
phyla bactériens: Firmicutes, Bacteroides, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria et
TM7 (Tap et al., 2009). Le degré de colonisation augmente tout au long du tractus: de
I’cesophage au célon distal qui peut renfermer jusqu’a 10" bactéries/g de contenu. La
majorité des bactéries associées a la mugueuse sont anaérobies strictes (Joly et al., 2010).
L’espéece Streptococcus est détectée dans toutes les parties du tractus gastro-intestinal.

Le microbiote a un effet trophique sur les tissus de I’hdte, notamment en leur
fournissant des éléments assimilables comme les acides gras a chaine courte. || module
I’expression génique des cellules de I’'h6te et stimule ainsi la prolifération des entérocytes,
I’'absorption et le métabolisme des nutriments, la captation de certains ions comme le fer, le
magnésium ou le calcium, et améliore la fonction de barriére de I'épithélium (Hooper et al.,
2001). Il est bien établi que certaines bactéries pathogénes modifient le cycle de la cellule
hote (Nougayrede et al., 2005); néanmoins le microbiote intestinal peut lui aussi moduler le
cycle cellulaire par des voies similaires a celles des bactéries pathogenes (Cherbuy et al.,
2010). Ainsi, le microbiote est un acteur majeur dans la modélisation de la structure des
cellules eucaryotes qui forme la monocouche la plus externe de la muqueuse intestinale
(Figure 11). L’épithélium est lI'une des structures les plus dynamiques dans tout I'organisme
car elle s’auto-renouvelle chaque 36 a 96 heures (Falk et al., 1998). Ce renouvellement est
soutenu par les cellules souches épithéliales qui migrent du bas vers le haut des cryptes en
passant par des phases de prolifération, différenciation et de maturation avant d’étre

exfoliées dans la lumiére intestinale.

2 Evolution du microbiote de I’enfant a I’adulte
Les processus impliqués dans la colonisation intestinale et I'établissement de
populations microbiennes sont complexes et impliquent la succession de populations

microbiennes, des interactions avec I'hote et des facteurs extérieurs (Figure 12).
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Figure 12: Facteurs affectant la colonisation et la composition du microbiote de I'enfant

(D’aprés Marques et al., 2010)
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Figure 13: Pourcentage des différents genres bactérien établis chez les nouveaux-nés

nourris avec du lait maternel (D'aprés Solis et al., 2010)
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A la naissance, le TD des nouveaux nés est stérile (DiGiulio et al., 2008; Jiménez et
al., 2008). Toutefois, pendant et apres le processus de la naissance, les bébés sont exposés a
des bactéries qui proviennent de la mere et du milieu environnant (Gueimonde et al., 2006;
Vaishampayan et al., 2010). Penders et ses collaborateurs montrent dans une étude sur
1032 nouveaux nés agés de 1 mois l'importance du stade de grossesse, du mode
d’accouchement, du régime alimentaire, de [’hospitalisation et de ['utilisation des
antibiotiques dans la détermination de la composition du microbiote chez les nouveaux nés.
Les nouveau-nés qui sont nés par voie vaginale a la maison et nourris exclusivement au sein
présentent un microbiote plus « bénéfique » (avec les nombres les plus élevés de
bifidobacteria et les plus bas de C. difficile et de E. coli) (Penders et al., 2006). Juste aprés la
naissance, le TD des nouveaux nés est colonisé par des bactéries anaérobies facultatives
telles que des Enterobacteriaceae, des Streptococci et des Staphylococci (Penders et al.,
2006; Solis et al., 2010). Ces bactéries consomment I'oxygéne et préparent le TD a la
colonisation par des bactéries anaérobies strictes telles Bifidobacteria, Clostridium et
Bacteroides (Fanaro et al., 2003; Mackie et al., 1999; Penders et al., 2006).

Le genre Streptococcus est détecté dans le lait maternel qui lui permet donc d’étre
apporté de maniere relativement constante dans le TD (Perez et al., 2007; Solis et al., 2010).
La Figure 13 montre I'établissement de différents genres bactériens isolés a partir de feces
de nouveaux nés nourris avec du lait maternel a différents temps.

Avec l'introduction de I'alimentation diversifiée le microbiote des enfants évolue et
tend a ressembler a celui des adultes avec la co-domination de plus en plus marquée des
Bacteroidetes et des Firmicutes (Koenig et al., 2010). Toutefois, méme s’il n’est pas dominant
(Tap et al., 2009) le groupe des streptococci est détecté dans les échantillons de féces de la

majorité d’individus européens testés (Qin et al., 2010).

3 Effets de S. thermophilus sur I’h6te

Les aliments fermentés représentent approximativement 1/3 de I|'alimentation
humaine (Campbell-Platt 1994). La fermentation des composants alimentaires par des
micro-organismes se produit au cours de certains procédés de production alimentaire et
dans le TD. Au cours de ces transformations, des composés spécifiques sont produits qui

proviennent de réactions de biotransformation ou de biosynthese, et qui peuvent affecter la
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santé du consommateur. La Figure 14 montre comment les aliments fermentés peuvent agir
sur I’hote.

Malgré la large utilisation de S. thermophilus en industrie alimentaire, dans la fermentation
des produits laitiers et plus particulierement dans le yaourt, peu d’études portent sur son
effet sur I’h6te (hormis les études sur I'intolérance au lactose). Le Tableau 14 synthétise les
études effectuées sur les effets sur I’"hote de S. thermophilus seul ou lorsqu’il est associé a
d’autres bactéries. Les études ont été réalisées chez I’'homme et I'animal. S. thermophilus
entre dans la composition de certains probiotiques tel que le VSL#3 dont les effets ont été
étudiés. Ce tableau montre le nombre réduit d’études effectuées sur S. thermophilus dans le
TD. La majorité de ces études traitent de pathologies au niveau intestinal. S. thermophilus
semble prévenir les inflammations et les colites, mais les mécanismes d’action de cette
bactérie seule ou combinée avec d’autres bactéries lactiques ne sont pas bien connus. S.
thermophilus a des effets semblables a ceux du yaourt. Une meilleure connaissance de S.
thermophilus dans le TD permettrait de mieux cerner ses effets sur I’héte ainsi que les

mécanismes d’action impliqués et d’identifier les molécules qui en sont responsables.
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Tableau 14: Effets de S. thermophilus seul ou en association avec d’autres bactéries sur I’h6te

Bactéries/matrice

Effets

Références

Lait fermenté avec S.

thermophilus DN-001 158

Inhibition d’agent carcinogene a 93%

chez des rats F344

(Tavan et al.,

2002)

Lait fermenté avec S.

Réduction de la colite induite chez des

(Rodriguez et

and Bifidobacterium animalis

subsp. lactis

(%)
§ thermophilus CRL 1190 et S. souris BALB/c al., 2009)
Q.
g thermophilus CRL 804
o
;Qg’ S. thermophilus TH-4 Pas de prévention contre la colite induite | (Geier et al.,
< par le DSS chez des rats 2007)
S. thermophilus TH-4 Diminution des irritations de I'intestin Tooley 2006
gréle de rates « Dark Agouti »
Prévient des pouchites aigues chez les (Gionchetti et
patients (augmentation de S. al., 2003)
thermophilus dans le TD)
Streptococcus thermophilus
™ Les bactéries colonisent le TD et (Venturi et al.,
** Bifidobacterium infantis
g stabilisent les patients atteints de colite | 1999)
Lactobacillus acidophilus
ulcéreuse en rémission
Prévient I'apparition d’iléite des souris (Pagnini et al.,
SAMP 2009)
Formule supplémentée avec prévention de la diarrhée chez les jeunes | (Saavedra et al.,
Bifidobacterium bifidum et S. enfants (agés de 5 a 24 mois) 1994)
EJ thermophilus
Q
‘g Mix: Lactobacillus plantarum, Prévention de colite induite par le TNBS (Roselli et al.,
O
.g Streptococcus thermophilus, chez des souris BALB/c 2009)




RESULTATS ET DISCUSSION
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Chapitre 1 : Physiologie de S. thermophilus dans le tractus digestif d’animaux

modéles et effet sur I’hote
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1 Introduction

S. thermophilus est un ferment d’'une importance majeure dans l'industrie laitiere.
Cette bactérie lactique thermophile est utilisée pour la production de yaourts, de laits
fermentés et de nombreux fromages a pate cuite tels que 'Emmental et le Comté, ou des
fromages a pates non cuite tels que le Cantal et le Cheddar et des fromages frais.

En France, la production des yaourts et des laits fermentés a augmenté de 1582358
tonnes en 2009 a 1607318 tonnes en 2010. La production des fromages a aussi augmenté de
1745207 tonnes en 2009 a 1831484 tonnes en 2010 (L'économie laitiere en chiffres, 2011).
L'arrivée sur les marchés d’une grande variété de produits laitiers et une prise de conscience
de leurs effets bénéfiques sur la santé ont joué un réle majeur dans I'augmentation réguliere
de la consommation des produits laitiers de 1995 a 2009 (+21,7%) (CREDOC/CNIEL, 2010).
L’augmentation de la consommation de produits laitiers va de pair avec I'augmentation de
consommation de bactéries lactiques.

La sélection des souches de bactéries lactiques utilisées en industrie se fait selon des
critéres distincts. Ainsi, différents aspects du métabolisme de S. thermophilus ont été
étudiés : la vitesse d’acidification et la production de lactate (Acuiia et al., 1994; Oliveira et
al., 2009), la production d’arémes (Monnet & Corrieu, 2007) et la texture du produit
fermenté (De Vuyst et al., 2002). Des analyses transcriptomiques et protéomiques ont été
réalisées afin d’étudier la physiologie des souches de S. thermophilus et leur adaptation a
différents milieux (Courtin et al., 2002; Derzelle et al., 2005; Herve-Jimenez et al., 2008;
Sieuwerts et al., 2010). L'ensemble de ces études a permis une meilleure connaissance de la
physiologie de S. thermophilus in vitro qui pourrait étre exploitée en vue d’une amélioration
de la qualité organoleptique des différents produits laitiers.

Méme si de nombreuses études ont porté sur les bactéries lactiques in vitro, la
physiologie de ces bactéries une fois ingérées est peu connue. Qu’en est-il de S.
thermophilus une fois dans le tractus digestif ?

Dans le premier chapitre de ce manuscrit, nous nous sommes intéressés a |'étude du
métabolisme de S. thermophilus dans le tractus digestif et I'impact que pourrait avoir cette
bactérie sur I'épithélium de I’h6te. Cette étude fait I'objet d’un article présenté dans la suite

ainsi que des résultats complémentaires.
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2 Article

Impact de I'activité métabolique de Streptococcus thermophilus

sur I'épithélium colique de rats gnotobiotiques

2.1 Contexte et objectifs

Un défi majeur dans le domaine de la métagénomique est d'identifier les especes
bactériennes, les associations des genes bactériens et les phénotypes qui agissent pour
moduler les populations microbiennes et ce afin d'améliorer la santé humaine. Le projet
MetaHIT aborde ce défi en développant et en intégrant un certain nombre d'approches a
haut débit. Dans le cadre de ce projet, des espéeces présentant 90% de similitudes au niveau
des séquences avec S. thermophilus ont été détectées chez 124 européens (Qin et al., 2010).
Méme si le genre Streptococcus est détecté dans les feces de nouveau né (Perez et al., 2007;
Solis et al., 2010), une étude sur la phylogénie du microbiote humain a démontré que S.
thermophilus n’appartient pas aux groupes de bactéries dominantes qui constituent le
microbiote (Tap et al., 2009). Néanmoins la consommation réguliere de produits laitiers ou
de probiotiques permet un apport constant de S. thermophilus dans le TD.

L’objectif de ce travail est d’étudier le métabolisme de S. thermophilus dans le TD
chez des rats gnotobiotiques sur une période de quatre semaines.

Afin d’explorer I'activité métabolique de S. thermophilus in vivo et la réponse de I’hdte suite
a I'arrivée de cette bactérie, nous avons :

i) suivi la colonisation du tractus digestif de rats gnotobiotiques par deux souches: S.
thermophilus LMD-9 et S. thermophilus LMG18311;

ii) établi le profil protéique de S. thermophilus LMD-9 aprés son passage et sa survie dans le
TD de rats mono-associés ;

iii) étudié I'effet de S. thermophilus LMD-9 et S. thermophilus LMG18311 sur |'épithélium
colique et plus particulierement sur les transporteurs de mono-carboxylates et sur les

protéines du cycle cellulaire.
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2.2 Méthodes

Des rats axéniques ont été inoculés (un seul gavage) avec du lait fermenté avec S.
thermophilus (5 108 UFC/mL). L'implantation de cette bactérie a été suivie par
dénombrement sur milieu gélosé pendant quatre semaines. Aprés passage dans le TD des
rats, les protéines associées aux enveloppes bactériennes de S. thermophilus ont été
extraites et identifiées par LC-MS/MS. Par une analyse protéomique comparative
bidimensionnelle, nous avons comparé les protéines cytoplasmiques de S. thermophilus,
apres croissance en lait et aprés passage dans le TD. Le lactate, métabolite produit par la
bactérie, a été dosé dans le contenu caecal et les feces des rats.

L’étude de I'effet de S. thermophilus sur I’'hOte a porté sur les cellules épithéliales
coliques. Nous avons regardé I'aspect de cet épithélium colique et plus particulierement la
profondeur des cryptes sur des coupes histologiques. Nous avons ensuite déterminé
I’expression des transporteurs de mono-carboxylates SLC16A1, SLC16A2 et SLC5A8 par RT-

gPCR ainsi que les protéines d’arrét du cycle cellulaires p21Cipl et p27kipl par Western blot.

2.3 Principaux résultats

- S. thermophilus LMD-9 et LMG18311 s’adaptent au TD et le colonisent (10® UFC/g de féces)
apres 4 semaines. La colonisation est progressive. Elle débute par une phase d’adaptation
sur les deux premieres semaines, une phase de croissance a partir de la deuxieme semaine
et une phase de maintient a partir de la troisieme semaine.

- La comparaison des profils protéiques de S. thermophilus LMD-9 apres croissance dans le
lait et aprés passage dans le TD montre une différence d’abondance de certaines protéines.
Apres passage dans le tractus digestif, 11 protéines sont induites dont 8 impliquées dans le
métabolisme du carbone. Les protéines réprimées sont impliquées dans des fonctions
cellulaires de base.

- S. thermophilus LMD-9 et LMG18311 sont métaboliguement actifs dans le TD et induisent
une glycolyse massive qui conduit respectivement a la production de 13.6 mM et de 10.2
mM de L-lactate dans le contenu caecal.

- Au niveau de I'épithélium colique, les ARNs messagers codant les transporteurs de mono-
carboxylates SLC16al et SLC5a8 sont induits chez des rats mono-associés avec S.
thermophilus LMD-9 (Ino —LMD9) par rapport a des rats axéniques (les facteurs d’induction

étant respectivement de 2.2 et 1.7). La colonisation par S. thermophilus LMD-9 n’a pas
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d’effet sur la morphologie des cryptes mais elle induit la production de la protéine d’arrét du
cycle cellulaire p27kipl d’un facteur de 1.8 chez les rats Ino-LMD9 en comparaison avec des
rats axéniques.

Le lactate pourrait étre la molécule « signal » qui induit la production de la protéine
d’arrét du cycle cellulaire p27kip1. Cette hypothese est confortée par les résultats
d’expériences in vitro et d’expériences in vivo suivants :

- des co-incubations de cellules HT29 avec 20mM ou 50mM de lactate conduisent a
I'induction de la protéine d’arrét du cycle cellulaire p27kip1.

- la construction de modeles de rats monoassociés avec deux souches productrices de
lactate (S. thermophilus LMD9 et S. thermophilus LMG18311) a permis d’observer une

WPl Contrairement 3 cela, dans les

induction de la protéine d’arrét du cycle cellulaire p27
modeéles de rats monoassociés avec deux bactéries non productrices de lactate (Bacteroides
thetaiotaomicron et Ruminococcus gnavus) aucune induction de la protéine d’arrét du cycle

kip1

cellulaire p27™"" n’est observée.

2.4 Conclusion

La caractérisation du métabolisme de S. thermophilus dans le tractus de rats
gnotobiotiques a permis en premier lieu de constater que cette bactérie est
métaboliquement active in vivo et en deuxieme lieu de mettre en évidence l'intensification
de son métabolisme glycolytique. Cette induction massive des protéines impliquées dans la
glycolyse conduit a la production de L-lactate dans la lumiere intestinale. La colonisation de
S. thermophilus s’accompagne d’une induction des transporteurs de mono-carboxylates et la

protéine d’arrét du cycle cellulaire p27kipl

. L’hypothese avancée dans ce travail est que
lactate produit in vivo par S. thermophilus est la molécule « signal » impliquée dans la

réponse de I’hote.
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2.5 Participation a la réalisation de cette étude

Plusieurs résultats présentés dans l'article étaient produits avant mon arrivée,
cependant j’ai participé au travail afin de mieux comprendre « |'effet » lactate.

J’ai contribué a l'étude de la réponse de I'h6te a la colonisation du TD par S.
thermophilus. Plus précisément, j'ai comparé l'induction des transporteurs de mono-
carboxylates (SLC16al, SLC16a2 et SLC5a8) au niveau des cellules épithéliales coliques entre
rats axéniques et rats mono-associés avec S. thermophilus par RT-PCR quantitative.

Ensuite, j’ai étudié I'effet de I'accumulation du lactate dans le colon chez des rats
axéniques. D’une part, nous nous sommes posé la question de savoir si un apport exogene
de lactate a des rats axéniques avait le méme effet sur I'épithélium coliqgue que le lactate
produit par S. thermophilus. Ainsi, jai ajouté du lactate dans I'eau de boisson des rats
axéniques pour assurer un apport régulier de lactate (concentration finale 50mM).
Toutefois, je n’ai pas détecté de lactate dans les feces ; celui-ci est probablement absorbé en
totalité au niveau du TD.

D’autre part et afin de démontrer le réle du lactate produit par S. thermophilus dans
le TD, jai essayé d’invalider le géne codant la lactose déshydrogénase (Ldh) de S.
thermophilus LMD-9. Je n’ai pas réussi a obtenir ce mutant car cette mutation est

probablement létale (détails présentés dans les résultats complémentaires).
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The thermophilic lactic acid bacterium Streptococcus ther-
mophilus is widely and traditionally used in the dairy indus-
try. Despite the vast level of consumption of S. thermophilus
through yogurt or probiotic functional food, very few data are
available about its physiology in the gastrointestinal tract
(GIT). The objective of the present work was to explore both
the metabolic activity and host response of S. thermophilus in
vivo. Our study profiles the protein expression of S. thermo-
philus after its adaptation to the GIT of gnotobiotic rats and
describes the impact of S. thermophilus colonization on the
colonic epithelium. S. thermophilus colonized progressively
the GIT of germ-free rats to reach a stable population in 30
days (108 cfu/g of feces). This progressive colonization sug-
gested that S. thermophilus undergoes an adaptation process
within GIT. Indeed, we showed that the main response of
S. thermophilus in the rat’s GIT was the massive induction of
the glycolysis pathway, leading to formation of lactate in the
cecum. At the level of the colonic epithelium, the abundance
of monocarboxylic acid transporter mRNAs (SLC16A1 and
SLC5A8) and a protein involved in the cell cycle arrest
(p27%1y increased in the presence of S. thermophilus com-
pared with germ-free rats. Based on different mono-associ-
ated rats harboring two different strains of S. thermophilus
(LMD-9 or LMG18311) or weak lactate-producing commen-
sal bacteria (Bacteroides thetaiotaomicron and Ruminococcus
gnavus), we propose that lactate could be a signal produced by
S. thermophilus and modulating the colon epithelium.

Streptoccocus thermophilus belongs to the group of the ther-
mophiliclactic acid bacteria and is traditionally and widely used
as a starter in manufacturing dairy products (Emmental, Gru-
yere, Parmigiano, mozarella, yogurt, etc.). Yogurt, which results
from the fermentation of milk by S. thermophilus and Lactoba-
cillus delbrueckii sp. bulgaricus (L. bulgaricus), fulfills the cur-
rent specifications required to be recognized as a probiotic
product (1). The health beneficial effect of yogurt consumption
is linked to the metabolic properties of S. thermophilus and
L. bulgaricus. As such, it improves lactose digestion in the gas-

* This work was supported by Syndifrais-CNIEL (Paris, France).

5] The on-line version of this article (available at http://www.jbc.org) contains
supplemental Table 1.
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trointestinal tract (GIT)® through their lactose-hydrolyzing
activity present in yogurt and in the GIT, thus reducing symp-
toms of lactose intolerance (2, 3).

Yogurt cultures have been shown to induce other health ben-
efits, such as reduction of diarrhea or allergic disorders as well
as modulation of the immune system (1, 4). S. thermophilus is
also present at high concentration in VSL#3, a probiotic mix-
ture of eight different bacterial strains that possesses beneficial
effects in several intestinal conditions (5, 6).

Recent data indicate that strains related to S. thermophilus
LMD-9 are among the 57 bacteria species found in the intesti-
nal microbiota of 90% of 124 European individuals (7). In com-
parison with the overall human intestinal microbiota, S. ther-
mophilus is a numerically nondominant species with variable
levels (7-10). At birth, the Streptococcus genus, with in some
studies a precision at the level of S. thermophilus species, is
among the first colonizers of the GIT because it has been
detected in infant feces and breast milk (11-13). Thus, Strepto-
coccus, as pioneer bacteria colonizing a yet immature GIT, may
impact the maturation and homeostasis of the intestinal epithe-
lium after birth.

Convergent data show that intestinal bacteria modulate pro-
liferation and differentiation processes of the intestinal epithe-
lium (14.-16), which is one of the most dynamic tissues of the
whole organism. Moreover, we have recently demonstrated
that microbiota increases colonic epithelium crypt depth in
concordance with a well orchestrated modulation of the level
of proteins involved in life cycle steps like PCNA, Bcl2, and
p21°¢#1, p27%P1 (markers of proliferation, antiapoptotic path-
way, and cell cycle arrest, respectively) (17). Despite its large
utilization and consumption, its probiotic-associated traits,
and its presence in the intestinal microbiota, the role of S. ther-
mophilus in the gut is still largely unknown. A previous study
(18) showed that, in mono-associated animals, S. thermophilus
produced an active -galactosidase in the GIT, which is respon-
sible for lactose hydrolysis. Therefore, the aim of the present
study was to expand our view of the metabolic activity of S. ther-
mophilus in the intestinal environment and to investigate its
relationship with the host. To do this, we assessed the behavior
of two sequenced strains of S.thermophilus, LMD-9 and
LMG18311, in gnotobiotic rats. We established the first global
protein profile of S. thermophilus after its survival in GIT in
mono-associated rats. We also described how S. thermophilus
influences colonic epithelium, focusing on monocarboxylic

3 The abbreviations used are: GIT, gastrointestinal tract; PCNA, peripheral cell
nuclear antigen; GF, germ-free.
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Cross-talk between S. thermophilus and Digestive Tract

acid transporters and cell cycle arrest proteins. In view of our
findings using different mono-associated models, we propose
that lactate resulting from the adaptive metabolic activity of
S. thermophilus may serve as a biological signal to communi-
cate with host epithelium.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bacterial Strains, Media, and Culture Conditions—The
strains S. thermophilus LMD-9 (ATCC BAA-491), S. thermo-
philus LMG18311 (Belgian Coordinated Collections of Micro-
organisms collection), L. bulgaricus ATCC11842, Bacteroides
thetaiotaomicron (BtII8), and Ruminococcus gnavus (FRE1)
were used.

Stock cultures of S. thermophilus LMD-9, S. thermophilus
LMG18311, and L. bulgaricus ATCC11842 were prepared in
reconstituted 10% (w/v) Nilac skim milk (NIZO, Ede, The
Netherlands) as described previously (19). S. thermophilus
monocultures and S. thermophilus/L. bulgaricus co-cultures
were obtained by inoculating Nilac milk with 10° cfu/ml stock
cultures of each species and incubated at 42 °C until pH 5.4 —
5.5. One ml of culture was used for rat gavage, and the remain-
ing was liquid nitrogen-frozen and stored at —20 °C until pro-
tein extraction. The cultures were enumerated a posteriori by
plating appropriate dilutions on M17 agar lactose (10 g/liter)
for S. thermophilus or on acidified MRS agar lactose (20 g/liter)
(pH 5.2) for L. bulgaricus. After 16 h (S. thermophilus) or
24 h (L. bulgaricus), incubation at 42 °C under anaerobiosis
(Anaerocult A, Merck), colonies were counted.

Animals and Experimental Design—All procedures were car-
ried out according to European and French guidelines for the
care and use of laboratory animals (permission 78-123, dedi-
cated to M.T.).

Atthe age of 2 months, germ-free (GF) rats (male, Fisher 344)
were inoculated either with S. thermophilus LMD-9 (Ino-
LMD9, n = 11), with S. thermophilus LMG18311 (Ino-
LMG18311, n = 4), or with a mix of S. thermophilus and L. bul-
garicus (Ino-LMD9+Lb, n = 5) according to the following
protocol. 1 ml of a culture of S. thermophilus in Nilac milk (5 X
108 S. thermophilus/ml) or 1 ml of a co-culture with S. thermo-
philus (2 X 10° S. thermophilus/ml) and L. bulgaricus (8 X 107
L. bulgaricus/ml) were transferred to GF rat by oral gavage. As a
control, GF rats were also inoculated with 1 ml of sterile Nilac
milk (without bacteria). GF, mono-associated, and di-associ-
ated rats were housed in sterile Plexiglas isolators (Ingénia,
Vitry-sur-Seine, France). Rats mono-associated with either
B. thetaiotaomicron (Ino-Bt) or R. gnavus (Ino-Rg) were de-
scribed previously (17). All groups of rats received the same
standard diet (UAR, Villemoisson, France) which was sterilized
by <y-irradiation. Throughout the experiment and two times a
week, S. thermophilus (and L. bulgaricus in the case of Ino-
LMD9+Lb) was enumerated by plating serial dilutions of the
feces. All rats were euthanized at 3 months of age (i.e. 30 days
after inoculation).

At 9:00 a.m., rats were anesthetized with isoflurane, and tis-
sues were recovered. The colon was immediately used either for
cell isolation or for histological procedures. The luminal con-
tent of jejunum, ileum, cecum, and feces was diluted in 10 vol-
umes of M17 and vigorously vortexed with sterile glass beads
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(3.5-mm diameter), and bacteria were enumerated. All results
were expressed as log;, (cfu/g).

HT29 Cell Line—HT?29 cells were cultivated as described
previously (20) and incubated with 0, 20, or 50 mM L-lactate for
18 h.

Scanning Electron Microscopy—Scanning electron micros-
copy (21) analyses were performed on the MIMA2 platform
(available on the World Wide Web) with 0.2 g of cecal samples
being suspended in 1 ml of Tris buffer (0.1 M, pH 7.5) and
mixed. Debris were removed by centrifugation at 1000 X g for 5
min at 4 °C. Supernatant of cecal samples was centrifuged to
recover bacteria, and the pellets were suspended in 0.1 M Tris
buffer (pH 7.5) and washed twice in the same buffer by centri-
fugation at 5000 X g for 5 min at 4 °C. The bacterial pellets were
suspended and fixed in 200 ul of glutaraldehyde, 3% ruthenium
red and stored at 4 °C. Scanning electron microscopy was per-
formed as reported previously (22).

Protein Extraction—Bacteria were isolated as follows. 500 ml
of frozen milk cultures (three replicates) were homogenized
with an Ultra-turrax (Bioblock, Paris, France). The suspension
was centrifuged at 8000 X g for 10 min at 4 °C and washed three
times in sodium phosphate buffer (5 mm) containing 1 mm
EDTA, pH 7; bacteria were suspended in 2 ml of sodium phos-
phate buffer (20 mm, pH 7). Frozen feces from three Ino-LMD9
rats were pooled, and 12 g of feces were suspended in 25 ml of
sodium phosphate buffer (20 mm, pH 6.4), homogenized with
an Ultra-turrax, and fecal debris was removed by two successive
centrifugations at 400 X g for 5 min at 4 °C. The bacteria were
then collected by centrifugation at 5000 X g for 10 min at 4 °C
and washed three times with sodium phosphate buffer (20 mwm,
pH 6.4), and the pellets were suspended in 2 ml of this buffer.
Bacterial pellets from milk cultures and feces were then submit-
ted to a high speed centrifugation on a Nycodenz density gra-
dient as described previously (23). After ultracentrifugation,
the bacterial suspensions were washed with 14 ml of sodium
phosphate buffer (20 mm, pH 6.4), and the bacteria were recov-
ered by centrifugation at 5000 X g for 10 min at 4 °C.

The bacterial pellets were suspended in 0.5 ml of sodium
phosphate buffer (20 mm, pH 6.4) containing protease inhibitor
mixture (Sigma-Aldrich), 40 units/ml catalase, and 10 mm
tributylphosphine (Applied Biosystems). Cells were mechani-
cally disrupted with an FP120 FastPrep cell disruptor (Bio 101
Systems, Qbiogen, Irvine, Canada) by two 30-s cycles of
homogenization at maximum speed (6.5) at a 1-min interval
at 4 °C. Supernatants were collected by centrifugation at
5000 X g, 15 min at 4 °C, and centrifuged (200,000 X g,
30 min, 4 °C); they corresponded to cytoplasmic proteins,
whereas the pellet was a fraction enriched with envelope-
associated proteins. The protein concentrations were deter-
mined by the Coomassie protein assay reagent (Pierce),
using bovine serum albumin as a standard.

One-dimensional Electrophoresis Coupled to Liquid Chroma-
tography-Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) Analysis—
Proteins of the cell envelope-enriched fraction (4.7 ug) from
fecal sample were separated and identified by one-dimensional
electrophoresis (SDS-PAGE) coupled with liquid chromatogra-
phy-tandem mass spectrometry as described previously (24).
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Comparative Two-dimensional Protein Analysis and Image
Analysis—A volume of cytosolic fraction corresponding to 250
pg of proteins was treated as described previously (25). Frac-
tions of three independent cultures in milk were analyzed. Frac-
tions of two fecal batches were used, each batch resulting from
the pool of feces of three rats. Isoelectric focusing was per-
formed with a 24-cm pH 4 -7 immobilized pH gradient strip,
and 12% SDS-PAGE was used for the second dimension. The
gels were stained with BioSafe colloidal Coomassie blue (Bio-
Rad) for 1 h and rinsed out with three successive washes in
deionized water. Gels were digitized using an Epson Expression
1640XL scanner set (at 256 gray levels) controlled by the Silver
Fast software and analyzed using the Progenesis SameSpot soft-
ware (Nonlinear Dynamics). The relative volume of each spot
was obtained from its intensity and normalized with the inten-
sity of all spots. Only spot volume differences of at least 2-fold
between the milk and fecal samples were further analyzed.
276 different protein spots on pH 4 -7 two-dimensional elec-
trophoresis gels were detected. MS analyses were performed
using a Voyager-DE-STR (Applied Biosystems, Framing-
ham, MA) on the PAPSSO proteomic platform (available on
the World Wide Web). The proteins were identified using
MS-FIT (available on the World Wide Web).

Western Blot Analysis—Colonic epithelial cells were isolated
from the whole colon according to the method described by
Cherbuy et al. (26). Cell pellet from whole colon or from HT29
cells was immediately used for protein extraction. Western blot
analysis was performed as described previously (17) by using a
denaturing (SDS)-polyacrylamide gel. Proteins were analyzed
using anti-PCNA (GeneTex; diluted 1:1000), anti-p21°#’
(Oncogene (diluted 1:200) or Santa Cruz Biotechnology, Inc.
(Santa Cruz, CA) (diluted 1:200)), anti-p27“%? (Santa Cruz Bio-
technology, Inc.; diluted 1:500), or anti-Bcl2 (Santa Cruz Bio-
technology, Inc.; diluted 1:400). Several loading controls were
used, either GAPDH, Skp1, or cullinl (17). Signals imprinted on
autoradiography films were quantified by scanning densitome-
try of the autoradiograph using Biovision 1000 and logiciel
biolD (Vilber Lourmat, France).

Dosage of p- and L-Lactates—D- and L-lactates were mea-
sured in cecal contents and feces of GF and mono-associated
rats by 2X diluting of 50 —~100-mg samples in 0.1 M triethanol-
amine buffer (pH 9.15). Samples were centrifuged at 13,000 X g
for 5 min at 4 °C, and the supernatants were precipitated with
trichloroacetic acid (10%) and centrifuged at 4500 X g for 20
min at 4 °C. The lactates were measured in the supernatants
with Biosentec p/L-lactic acid enzymatic kits according to the
manufacturer’s instructions (Biosentec, Toulouse, France).

Histology and Immunohistochemistry—Colon samples were
cut into 2-cm sections, fixed in 4% paraformaldehyde (4 h,
room temperature), dehydrated, and embedded in paraffin
according to standard histological protocols. 4 —5-um sections
were mounted on SuperFrost® Plus slides. Slides were stained
with hematoxylin and eosin for histological analysis. Crypt
depths were analyzed with Image]. Only U-shaped longitudi-
nally cut crypts with open lumina along the crypt axis were
evaluated. Immunological staining was done with primary
antibody anti-PCNA (GeneTex; dilution 1:5000) and with
the Envision+ system-HRP (Dako, France) according to the
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recommendations of the manufacturer. Antigen retrieval
was performed by boiling slides for 40 min in 0.01 mol/liter
sodium citrate, pH 6.0. Results were expressed as a percent-
age of PCNA-positive cells relative to total colonic crypt
cells. Results were the mean obtained by analysis at least 20
crypts/rat (n = 2).

RNA Isolation and Quantitative RT-PCR Analysis—Total
RNAs were extracted from colon epithelial cells of GF and
mono-associated with S. thermophilus LMD-9 strain by the
guanidinium thiocyanate method (27). The RNA yield was
quantified by spectrophotometer analysis, and the RNA purity
was determined by an Agilent 2100 Bioanalyzer analysis using
the RNA 6000 nanoassay kit. Reverse transcription was per-
formed with 1 ug of total rat RNA using the iScript™ cDNA
synthesis kit (Bio-Rad).

For the p27%%?! gene, quantitative RT-PCR was performed
on the Opticon Monitor 3 (Bio-Rad) using specific primers
and Master Mix (2X) Universal (KAPA SYBR® FAST qPCR
Kits, Kapa Biosystems). Primers were 5'-GGCGGCAAGAT-
GTCAAACGTG-3" and 5'-GGGCCGAAGAGGTTTCTG-
3'. Primers were validated to ensure efficient amplification
of a single product at 60 °C (annealing temperature). Com-
parisons were made by using GAPDH as the reference gene
and the p27*7 gene as the target gene.

For SLC16A1, SLC16A2, and SLC5A8 genes, real-time quan-
titative PCR was performed on cDNAs in an ABI PRISM 7000
sequence detection system. Rn00562332-m1, Rn00596041-m1,
and Rn01503812-m1 TagqMan references were used for
SLC16A1, SLC16A2, and SLC5AS, respectively (Applied
Biosystems). 18 S rRNA was used as a reference gene and
measured with an Hs99999901-s1 TaqgMan gene expression
assay. Results obtained on each transporter were normalized
to 18 S rRNA (reference gene) and compared with the mean
target gene expression of GF rats as calibrator sample. At
least four rats were used for each group of rats (GF and
Ino-LMD?9). The formula used was the equation, -fold change =
2 AACt where AACE = (Ct, - Ct —(Ct,

target reference)sample target
Ct,

reference)calibrator sample*

Statistical Analysis—Results are presented as means * S.E.
for the number of animals indicated. Comparisons of group
data between different batches of rats were performed using
one-way analysis of variance, followed by Tukey’s Student
range test where appropriate. Significance was a p value lower
than 0.05. Statistical analysis was performed using the JMP®
software (version 7, SAS Institute, Inc.).

RESULTS

Progressive Adaptation of S. thermophilus to the GIT—After a
single gavage, S. thermophilus LMD-9 progressively colonized
the GIT of GF rats, leading to Ino-LMD9 mono-associated rats
(Fig. 1A). The implantation of S. thermophilus LMD-9 occurred
in a three-step way: 1) initiation phase with implantation of 10°
cfu/g of feces; 2) growth period between weeks 2 and 3, where it
reached a population of 10® cfu/g of feces; and 3) maintenance
phase (post-third week). Thus, 4 weeks were necessary to reach
alevel of 10® cfu/g of feces. At day 30, the population of S. ther-
mophilus LMD-9 was higher in the distal digestive compart-
ment with an increasing gradient of population from jejunum
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FIGURE 1. S. thermophilus in the digestive tract. Shown is enumeration of
viable S. thermophilus isolated from feces (A) and different rat digestive tract
sections (B) of Ino-LMD9 rats. Fecal or luminal samples were diluted and
immediately plated on culture medium M17 + lactose. Colonies were num-
bered after a 24-h anaerobic culture. Results are expressed on a log scale. n,
number of rats used. C, snapshot of S. thermophilus isolated from cecum of
Ino-LMD9 rats obtained by scanning electron microscopy. Error bars, S.E.

(1.6 X 10* cfu/ml) to colon (9.3 X 10® cfu/ml) (Fig. 1B). The
progressive implantation curve was also observed with another
strain of S. thermophilus, LMG18311 (Ino-LMG18311 rats). In
Ino-LM@G18311 rats, the final implantation of LGM18311
was similar to that obtained with LMD-9, with 2 X 108 cfu/g
(n = 4). To mimic the levels present in yogurt, GF rats were
inoculated with a co-culture containing 10° cfu/ml S. ther-
mophilus LMD-9 and 107 cfu/ml L. bulgaricus, in accor-
dance with the relative proportion of both strains in yogurt.
24 h after gavage, L. bulgaricus was undetectable in feces,
whereas the implantation curve of S. thermophilus LMD-9
was similar to that observed with Ino-LMD9 (data not
shown). The progressive implantation of S. thermophilus
suggested that an adaptation of S. thermophilus occurred in
the GIT.

It has been previously shown that the morphology of Lacto-
bacillus sakei changed after its survival through the GIT (28).
Thus, the global morphology of S. thermophilus recovered from
cecum of Ino-LMD9 rats was observed by scanning electron
microscopy (Fig. 1C). In cecum, S. thermophilus exhibited the
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expected ovococcus-shaped chains and was present as dividing
cells with visible septa.

Proteomic Profiles of S. thermophilus in the Digestive Tract—
In the feces of Ino-LMDO rats, proteins of S. thermophilus were
analyzed by LC-MS/MS, listed (see supplemental Table 1), and
classified into different functional categories (Fig. 2). This result
showed that the main S. thermophilus LMD-9 proteins ex-
pressed in the GIT are involved in staple cellular functions,
such as translation, carbon metabolism, nitrogen metabolism,
nucleic base metabolism, or transport. This indicated that
S. thermophilus LMD-9 was metabolically active in the rat GIT
30 days after inoculation.

Using a comparative proteomic analysis, we then identi-
fied the proteins that were differentially produced when
S. thermophilus LMD-9 was grown in milk (inoculum) or
when it was recovered from feces of Ino-LMD9 rats (day 30).
In both conditions, bacterial populations were similar (i.e.
1-5 X 10® cfu/ml) (Fig. 1). 52 proteins displayed different
abundances between the two conditions; 11 were up-regu-
lated (induction from 2- to 11-fold), and 41 were down-reg-
ulated (repression from 3- to 25-fold) in feces compared with
milk (Table 1).

Ofthe 11 up-regulated proteins, three are related to environ-
mental signal responses: SodA (superoxide dismutase) and
GroEL, which are stress proteins, and EF-Tu (elongation factor
Tuf), which is a translation/adhesion-related protein. The
remaining up-regulated eight proteins in the gut played a role in
carbon metabolism, specifically in the glycolytic pathway. We
have also verified that these proteins involved in glycolysis were
more abundant in feces of Ino-LMG18311 than in milk (data
not shown). Thus, proteins involved in glycolysis that are
already expressed at a high level in milk (25) were overex-
pressed after survival in GIT. The proteins down-regulated in
feces compared with milk were involved in protein synthesis,
cell division (FtsZ), nucleotide biosynthesis and salvage (PyrG,
PurC, PurL, and GuaB), energy provision (F,-F;-ATP synthase
AtpD), and iron metabolism (Dpr bacterioferritin). Overall, the
proteins of the two strains of S. thermophilus that were overex-
pressed in the GIT compared with milk are devoted to the gly-
colytic pathway.

Production of Lactate by S. thermophilus in the Digestive
Tract—Considering the preponderant abundance of enzymes
involved in glycolysis, L-lactate concentration was measured in
the cecum of gnotobiotic rats. Although no lactate (neither p-
nor L-lactate) was found in GF rats, 13.6 = 0.9 and 9.8 = 2.5 mm
L-lactate was detected, respectively, in cecum and feces of
Ino-LMD9 rats. Note that only the L-form was detected in
cecum of Ino-LMD? rats, as expected due to the well known
capacity of S. thermophilus to produce this isoform. This pro-
duction of L-lactate did not induce any acidification of the cecal
content of Ino-LMD9 rats (mean pH 7.7 £ 0.08, n = 11; versus
pH 7.7 = 0.2, n = 6 GF). Acetate, propionate, and butyrate
levels in Ino-LMD?9 (1.8 £ 0.7, <0.1, and <0.1 mM respectively)
were not statistically different from that obtained with GF rats
(1.7 = 1, <0.1, and <0.1 mm). Similar cecal concentration of
lactate was measured in Ino-LMG18311 rats (10.02 = 3.0 mm)
and in Ino-LMD9+Lb rats (9.91 = 0.99 mm); thus, lactate was
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FIGURE 2. Functional distribution of the proteins of S. thermophilus LMD-9 isolated from rat feces. Proteins from the envelope-enriched fraction were
separated and identified by LC-MS/MS. Transport and Regulators, proteins involved in transport and regulators, other than those involved in carbon metabo-
lism, nitrogen metabolism, and nucleic base metabolism. The numbers of proteins are shown in parentheses.

found in GIT of mono-associated rats with two different S. ther-
mophilus strains.

Cross-talk between S. thermophilus and the Colonic Epithelium—
In the intestine, epithelial cells expressed a set of carriers
involved in the transport of luminal metabolites, such as short
chain fatty acids (29). Thus, we quantified at the mRNA level in
GF and Ino-LMD9 rats three transporters that are able to shut-
tle monocarboxylic acid as lactate (SLC16A1, SLC16A2, and
SLC5A8). In both lots of rats, the three RNAs were differently
abundant, with the following hierarchy of expression levels:
SLC16A1 > SLC5A8 > SLC16A2 (data not shown). The
SLC16A1 mRNA amount was statistically different (p < 0.05)
between GF (mean ACt = 14.9 = 0.1, n = 6) and Ino-LMD?9 rats
(ACt = 13.8 = 0.1, n = 8), that represented a 2.2-fold stimula-
tion in the presence of LMD-9. SLC5A8 was significantly
1.7-fold more expressed in Ino-LMD9 (n = 8) than in GF rats
(n = 5), whereas SLC16A2 tended to be more expressed in
Ino-LMD9, but it was not statistically different. This observa-
tion suggests that lactate produced in lumen by LMD-9 may be
transported inside the colonic cells. Because of the pivotal role
of bacterial metabolites in colonic tissue homeostasis, we stud-
ied in Ino-LMD?9 and GF rats the global structure of colonic
epithelium and the content of cell cycle-related proteins. The
colonic tissue of Ino-LMD9 rats was structured in crypts (Fig.
3A), witha 196 = 26-um crypt depth mean and the detection of
bifurcating crypts (noted with arrows in Fig. 3, A and B); the
global histological trait of colonic epithelium in Ino-LMD?9 rats
was thus similar to that we have previously observed in GF rats

10292 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

(17). Because it is well established in colon tissue, the prolifer-
ating cells, stained by PCNA (Fig. 3B) or by Ki67 (data not
shown), were located at the bottom of crypt in Ino-LMD? rats.
The PCNA-positive cells represented 60 = 5% of total cells
inside a crypt structure (n = 2 rats, 20 measures/rat). This per-
centage was similar to what we obtained with GF rats (17).
When comparing the amount of colon proteins involved in cell
cycle between Ino-LMD9 and GF rats, we noticed that PCNA,
Bcl2, and p21°?! were similar between GF and Ino-LMD?9 rats
(Fig. 3B), whereas p27*7! abundance was significantly higher
(1.8-fold induction) in the presence of S. thermophilus LMD-9.
The induction of p27*#! was also observed in Ino-LMG18311
(2-fold) and Ino-LMD9+Lb (1.5-fold) (Fig. 4). In contrast to the
protein level, the p27*”/ mRNA amount was not statistically
different between GF (mean ACt = 4.8 = 0.3, n = 3) and Ino-
LMDO rats (ACt = 4.7 = 0.1, n = 4). Thus, the induction of
protein p27*7! was observed in vivo with two different strains
of S. thermophilus and did not result from a parallel induction
at the p27*?? mRNA level.

In the epithelial keratinocyte cell line, p27“#” is induced by
lactate in vitro (30). By using intestinal line cells (HT29), we also
observed that 20-50 mm L-lactate for 18 h increased 1.5-fold
p27%%! protein amounts (see Fig. 44). Taken together, our data
suggest that lactate accumulates in the GIT of mono-associated
rats, is transported by carriers inside colonic cells, and may
increase p27%%? abundance. In order to demonstrate the pre-
ponderant role of lactate, we have tried to inactivate in LMD-9
the Idh gene encoding the lactate dehydrogenase responsible
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TABLE 1

-Fold changes in protein abundance (two-dimensional electrophoresis)
of S. thermophilus LMD-9 between feces and late growth phase in milk

Gene/locus pla’ MW.hh Peptide Sequence Fold Protein

(kDa) number®  coverage (%) change identification
Higher level in TD
Carbohydrate metabolism
eno 467 47 2 63 3.06 Phosphoenolpyruvate carboxylase
gapAl 576 37.2 18 60 4.69 Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
hdhL 5.09 34.4 11 41 297 Putative L-2-hydroxy
isocaproate/malate/lactate
dehydrogenase
malQ 52 57.6 13 28 239 4-alpha-glucanotransferase
pek 486 422 17 54 3.02 3-phosphoglycerate kinase
prkA 5.09 36.0 13 38 7.67 6-phosphofructokinase
pyk 521 56.6 17 49 3.01 Pyruvate kinase
ster_1876 4.81 315 9 47 6.05 Fructose/tagatose bisphosphate
aldolase
Stress
sodA 51 24.7 6 48 244 Superoxide dismutase (Mn)
2roEL 4.7 56.9 35 69 2.46 Chaperonin GroEL (HSP60 family)
Translation
tuf 49 439 15 45 11.76 GTPase - translation elongation factor
Lower level in TD
Transcription, translation
alaS 5.03 96.7 25 31 0.12 Alanyl-tRNA synthetase
asnS 4.93 51.1 27 51 0.1 Asparaginyl-tRNA synthetase
aspS 4.81 65.9 21 37 0.19 Aspartyl-tRNA synthetase
fus 4.88 76.6 37 62 0.25 Translation elongation factor
(GTPase)
glX 497 553 26 47 0.29 Glutamyl- and glutaminyl-tRNA
synthetase
e 491 349 9 33 o011 Glycyl-tRNA synthetase, alpha
subunit
alyS 5.05 78.5 22 38 0.09 Glycyl-tRNA synthetase, beta subunit
hisS 5.44 48.4 8 49 0.23 Histidyl-tRNA synthetase
leuS 4.99 94.4 13 17 0.11 Leucyl-tRNA synthetase
plJ 5.36 17.5 7 43 0.33 Ribosomal protein L10
rplL 442 12.4 9 81 0.1 Ribosomal protein L7/L12
rpoB 5.02 29.2 13 50 0.33 DNA-directed RNA polymerase, beta
subunit/140 kD subunit
1psA 4.88 439 21 55 0.1 Ribosomal protein S1
psB 53 28.4 12 43 0.12 30S ribosomal protein S2
ster_1166 5.02 29.2 13 50 0.33 Putative translation factor
thrS 539 748 36 45 0.06 Threonyl-tRNA synthetase
lig 441 46.7 22 53 0.16 FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase (trigeer factor)
tsf 4.75 374 15 60 0.04 Translation elongation factor Ts
Nitrogen metabolism
Amino acids biosynthesis
asnA 5.1 375 13 31 0.14 asparagine synthetase A
beaT 49 37.5 9 30 0.22 branched chain amino acid
aminotransferase
cysM1 52 323 15 51 0.31 cysteine synthase
lysA 4.81 46.4 10 38 0.17 diaminopimelate decarboxylase
metk 4.93 447 15 44 0.33 S-adenosylmethionine synthetase
ster 1751 4.87 50.1 1 32 0.16 glutamine synthetase
Peptidases
pepC 485 50.4 9 17 0.16 aminopeptidase C
pepN 459 96.3 15 19 0.18 aminopeptidase N
Nucleotide biosynthesis and
salvage
prG 5.51 59.1 12 28 0.26 CTP synthase (UTP-ammonia lyase)
purC 5.00 27 22 80 025 phosphoribosylaminoimidazole —
succinocarboxamide synthase
purl, 493 136 19 19 0.05 phosphoribosylformylglycinamidine
synthase Il (FGAM synthetase)
guaB 531 52.9 13 29 0.07 IMP dehydrogenase/GMP reductase
Cell division protein
fisZ 4.6 46.5 17 43 0.38 Cell division GTPase
Carbohydrate metabolism
gdhA 521 489 19 56 0.13 Glutamate dehydrogenase/leucine
dehydrogenase
Miscellaneous
atpD 4.73 50.9 11 32 0.14 FOF1-type ATP synthase, beta subunit
dpr 4.59 19.2 5 29 0.18 DNA-binding ferritin-like protein
murC 523 49.6 15 44 0.17 UDP-N-acetylmuramate-alanine
ligase
pank 5.6 36.1 13 42 0.40 ketopantoate reductase
secA 522 96.4 28 41 0.09 Preprotein translocase subunit SecA
ster_0157 4.77 46.4 15 38 0.22 hypothetical protein
ster_1854 4.41 59.5 17 32 0.21 Predicted kinase related to
dihydroxyacetone kinase
ster_1995 4.74 60.9 23 49 0.18 ATPase component of ABC
transporter with duplicated
ATPase domain
npA 49 68.7 21 38 0.09 Predicted membrane GTPase involved

in stress response

“ Theoretical isoelectric point.
® Theoretical molecular weight.
¢ Number of peptides identified.
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for lactate production. We have failed to generate this mutant
(data not shown), confirming previous unsuccessful attempts
to obtain this probably lethal mutant (31). However, in rats
mono-associated with Bacteroides tethaiotaomicron (Ino-Bt)
or Ruminococcus gnavus (Ino-Rg) (17) containing 0 and 3.2 =
0.7 mM of cecal lactate, respectively, no p27ki”1 induction was
observed in comparison with GF (Fig. 4B).

DISCUSSION

In order to gain a better understanding of the behavior of
lactic acid bacteria within the intestinal environment and the
complex bacterium/host cross-talk system, here we combined
in vivo characterization of S. thermophilus metabolism and the
resulting host response. This study led to novel insights into the
interplay between S. thermophilus and the host through its
major metabolite product, lactate.

The implantation of S. thermophilus in GF rats occurred pro-
gressively, and this trend was observed with both strains stud-
ied, LMD-9 and LMG18311. These two strains differ in partic-
ular by the presence of a cell wall protease, PrtS, and a sortase,
A1, present in the LMD-9 strain. This suggests that the latter
proteins were probably not essential for the kinetics of implan-
tation of this bacterium. In contrast to S. thermophilus, the
implantation was maximal in a few days for Escherichia coli
(32), R gnavus and B. thetaiotaomicron (17), Lactobacillus
casei and Bifidobacterium breve (33), and Lactococcus lactis
(23). This adaptive response of S. thermophilus was not accom-
panied by significant morphological changes, contrary to what
was observed with L. sakei or E. coli (28, 34). The proteomic
analysis of S. thermophilus before (milk inoculum) and after
GIT transit (feces) shed light on its adaptive metabolic profile.
Indeed, we showed that the main response to the passage of
S. thermophilus through the rat GIT was the massive induction,
at the maintenance phase, of the glycolysis pathway leading to
formation of lactate in cecum. Here, we propose that S. thermo-
philus modulates p27*#! through production of lactate. This
hypothesis stems from five observations: 1) the main S. thermo-
philus metabolic pathway enhanced in GIT compared with a
milk culture was the glycolysis leading to production of lactate;
2) two transporters of monocarboxylic acids were induced in
Ino-LMD9, suggesting that lactate may be shuttled in colonic
cells; 3) the increase of p27”7 level in the colon was observed in
the presence of two S. thermophilus strains producing equiva-
lent amounts of lactate; 4) the increase of p27“#” level in the
colon did not appear in the presence of non-lactate-producing
or low lactate-producing bacteria (B. thetaiotaomicron and
R. gnavus); and 5) p27*7* was induced in vitro by the presence
of lactate in intestinal epithelial cells (Fig. 4A4) and in keratino-
cytes (30). Obviously, our hypothesis does not exclude other
underlying mechanisms involved in the interplay between
S. thermophilus and the host (see below).

The massive induction of glycolysis in GIT compared with
milk was unexpected for S. thermophilus because these pro-
teins are already present at high levels in the milk (25). The
capacity for a bacterium to diversify its carbon sources seems to
be essential for the colonization in GF rodents (23, 32, 35-37).
S. thermophilus is particularly well adapted to milk, in particu-
lar via the assimilation of lactose, which is its preferential sugar
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FIGURE 3. Histological and molecular analysis of the colonic epithelium of Ino-LMD9 rats. A, representative photomicrograph of colonic sections obtained
from Ino-LMD9 rats stained with hematoxylin and eosin. The arrows indicate a bifurcating crypt in the colonic epithelium. B, representative photomicrograph
of immunohistochemical staining with PCNA in the colon of Ino-LMD?9 rats. C, representative autoradiography films of Western blot revealing p27%7’, PCNA,
p21°7, and Bcl2 from colonic epithelial cells of GF (n = 2) and Ino-LMD9 (n = 4) rats. D, quantifications of Western blot by densitometric analysis are means =+
S.E. (error bars) obtained with eight Ino-LMD9 rats and eight GF rats. Values are expressed as -fold induction considering the mean of the GF group (n = 8) as

1.*, statistically significant differences (p < 0.05) between groups.

and is present at high and non-limiting concentrations in milk
(4.5 g/liter). However, we showed here that S. thermophilus
may develop an efficient ability to use other sources of saccha-
rides present in GF rat (38) because the rat diet did not contain
lactose. This flexibility is rather unexpected because S. thermo-
philus has a small genome with a large proportion of nonfunc-
tional genes (10% of pseudogenes), in particular genes involved
in carbon utilization, in line with the paucity of carbon sources
in milk (39). Therefore, it would be of interest to determine
whether the implantation level and the adaptive responses of
S. thermophilus may be improved by using mono-associated
rats receiving a diet enriched with lactose, as previously sug-
gested (40).

The use of mono-associated rats is an efficient tool to reveal
the activity of bacterial proteins, especially those with dual
functions. For example, EF-Tu is an elongation factor playing a
key role in protein synthesis but also in the maintenance in the
GIT. The up-regulation of EF-Tu was observed in vivo for
L. lactis (41) and Bifidobacterium (42) and in vitro for L. plan-
tarum (43). Although S. thermophilus reduced most of its
translation and protein synthesis machinery, EF-Tu was the
sole protein belonging to protein synthesis pathway that was
increased at a high level in digestive tract compared with milk
(induction factor 12). We thus propose that in Ino-LMD9 rats,
EF-Tu, which displays the characteristics of an adhesion factor
(21), is mainly involved in the maintenance of S. thermophilus
rather than in the protein synthesis.

We have recently demonstrated that the colonization of GF
rats with a complex microbiota leads to an increase in the
absorptive surface by deepening crypts and splitting bifurcated
crypts by a crypt fission process (17). This trophic effect of

10294 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

microbiota is associated with a modulation of several cell cycle-
related proteins. Along the colonization with a complex micro-
biota, we have previously described a precocious hyperprolif-
erative phase at the level of colonic epithelium that is
counterbalanced by an induction of proteins restraining the
proliferation and a decrease of antiapoptotic proteins (17). In
contrast to what was observed with a complex microbial popu-
lation, the presence of S. thermophilus did not trigger deeper
crypts and the division of bifurcating crypts. Thus, as we
reported previously (17), a single strain is not sufficient to
switch on proliferation and the associated greater absorptive
surface. In contrast, the induction of cell cycle arrest proteins
could be triggered by a single bacterium. Indeed, B. thetaiotao-
micron and R. gnavus increased p21°#* (17), whereas S. thermo-
philus increased p27%7!, p21°?* and p27*#* are inhibitors of
cyclin-dependent kinases and are preponderant cell cycle reg-
ulators in the GIT (44). In particular, p27*#* is involved in the
capacity of epithelium and host to attenuate deleterious effects
of environmental stimuli (45). Thus, we have shown that
p27%%#! is stabilized in vivo by a complex microbial population
(17) and by S. thermophilus (Figs. 3 and 4). The induction of
p27%7! by a complex microbiota or by S. thermophilus may not
result from similar mechanisms because no lactate was
detected in luminal content of conventional rats (data not
shown). It has also been observed that p27“* was enhanced
by a bacterial cyclomodulin like Cif (cyclin inhibitor factor)
(46). Thus, p27*%?? seems to be sensitive to different bacterial
effectors.

The expression levels of the two transporters, SLC16A1 and
SLC5A8, were stimulated in Ino-LMDO9 rats, where luminal lac-
tate was around 10 mm. Our observation is in accord with pre-
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FIGURE 4. p27Xi" detection in the HT29 cell line and in different mono-
associated rats. A, typical autoradiography films of Western blot revealing
p27%PT from HT29 incubated with 0, 20, or 50 mm L-lactate for 18 h (two
independent experiments are shown). B, typical autoradiography films of
Western blot revealing p27“?" and loading control from colonic epithelial
cells of GF (n = 2) and four different mono-associated lots of rats. Ino-
LMG18311 (n = 4), Ino-Bt (n = 3), and Ino-Rg (n = 3), respectively, harbored
S. thermophilus strain LMG18311, B. thetaiotaomicron, and R. gnavus. Ino-
LMD9+Lb rats (n = 5) have been inoculated with a mixture of S. thermophilus
and L. bulgaricus. At the end of the experiment (30 days after the gavage), rats
were only mono-associated with S. thermophilus because L. bulgaricus did
not efficiently implant.

vious reports suggesting that monocarboxylic acid transporters
provide a link between bacteria and the host (47—49). In human
healthy adults, no or low (0—-2 mm) lactate is detected in fecal
samples (50, 51) because the luminal lactate is absorbed by host
and is also used as an energy source by other commensal bac-
teria (52—54). However, increased fecal lactate has been associ-
ated with intestinal malabsorption and colitis (55). It could also
be of interest to measure fecal lactate in humans with short
bowel syndrome because we have shown that their microbiota
is deeply enriched in lactobacilli at the expense of other bacte-
rial members (22). Thus, the effect of lactate that we evidenced
here by using a model of lactic acid bacteria in an experimental
model may have significance in human digestive diseases.
Because S. thermophilus is able to adapt its global metabo-
lism to the gut environment and to induce monocarboxylic acid

MARCH 25,2011 +VOLUME 286+NUMBER 12

transporters and p27*%7, this work provides new insights into
the functional “panoply” of one of the two yogurt bacteria.
Finally, the fact that S. thermophilus emphasizes its carbohy-
drate metabolism in the digestive tract is in accord with the
beneficial role of fermented milk consumption in improving
lactose intolerance.
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3 Résultats complémentaires

Construction du mutant S. thermophilus Aldh

La lactate déshydrogénase (Ldh) est une enzyme clé dans le métabolisme
homofermentaire de S. thermophilus en catalysant la réduction du pyruvate en lactate avec
I’oxydation simultanée du NADH (Garvie, 1980). L’inactivation du géne codant la Ldh est une
action commune a plusieurs stratégies visant a orienter les flux de carbone vers la formation
de produits autres que le lactate (de Vos & Hugenholtz, 2004; Gasson et al., 1996). Dans le
but de dévier la production de lactate a partir du pyruvate pour produire I'acétoine et le di-
acétyle, la transformation a été réalisée en agitation afin d’oxygéner le milieu comme cela a
été réalisé pour S. diactylactis (Bruhn & Collins, 1970). L'effet de I'aération sur la réduction
de l'activité de la Ldh et sur I'induction d’utilisation d’autres voies ont été démontré pour la
souche S. thermophilus TS2 (Smart & Thomas, 1987). En général les mutants obtenus
métabolisent le glucose et produisent de I'éthanol, I'acétate, le formate, I'acétoine et le 2,3-
butanediol. Afin d'évaluer la fonctionnalité des voies d’utilisation du pyruvate et leur
implication dans la formation des produits de fermentation, I'inactivation du gene a été

tentée en invalidant le géne par insertion d’'une cassette de résistance a la kanamycine.

3.1 Matériels et méthodes

3.1.1 Souche bactérienne, plasmide et milieux de culture

Nous avons utilisé la souche S. thermophilus LMD-9 (cf article 1). La croissance a été
réalisée en milieu M17 supplémenté de 10% de lactose ou bien en milieu chimiqguement
défini (MCD) (Letort & Juillard, 2001) supplémenté de 10% de lactose a 28 ou 42°C. Des
précultures sur la journée de S. thermophilus ont été réalisées en transférant une colonie
isolée sur gélose M17+lactose (10%) dans 5 mL de M17+lactose. A partir de cette préculture,
S. thermophilus est ensemencé a 1% dans 5 mL de MCD. Ensuite, des suivis de croissance de
cultures ensemencées a DO 0.05 a partir de ces précultures en MCD ont été réalisés en
mesurant la densité optique a 600 nm. Lorsque cela était nécessaire, de I'érythromycine
(2.5pg/mL) ou de la kanamycine (1000ug/mL) ont été ajoutés au milieu de culture.

3.1.2 Construction du mutant S. thermophilus Aldh
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Une cassette de kanamycine a été amplifiée a partir du plasmide pJH1 (Trieu-Cuot &
Courvalin, 1983) par PCR en utilisant la Phusion high fidelity DNA polymerase et ce avec les
primers : AphA3-F (*CCAGCGAACCATTTGA®) et AphA3-R (°GTTGCGGATGTACTTCAG®). Les
fragments en amont et en aval du géne Idh ont été amplifiés par PCR en utilisant la Phusion
DNA polymerase, I’ADN de S. thermophilus LMD-9 a été utilisé comme matrice. Pour la
partie en amont du gene /dh les primers utilisés sont : Idh-amont (S'GCGCTCACGACCTGATTT?) /
Idh-amont-kana (S'AGGGGTCCCGAGCGCCTACGAGGAATI'TGTATCGATI'AGTITAGTTGCAGTCATS’).
Pour la partie en aval du gene les primers utilisés sont: Idh-aval (S'AAGACATCAAACGTGTAGy)
/ldh-aval-Kana  (° CTTACCTATCACCTCAAATGGTTCGCTGGGTTTATCCTGAATTCCAAGAAGCT®).  Les
brins des fragments générés contiennent des séquences complémentaires: I'extrémité 3’ de
la partie amont du gene Idh contient une séquence complémentaire avec I'extrémité 5’'de la
cassette de kanamycine et I'extrémité 3’ de la cassette de kanamycine est complémentaire
avec l'extrémité 5’ de la partie aval du géene /dh (Figure 15). Ceci permet de joindre les 3
fragments et d’amplifier le fragment généré par PCR en utilisant les primers Idh-amont et
Idh-aval. Apres purification avec le kit QlAquick PCR purification, 500 ng du fragment de 3.5
kb résultant sont utilisés pour transformer S. thermophilus LMD-9 par compétence naturelle
comme décrit par Gardan et al. en 2009.

La transformation de S. thermophilus LMD-9 a été réalisée en agitation afin
d’oxygéner le milieu. Les souches mutées sont sélectionnées sur gélose M17 + lactose (10%)
+ kanamycine.

Inactivation conditionnelle du géne Idh

Nous avons inséré dans le plasmide pG'host9 (Biswas et al., 1993), qui est
thermosensible et contient une résistance a I'érythromycine (Maguin et al., 1992), le gene
Idh de S. thermophilus LMD-9 (Figure 16). Nous avons amplifié le géne Idh en ajoutant des
sites de restriction Pstl et Notl respectivement en amont et en aval: |dh-Pstl-amont:
(*’gcaaCTGCAGTCCACCATTGAGCCATACGAA?) et Idh-Notl-aval
(SlaataGCGGCCGCATGATAAAGATACTCGTAAAG3'). Le fragment a ensuite été purifié avec le
kit QlIAquick PCR purification et double digéré par Pstl et Notl et cloné dans le plasmide
pG host9 double digéré par Pstl et Notl. S. thermophilus LMD-9 a été ensuite transformé par
compétition naturelle (Gardan et al., 2009). Les bactéries transformées (S. thermophilus
LMD-9 pG*host9 ::/dh) ont été sélectionnées sur gélose M17+lactose (10%) + érythromycine.

Le géne Idh de I’ADN chromosomique de S. thermophilus LMD-9 pG*host9 ::/dh a été ensuite
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inactivé par insertion d’'une cassette de résistance a la kanamycine comme décrit
précédemment. Les bactéries transformées (S. thermophilus LMD-9 Idh :kana
pG'host9 ::/dh) ont été sélectionnées sur gélose M17+Lactose (10%) + érythromycine +
kanamycine. Les bactéries S. thermophilus LMD-9 Idh ::kana pG*host9 ::/dh obtenues ont été
séquencées au niveau de linsertion de la cassette de résistance a la kanamycine pour
s’assurer de I'obtention de la mutation voulue.

3.1.2 Suivi de croissance de S. thermophilus LMD-9 LDH /dh ::kana pG*host9 ::Idh

Les croissances de 3 cultures indépendantes de S. thermophilus LMD-9 Idh :kana

pG host9 ::/dh ont été suivies a 28°C et a 42 °C par mesure de DO a 600nm.

3.2 Résultats et discussion

La transformation de S. thermophilus LMD-9 se fait par compétence naturelle comme
décrit par Gardan et ses collaborateurs (Gardan et al., 2009). Malgré nos essais de
transformation en aérobiose et en anaérobiose, nous n’avons pas réussi a obtenir le mutant.
Nous avons avancé I'hypothese que l'inactivation du géne /dh pourrait étre létale pour S.
thermophilus comme cela a été déja proposé (Hols et al., 2005).

Pour confirmer cela, nous avons réalisé une inactivation conditionnelle du gene Idh
en insérant le plasmide pG'host9, qui est thermosensible et contient une résistance a
I’érythromycine. Le figure 17 montrent les cinétiques de croissance du mutant S.
thermophilus LMD-9 Idh ::kana pG'host9 ::/dh respectivement a 28°C et 42°C. A 28°C, le
plasmide pG'host9 olu nous avons inséré le géne Idh se réplique. Cela explique la croissance
observée a 28°C. A 42°C, nous n’observons pas la croissance de S. thermophilus LMD-9 Idh
::kana pG*host9 ::/dh car le plasmide pG'host9 ne se réplique pas a cette température. La
viabilité du mutant S. thermophilus LMD-9 Idh ::kana pG*host9 ::/ldh complémenté a confirmé
que l'inactivation du gene Idh est Iétale probablement en raison de I'absence d’une voie
alternative a la régénération du NAD".

Smart et Thomas (1987) ont essayé de dévier le métabolisme de carbone chez des
souches de Streptococci et cela en réalisant des croissances en anaérobiose ou en aérobiose
(Smart & Thomas, 1987). Chez S. thermophilus TS2, I'aération du milieu de culture n’a pas
d’effet sur les activités enzymatiques de la lactate déshydrogénase, de la NADH oxydase et

ou de la pyruvate déshydrogénase. Plusieurs approches infructueuses ont conduit a la
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conclusion que cette inactivation est probablement létale due a I'absence d'une voie
alternative pour la régénération du NAD"® a partir du pyruvate (Hols et al., 2005). D’autres
approches d’invalidation de la Ldh chez Streptococcus mutans ont été infructueuses (Hillman

et al., 1996).
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4 Discussion générale

Ce travail a permis d’avoir de nouvelles connaissances sur I'adaptation d’une bactérie
lactique au tractus digestif et sur I'impact de sa présence sur I’h6te (Figure 18 : synthése des
principaux résultats).

En effet, la cinétique d’adaptation progressive au TD de rats axéniques observée est
spécifique de S. thermophilus. D’autres études réalisées avec des bactéries dominantes du
microbiote humain telles que E. coli, B. thetaiotaomicron et R. gnavus (Alpert et al., 2009;
Cherbuy et al., 2010; Filho-Lima et al., 2000) ou des bactéries lactiques telles que L. lactis, L.
sakei et L. acidophilus (Chiaramonte et al., 2009; Filho-Lima et al., 2000; Roy et al., 2008a)
ont montré une colonisation du TD rapide (un délai de 2 a 5 jours), maximale et stable.

Lors de la colonisation du TD, S.thermophilus est métaboliquement actif. Apres
passage dans le TD, son profil protéique change par rapport a une croissance en lait. 40
protéines impliquées dans les fonctions cellulaires de base sont réprimées et 11 protéines
sont induites. Dans le TD des rats, deux protéines sont peut-étre induites en réponse au
stress du a une sensibilité a 'oxygéne ou a une variation de pH a savoir: la superoxide
dismutase (SodA) et la protéine chaperonne GroEL. Ces deux protéines sont aussi induites
chez Lactococcus lactis en réponse au passage dans le TD de souris axéniques (Roy et al.,
2008b) confirmant leur induction en cas de stress in vivo. Une induction de ces protéines a
déja été décrite in vitro chez L. lactis (Sanders et al., 1995), chez S. thermophilus (Andrus et
al., 2003; Arena et al., 2006; Bruno-Barcena et al.) et chez L. rhamnosus (An et al., 2011).

Huit protéines impliquées dans le métabolisme du carbone et plus particulierement
dans la voie glycolytique sont induites. Parmi ces huit protéines, l'induction de la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GapA1l), la 6-phosphofructokinase (PfkA) et la
fructose-1,6-phosphate aldolase (ster_1876) est probablement liée a deux facteurs: la
présence de H,0, et la privation de lactose (Arena et al., 2006).

Cette modification d’induction de protéines impliquées dans le métabolisme du
carbone a aussi été observée chez d’autres bactéries aprés passage dans le TD de souris
axéniques. Parmi les protéines induites aprés passage dans le TD, deux protéines sont
associées a des systemes PTS (transport de mannose et cellobiose), d’autres sont impliquées
dans le catabolisme du pyruvate et dans la voie des pentoses phosphates chez L. lactis (Roy

et al., 2008b) et deux protéines similaires a celles induites chez S. thermophilus impliqués
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dans : la réponse au stress (GroEL) et le métabolisme du carbone (6-phosphofructokinase et
fructose-biphosphate aldolase) chez L. sakei (Chiaramonte et al., 2010).

Lors du passage dans le TD de souris, L. plantarum adapte ses capacités pour
métaboliser des sucres en induisant des genes impliqués dans le métabolisme du carbone
(Bron et al., 2004) et cela selon le compartiment dans lequel il se trouve a savoir I'estomac,
I'intestin gréle, le caecum et le colon (Marco et al., 2007; Marco et al., 2009). L'induction de
ces protéines chez L. lactis est liée a la présence de sources de carbone fermentescibles
provenant de I'alimentation des souris (Roy et al., 2008b). Le passage dans le TD confére a
des souches de L. sakei des capacités de croissances significativement plus rapides sur
différentes sources de carbone telles que le fructose, ribose et galactose (Chiaramonte et al.,
2010). L'induction de la glycolyse semble étre la conséquence de I'adaptation aux conditions
du TD ainsi qu’aux nutriments qui y sont disponibles. En effet, la mutation de certains genes
impliqués dans le métabolisme du carbone chez E. coli affecte la colonisation du TD chez la
souris (Chang et al., 2004).

Chez S. thermophilus, I'adaptation aux conditions du TD passe par une augmentation
de glycolyse et une production de lactate a une concentration de 13.6 mM. Quel serait
I’effet du lactate produit sur I’'hote ?

Des transporteurs de monocarboxylates (incluant le transport du lactate) sont induits
dans les cellules épithéliales coliques des rats mono-associés avec S. thermophilus. La
présence de S. thermophilus dans le TD de rats Ino-LMD9 n'a pas d’effet sur la profondeur
des cryptes ni sur la structure des cryptes. Ainsi, comme il a été démontré avec d’autres
bactéries (B. thetaiotaomicron, R. gnavus et Clostridium paraputrificum), une seule bactérie
ne suffit pas a stimuler la prolifération ni a augmenter la surface d'absorption de I'épithélium
colique. Jusqu’a maintenant, il a été démontré au sein de notre équipe que l'inoculation
d’un microbiote complexe conduit a une augmentation de la surface d'absorption en
augmentant la profondeur des cryptes et en les fractionnant par un processus de fission
(Cherbuy et al., 2010). Cet effet d’'une population microbienne complexe est associé a une
modulation de plusieurs protéines du cycle cellulaires. L'induction de protéines d’arrét du
cycle cellulaire pourrait étre déclenchée par une seule bactérie. En effet, la présence de S.

kPl qui inhibe les cyclines kinase-

thermophilus augmente la quantité de la protéine p27
dépendantes et qui joue un réle prépondérant dans la régulation du cycle cellulaire dans le

TD (Besson et al., 2008). L'augmentation de la glycolyse qui découle de I'adaptation de S.
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thermophilus aux conditions du TD est un facteur majeur dans la production de lactate qui

pourrait étre la molécule « signal » de la bactérie ayant un effet sur I’'h6te.
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Chapitre 2 : Importance du métabolisme du lactose chez Streptococcus

thermophilus in vivo
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1 Introduction

S. thermophilus s’est adapté au lait au cours du temps par un processus de
spécialisation (Goh et al., 2011; Hols et al., 2005). Cette adaptation s’est probablement faite
par une acquisition de génes, par une perte de genes (environ 10%) et par |'apparition de
pseudogénes (Bolotin et al., 2004; Eng et al., 2011; Lefebure & Stanhope, 2007). Un exemple
d’adaptation est I'acquisition du gene metC. Il est nécessaire a la synthése de la méthionine,
acide aminé rare dans le lait, et présente 95% de similitude avec un fragment d’ADN de L.
bulgaricus. 30% des pseudogeénes de S. thermophilus sont impliqués dans le métabolisme
carboné et la liste des génes impliqués dans le métabolisme des sucres semble limitée (Goh
et al., 2011). Toutefois, S. thermophilus fermente cing sucres différents a savoir le lactose,
sucre utilisé préférentiellement (Goh et al., 2011), le sucrose, le glucose et éventuellement le
galactose et le fructose (selon les souches) (Goh et al., 2011; Gunnewijk & Poolman, 2000;
Van den Bogaard et al., 2004; Vaughan et al., 2001).

Malgré son incapacité a métaboliser de nombreux polymeres de sucre prédits par
I'analyse de son génome, S. thermophilus peut s’adapter et coloniser le tractus digestif de
rats axéniques a hauteur de 108 UFC/g de feces (Chapitre 1, (Rul et al., 2011). Ainsi, durant
les deux premiéres semaines de colonisation, S. thermophilus a probablement adapté son
métabolisme aux nutriments présents dans le tractus digestif a savoir des polymeres de
sucres complexes (mais, blé...) ainsi que peut étre aux sucres du mucus tel que le fucose.
Toutefois, S. thermophilus atteint un niveau de population beaucoup plus faible que B.
thetaiotaomicron qui présente une population de 10 a 10" UFC/g feces chez des animaux
mono-associés (Sonnenburg et al., 2006). Cette bactérie commensale exploite au mieux son
atout majeur pour la colonisation: son arsenal enzymatique trés important et ce afin
d’utiliser les sucres et s’adapter au TD. En effet, le génome de B. thetaiotaomicron code pour
226 genes prédits ou connus d’hydrolases de glycosides et 15 lyases de polysaccharides
impliquées dans la libération de monosaccharides et d’oligosaccharides a partir des
polysaccharides ainsi que pour 163 genes paralogues codant pour un systéeme d’utilisation
de I'amidon (Sonnenburg et al., 2006).

Le profil fermentaire restreint de S. thermophilus dans le TD pourrait étre un facteur
limitant pour I'obtention d’une colonisation a un haut niveau. Est- ce que I'apport d’un sucre

métabolisable par S. thermophilus aurait un effet sur la colonisation du TD ? Quel serait
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I'impact sur la physiologie de S. thermophilus s’il y a un apport de son sucre préférentiel, a
savoir le lactose?

Dans le deuxieme chapitre de ce manuscrit, nous nous sommes donc intéressés au
role du métabolisme du lactose de S. thermophilus dans la colonisation du tractus digestif et
sa physiologie dans le TD. Cette étude a fait I'objet d’un article présenté dans la suite ainsi

gue des résultats complémentaires.
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2 Article

Importance du métabolisme du carbone chez Streptococcus thermophilus dans la

colonisation du tractus digestif de rats gnotobiotiques

2.1 Contexte et objectifs

La fermentation du lactose en acide lactique est la fonction primaire des bactéries
lactiques lors de leur utilisation en industrie. En ce sens, S. thermophilus LMD-9 est
fortement adapté a l'utilisation du lactose, sucre majoritaire du lait. Cette bactérie
transporte le lactose dans la cellule grace a une perméase a lactose LacS qui opere comme
un antiport lactose/galactose ou un symport lactose/proton (Foucaud & Poolman, 1992;
Hutkins & Ponne, 1991). Toutefois, la fermentation du lactose n’est pas totale dans les
produits laitiers. Il reste environ 3.6% et 4.5% de lactose respectivement dans les fromages
blancs et dans le yaourt (Anses, 2008). Ainsi dans notre alimentation quotidienne, I'ingestion
de S. thermophilus se fait généralement avec un apport de lactose.

L’objectif de ce travail est d’étudier I'effet du lactose et de la perméase a lactose sur
la physiologie de S. thermophilus LMD-9 dans le tractus digestif de rats gnotobiotiques. Pour
cela nous avons :

i) obtenu des modeles d’animaux mono-associés avec S. thermophilus LMD-9 et recevant du
lactose dans I’eau de boisson a hauteur de 4.5 g/L (Ino-LMD9+'a°) pendant I'expérimentation
(30 jours). Chez ces animaux, nous avons étudié le niveau de colonisation du TD par S.
thermophilus, son profil métabolique et la production de lactate dans le colon ;

ii) construit un mutant S. thermophilus AlacS en inactivant la perméase a lactose. La
croissance de cette souche mutante a été étudiée in vitro et in vivo chez des animaux mono-
associés recevant du lactose.

iii) étudié la réponse de I'h6te, plus particulierement au niveau des transporteurs de

monocarboxylates et des protéines du cycle cellulaire.

2.2 Méthodes
Nous avons construit un mutant S. thermophilus AlacS en invalidant la perméase a
lactose LacS (insertion d’une cassette de résistance a la kanamycine par compétence

naturelle). Les croissances du mutant et de la souche sauvage de S. thermophilus ont été
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caractérisées in vitro en présence de différentes sources de carbone (lactose, glucose,
sucrose et fructose). Des modeles d’animaux mono-associés avec S. thermophilus AlacS et
sauvage ont été obtenus et nous avons étudié la colonisation du TD de ces deux souches en
présence ou non de lactose dans I'eau de boisson a 45g/L.

L'activité métabolique de S. thermophilus in vivo ainsi que son profil protéique ont
été étudiés par un dosage de lactate (produit final de la fermentation) et une analyse
protéomique comparative bidimensionnelle des protéines cytoplasmiques avec et sans
apport de lactose.

Nous nous sommes intéressés ensuite a I'étude de l'effet de S. thermophilus sur
I’'h6te au niveau des cellules épithéliales coliques. Nous avons observé I'aspect de cet
épithélium et étudié I'induction des transporteurs de mono-carboxylates SLC16A1, SLC16A2

kip1

et SLC5A8 par RT-gPCR ainsi que la protéine d’arrét cellulaire p27™"" par Western blot.

2.3 Principaux résultats

- ’apport de lactose a 45 g/L dans I’eau de boisson des rats:

i) stimule la colonisation du TD par S. thermophilus qui se stabilise a hauteur de 10° UFC/g
de féces. En comparant les animaux recevant ou non du lactose, nous avons également
observé que le lactose induit une colonisation rapide dés le moment du gavage, alors qu’une
phase d’adaptation est nécessaire en absence de lactose (cf chapitre 1).

ii) induit 16 protéines impliquées dans le métabolisme du carbone ce qui représente le
double de protéines induites en comparaison a des animaux mono-associés sans apport de
lactose. Ainsi, la glycolyse de S. thermophilus qui est déja élevée sans apport de lactose I'est
encore plus en présence de lactose.

iii) conduit a la production de L-lactate a hauteur de 49mM dans le contenu caecal, soit 3.7
plus que chez les animaux mono-associés avec S. thermophilus LMD-9 sans apport de
lactose.

- La comparaison de la croissance in vitro de S. thermophilus et de S. thermophilus AlacS en
présence de différents sources de carbone a permis de montrer I'incapacité du mutant a
utiliser le lactose.

- L'absence de la perméase a lactose LacS ralentit la colonisation du TD les premiers jours
par S. thermophilus AlacS. Toutefois, apres de 15 jours le mutant atteint le méme niveau de

population que la souche sauvage a savoir 109UFC/g de feces.
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- Au niveau de I'épithélium colique, les ARNs messagers codant les transporteurs de mono-
carboxylates SLC16al et SLC5a8 sont induits chez des rats mono-associés avec S.
thermophilus par rapport a des rats axéniques (les facteurs d’induction étant respectivement
de 1.8 et 1.6). La colonisation par S. thermophilus n’a pas d’effet sur la morphologie des

kPl §’un facteur

cryptes mais elle induit la production d’'une protéine du cycle cellulaire p27
1.8 en comparaison avec des rats axéniques. Les proportions d’induction sont du méme

ordre que celles obtenues chez les rats mono-associés sans apport de lactose.

2.4 Conclusion

Cette étude nous confirme la flexibilité de la physiologie de S. thermophilus et de son
adaptation au TD. Elle nous a aussi permis de montrer que le lactose est un facteur limitant
de la colonisation du TD et que l'activation des enzymes impliquées dans le métabolisme des
sucres constitue la signature de S. thermophilus dans le TD. En effet, I'apport de lactose dans
I’eau de boisson montre I'impact de cette source de carbone a la fois sur 'augmentation du
niveau de colonisation du TD a 10° UFC/g de feces, la stimulation de l'induction des
protéines impliquées dans la glycolyse et sur 'augmentation de la production de L-lactate
dans le TD a 49 mM.

Dans le but d’étudier le réle du lactose sur la physiologie de S. thermophilus, la
perméase a lactose LacS de S. thermophilus a été invalidée. Le mutant S. thermophilus AlacS
présente une période d’adaptation au TD plus longue que la souche sauvage mais finit par
atteindre le méme niveau de colonisation finale. Cela suggére que la perméase LacS joue un
réle dans I'adaptation au TD mais son invalidation n’affecte pas le niveau de colonisation
finale sans doute car il y a des mécanismes d’adaptation.

Le taux de lactate produit dans le caecum est de 30 mM et 34.1 mM, respectivement, chez le
mutant et la souche sauvage, ce qui confirme une forte activité glycolytique méme chez le
mutant.

Du coté de I'hote, la colonisation de S. thermophilus s’accompagne d’une induction
des transporteurs de monocarboxylates et la protéine d’arrét du cycle cellulaire p27kip1.
Malgré une production de lactate plus importante chez les rats mono-associés avec S.
thermophilus ayant recu du lactose (presque 4 fois plus) par rapport aux rats mono-associés

avec S. thermophilus, I'induction des transporteurs de monocarboxylates et la protéine
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WPl restent du méme ordre de grandeur. Ces similitudes de

d’arrét du cycle cellulaire p27
niveaux de l'induction entre les deux lots de rats Ino-LMD9"® et Ino-LMD9 montrent

vraisemblablement une homéostasie au niveau de I'intestin.
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2.5 Participation a la réalisation de cette étude

Dans ce travail, je me suis intéressée a I'effet du lactose sur la physiologie de S.
thermophilus et particulierement sur la production de lactate. Ensuite, j’ai étudié I'effet de

I'apport d’'une source de carbone sur la réponse de I’'hote.

Afin de modifier le métabolisme du carbone, j’ai construit un mutant S. thermophilus
AlacS en invalidant la perméase a lactose. Puis, j’ai comparé la croissance du mutant et de la
souche sauvage sur différentes sources de carbone in vitro afin de distinguer I'utilisation des

sucres. J’ai donc bien vérifié que la souche mutée n’utilise pas le lactose in vitro.

J'ai ensuite étudié le réle de la perméase a lactose dans la colonisation du TD lors des
expériences in vivo. J'ai obtenu des animaux gnotobiotiques. J'ai suivi la colonisation du TD
par S. thermophilus AlacS de rats gnotobiotiques qui ont recu du lactose a 45 g/L dans I'eau
de boisson durant 4 semaines. Puis j’ai mesuré I'activité métabolique de ce mutant en

dosant le lactate produit dans le contenu caecal et les feces des rats.

J’ai aussi contribué a I'étude de la réponse de I'hdte suite a la colonisation du TD par S.
thermophilus. Plus précisément, jai comparé linduction des transporteurs de
monocarboxylates (SLC16al, SLC16a2 et SLC5a8) au niveau des cellules épithéliales coliques

entre rats axéniques et rats mono-associés avec S. thermophilus.

Pour ce travail, j’ai participé a la rédaction de I'article (matériel et méthodes : construction

du mutant S. thermophilus AlacS).
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Abstract

Streptococcus thermophilus is the archetype of lactose-adapted bacterium and so far, its sugar metabolism has been mainly
investigated in vitro. The objective of this work was to study the impact of lactose and lactose permease on S. thermophilus
physiology in the gastrointestinal tract (GIT) of gnotobiotic rats. We used rats mono-associated with LMD-9 strain and
receiving 4.5% lactose. This model allowed the analysis of colonization curves of LMD-9, its metabolic profile, its production
of lactate and its interaction with the colon epithelium. Lactose induced a rapid and high level of S. thermophilus in the GIT,
where its activity led to 49 mM of intra-luminal L-lactate that was related to the induction of mono-carboxylic transporter
mRNAs (SLC16A1 and SLC5A8) and p27""*" cell cycle arrest protein in epithelial cells. In the presence of a continuous lactose
supply, S. thermophilus recruited proteins involved in glycolysis and induced the metabolism of alternative sugars as
sucrose, galactose, and glycogen. Moreover, inactivation of the lactose transporter, LacS, delayed S. thermophilus
colonization. Our results show i/that lactose constitutes a limiting factor for colonization of S. thermophilus, ii/that activation
of enzymes involved in carbohydrate metabolism constitutes the metabolic signature of S. thermophilus in the GIT, iii/that
the production of lactate settles the dialogue with colon epithelium. We propose a metabolic model of management of
carbohydrate resources by S. thermophilus in the GIT. Our results are in accord with the rationale that nutritional allegation
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Introduction

Streptoccocus  thermophilus (S thermophilus) is a dairy bacterium
consumed by Humans for centuries. S. thermophilus is in the
European Qualified Presumption of Safety list of food bacteria and
is a generally recognized as a safe species (GRAS status); it has a
long documented history of safe use in food and its genome is
devoided of potential virulence functional genes [1,2]. .
thermophilus is found in numerous cheeses and is one of the two
bacteria in yogurt with its obligate partner Lactobacillus delbrueckii
sp. bulgaricus (L. bulgaricus). Its high performance in fermenting milk
and its resistance to elevated temperatures are two essential
properties that accounted for a large utilization of strains of the
species S. thermophilus in dairy industry. In addition, S. thermophilus is
also recognized as a probiotic and, therefore, used to promote
health [3,4,5,6].

Recently, a general claim on yogurt on aiding lactose digestion
has been accepted by the European Food Safety Authority. The
latter considers that a cause and effect relationship is established
between the consumption of live yogurt culture and improvement
of lactose digestion in individuals with lactose mal-digestion (EFSA

@ PLoS ONE | www.plosone.org

journal, 2010). In Humans, only a low proportion of population
retains the capacity to degrade the lactose into adulthood, because
the intestinal enzyme lactase-phlorizin hydrolase (more often
called lactase or p-galactosidase) activity commonly starts
decreasing after the first months or years of life [7,8]. The benefits
of yogurt are mainly linked to the metabolic capacities of L.
bulgaricus and S. thermophilus that compensate the deficiency of the
intestinal enzymes by their own P-galactosidase [9,10,11]. Our
recent work brings concordant data about the preponderant role
of metabolic adaptations of S. thermophilus in the gastrointestinal
tract (GIT) of gnotobiotic rats. Previously, we have shown that .
thermophilus adapts its physiology to GIT by enhancing proteins
devoted to carbohydrates metabolism [12]. It is likely that the
overall glycolytic metabolic capacity of S. thermophilus is boosted in
the GIT, thus explaining how the consumption of this viable
microorganism may help the digestion of carbohydrates [9,12]. In
yogurt at the end of fermentation process, there is a significant
amount of lactose (4-5%) [8,13]. Thus, it could be hypothesized
that residual lactose present in yogurt may be deleterious for
lactose intolerant individuals; however, the inverse has been
observed. The residual lactose in yogurt can be considered as a
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prebiotic for people with lactose mal-digestion [14,15,16]. The
main mechanisms involved are linked to the adaptation of
microbiota activity/composition in the presence of lactose, as
illustrating by an enhanced faecal B-galactosidase activity [10,15].
Concordantly, in gnotobiotic rats, B-galactosidase activity of S.
thermophilus is higher in the GIT after lactose supplementation [17].
Thus the lactose-related metabolism of viable bacteria present in a
final dairy product, and their transit throughout the GIT, is
central to better understanding the beneficial effects of fermented
products on health [18].

Although . thermophilus can metabolize a number of different
sugars (sucrose, glucose, fructose), lactose remains its favorite
substrate. Lactose transport, metabolism, and regulation have
been extensively studied i vitro by using different strains of .
thermophilus [19,20] and in regard to their genomic sequences
[21,22]. In S. thermophilus, lactose is transported into the cell va
the LacS permease which operates as a lactose/galactose
antiporter or as a galactoside/H+ symporter [23]. LacS activity
leads to the release of galactose into the extracellular medium
after P-galactosidase has hydrolysed lactose into glucose and
galactose. On the one hand, S. thermophilus is the archetype of
lactose-adapted bacterium and on the other hand, we have
observed that this specialized bacterium revealed a high
adaptability of its carbohydrate metabolic pathways to the gut
environment [12]. To this end, the objective of this work was to
study the impact of lactose and lactose permease on S. thermophilus
physiology in the GIT of gnotobiotic rats. We studied the
sequenced strain LMD-9 for its colonization capacities, lactate
production, proteomic profile and the related host responsiveness
when animals received 4.5% of lactose that corresponded milk
content of lactose. This work sheds new light on the lactose-
related metabolism of S. thermophilus in the GIT and the
subsequent crosstalk with colonic epithelium. By comparing the
wild-type S. thermophilus strain and a mutant strain inactivated in
lactose permease LacS, we also studied the involvement of its
transporter in the carbohydrate metabolism i vitro and n vivo.
Our results led us to propose a metabolic model of management
of carbohydrates resources by S. thermophilus in vivo.

Results

Colonization and metabolic activity of S. thermophilus in
the GIT and effects on colon epithelium

Germ free rats were orally inoculated with 6x10% CFU of .
thermophilus LMD-9 and received lactose (4.5% wt/vol) in the
drinking water (Ino-LMD9"'*) (Fig. 1. S. thermophilus was present
along the GIT with an increasing amount of bacteria from the
ileum to the colon (Fig. 1A). The maximum level of colonization
for S. thermophilus occurred within the first week after gavage and
this was also observed with another strain of S. thermophilus,
LMG18311 strain (Ino-LMG18311%%) (Fig. 1B). This rapid and
high level of colonization was in sharp contrast with the
progressive and lower final colonization observed when .
thermophilus was inoculated in rats that did not receive lactose
(Fig. 1C) and [12].

L-lactate - an end product of S. thermophilus metabolism -
accumulated at a 49.9+5.7 mM concentration in Ino-LMD9"¢
caecal content, that represented 20 fold higher L-lactate than in
GF"™ (2.521.5 mM). D-lactate was not detected in all groups of
rats assessed. In parallel to this luminal L-lactate accumulation, a
significant (p<<0.05) acidification was noted with a luminal pH of
6.5+0.1 in Ino-LMD9*"* when compared to 7.4%+0.5 in GF™*, In
Ino-LMG18311™%, 55.8+4.2 mM L-lactate accumulated in caecal
content. Thus, S. thermophilus — either LMID-9 or LMG18311 strain -
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when colonizing the GIT was metabolically active by producing a
high amount of L-lactate.

The global structure of Ino-LMD9™ epithelium was analysed
by HES staining (Fig. 2A). The mean depth of colon crypt in Ino-
LMD9*™ was 206+9 um that was not statistically different from
values obtained with Ino-LMG183117% (221+4 um), GF™
(204*17 pm) and GF [24]. As illustrated, colon epithelium of
Ino-LMD9" was characterized by large and slack crypts and by
the presence of crypts which seems to be ready to split (crypt
fission). This global aspect of epithelium was reminiscent of our
previous observations with various mono-associated and germ free
rats [24]. We have previously proposed that lactate production
from the metabolic activity of S. thermophilus stimulates an increases
in monocarboxylic acid transporters mRNAs (SLC16A1 and
SLC5A8) and a lactate-sensitive protein involved in the cell cycle
arrest (p27°P") in colon [12]. SLC16Al and SLC5A8 mRNAs
were respectively 1.8 (£0.05) and 1.6 (*0.3) induced in Ino-
LMD9" (n = 5) relative to GF™ (n = 38). p27"P' protein was 1.8
(£0.03) induced in Ino-LMD9™ in comparison with GF™*
(Fig. 2B), thus confirming that lactate may serve as a biological
signal to communicate with host epithelium.

The sugar utilisation of S. thermophilus is preferentially
induced in vivo

We compared the proteomic profiles of S. thermophilus, by bi-
dimensional electrophoresis, after growth in milk (inoculum
solution) and after 30 days residence in the GIT (faeces of Ino-
LMD" (Figure S1). Sixty-three proteins displayed different
abundances between the 2 conditions: 25 were up-regulated
(induction from 2 to 12 fold) and 38 were down-regulated
(repression from 2 to 10 fold) in faeces compared to milk (Table 1).

Down-regulated proteins were mainly involved in transcription,
translation, nitrogen metabolism (AA biosynthesis, peptidases),
and purine and pyrimidine metabolisms. Thus, the S. thermophilus
population was maintained at a high level (10° CFU/g) in the GIT
even with a low expression level of these pathways, whereas its
growth in milk required a high expression and availability of these
enzymes.

Sixteen out of twenty-five proteins up-regulated in Ino-
LMD" faeces, compared to milk alone, belong to the
carbohydrate metabolism (Figure S1 and Table 1). Of these 16
proteins, five were glycolytic enzymes (PfkA, Fba, GapAl, Eno,
Pyk) while the others were “upstream” enzymes, (leading to the
formation of compounds feeding the glycolytic pathway) and
“downstream” enzymes (dissipating the ultimate product of
glycolysis, pyruvate). Interestingly, enzymes potentially involved
in metabolism of glycogen (GlgP, MalQ)), sucrose (PtsK, ScrB),
galactose (Gall, GalE), maltose (MalQ)) or in polysaccharide
synthesis (GalE) were significantly more abundant in the GIT than
in milk (Figure S1). In comparison with a culture in milk, S.
thermophilus™™ diversified its carbon source utilization by inducing
the metabolism of alternative sugars in the GIT.

The presence of lactose strengthens the sugar utilisation
in vivo

To study the effect of lactose on metabolic pathway of S.
thermophilus, we compared two sets of data: 1) Primarily listing the
proteins differentially expressed in the Ino-LMD (without lactose)
digestive tract versus milk and ii) a second listing of proteins
differentially expressed in the Ino-LMD9*™* digestive tract versus
milk (Fig. 3). As soon as S. thermophilus was growing in the digestive
tract, a large amount of proteins were down-regulated (38 and 41,
in presence or absence of lactose, respectively). Thirty four of these
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Figure 1. Colonization of S. thermophilus in mono-associated rats. One ml of S. thermophilus LMD-9 strain (6x10® CFU) was inoculated in
germ free rats thus leading to Ino-LMD9"° rats, which received water with lactose (4.5% wt/vol). Counts of S. thermophilus were obtained by plating
on M17 agar lactose the luminal content from ileum, caecum, colon, faeces of Ino-LMD9"% (n = 11) rats 30 days after the inoculation. B) Log 10 CFU/g
of S. thermophilus LMD-9 and LMG18311 counted from faecal samples all along the experiment for each mono-associated rat. The colonization curves
obtained with LMG18311 and LMD-9 were not significantly different (p=0.4). C) Comparison of colonization profile of LMD-9 when rats received
lactose (Ino-LMD9"'3) or not [Ino-LMD9, data from our previous work [12]]. Each column symbolized one rat and X, [J, &, A represented means of S.
thermophilus LMD-9 counts obtained from faecal samples recovered, respectively, during the first, second, third and fourth week.
doi:10.1371/journal.pone.0028789.g001
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Figure 2. Colon epithelium of Ino-LMD9"'*<, A) Representative

photomicrograph represents a slide of a colon crypt from Ino-LMD9 ¢
and GF" stained with HES. The arrow represented crypt fission. B)
Representative Western blot detected p27*' and a loading control
(GAPDH). The total proteins of colon epithelium were from Ino-LMD9*¢
(n=5) and GF™ (n=2).

doi:10.1371/journal.pone.0028789.9002

intestine-repressed proteins that were both repressed in presence
or absence of lactose (Fig. 3) were involved in staple functions as
transcription and translation. These results confirmed that a low
level of these proteins was sufficient to allow S. thermophilus to grow
in the GIT and establish a metabolically active population.

Of the intestine-boosted proteins, 7 were involved in glycolysis
and over-expressed either in the presence or in the absence of
lactose (Fig. 3). General- (DnaK, GroEL) or oxidative-stress
proteins (SodA) as well as the elongation factor Tuf —also
potentially involved in adhesion/colonization- were more abun-
dant in the GIT than in milk suggesting that they are related to
environmental signal responses [11].

In the presence of lactose, 9 supplementary proteins involved in
carbohydrate metabolism were over-expressed in the digestive
tract (Fig. 3). The presence of lactose allowed S. thermophilus to
enhance and diversify the metabolism of diverse carbohydrate
sources, potentially explaining how the population of S. thermophilus
overwhelms 10 fold the implanted population in absence of lactose
(Fig. 1C). Based on the colonization curve, the proteomic signature
and the resultant lactate end-product, the mobilization of the
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carbohydrate metabolism is determinant and limiting step for the
colonization, the growth and the activity of S. thermophilus in vivo
(Fig. 4).

Effect of lactose permease LacS inactivation on the S.
thermophilus metabolism

In S. thermophilus, lactose is transported into the cell via the LacS
permease which operates mainly as a lactose/galactose antiporter.
Considering the central role of S. thermophilus carbohydrates
metabolism m wviwo, a negative mutant for the lacS gene was
generated by inserting a kanamycine resistance cassette in the /acS
gene. The resulting AlacS strain was validated i vitro, since it did
not grow in the presence of lactose in contrast to the wild-type
LMD-9 strain (Fig. 5A). In the presence of glucose, sucrose or
fructose, AlacS and the wild-type LMD-9 strains displayed similar
growth rates. In vitro, the inactivation of LacS permease impaired
the growth in presence of lactose, while preserving the capacity of
utilising other carbon sources.

The AlacS strain was then challenged in vivo for its capacity to
colonize the GIT in germ-free rats receiving 4.5% lactose (Ino-
AlacS™ rats). The final level of colonization was identical with
AlacS and LMD-9 strains, with 1.5 10° CFU/g (Fig. 5B).
Concordantly, the final amount of faecal lactate was identical in
both lots of rats (30+0.5 mM in Ino-AlacS™™ versus 34.1+7 mM
in Ino-LMD9*"9). However, the kinetic of colonisation was altered
with AlacS strain in the first days after inoculation as the maximal
colonization AlacS being delayed in comparison with the wild-type
strain. In concordance with this delayed colonisation, the L-lactate
was undetectable in the first days after inoculation in Ino-AlacS™*
faeces, whereas it was already high (41+12 mM) in faeces of Ino-
LMD9™*, These results indicated that LacS permease inactiva-
tion delayed the colonisation of S. thermophilus and suggested that
an adaptation process occurred during the first 15 days after
mnoculation.

Discussion

Our study demonstrates that the presence of lactose enhanced
the fermentative activity of S. thermophilus leading to higher level of
luminal lactate (x3.5 caecal lactate in Ino-LMD9 compared to
Ino-LMD9 [12]) which subsequent acts to modulate the host
epithelium. Therefore, activation of enzymes involved in carbo-
hydrate metabolism constitutes the metabolic signature of S.
thermophilus in the GIT and allows the dialogue with colon
epithelium. Lactose boosted the S. thermophilus carbohydrates
metabolism that is already high in the digestive tract. S.
thermophulus, probably because of its intensive use in dairy industry,

Table 1. Functional distribution of S. thermophilus LMD-9 proteins whose abundance changed between the milk inoculum used
for gavage and the faeces of Ino-LMD9" rats (2-DE analysis).

Functional category
(number of proteins)

Range of modulation

25 up-regulated proteins in the digestive tract -Carbohydrate metabolism: 16 2.1-10.6
-Stress and fitness factors: 4 2.8-12.6
-Nitrogen metabolism: 2 2.8-4.6
-Nucleotide metabolism: 3 2.2-4.1
38 down-regulated proteins in the digestive tract -Transcription/translation: 17 2-10
-Diverse: 9 2.2-10
- Nitrogen metabolism: 6 2.5-5
- Nucleotide metabolism: 5 2.5-10
-Carbohydrate metabolism: 1 2

doi:10.1371/journal.pone.0028789.t001
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Figure 3. Comparative proteomic analysis (2-DE) of S. thermophilus LMD-9. Cytoplasmic extracts of S. thermophilus LMD-9 after passage
through the GIT (ino-LMD9"'¢ rats) were compared with those obtained in milk culture (inoculum for gavage). Data obtained in absence of lactose

(Ino-LMD9) were previously described [12].
doi:10.1371/journal.pone.0028789.g003

has evolved by a specialization to lactose degradation with a
genome that is considered as “poor”, having lost many genes. The
sugar metabolism appears here to have key functions in adaptation
to the GIT environment since life cycle of S. thermophilus in the GIT
relies on carbon metabolism.

Recently, it has been shown that the efficiency of carbohydrates
consumption by bifidobacteria correlated with their ability to
protect host against infection [25]. From indigenous gut
microbiota to sub-abundant transient species, the carbohydrate
metabolism is central for bacterial colonization, activity and
subsequent dialogue with host [26,27,28,29,30]. Although S.
thermophilus 1s rather specialized in the degradation of simple
sugars and belongs to numerically minor group of microbiota [31],
its carbohydrate metabolism is also prevalent in regulating its own
adaptation in GIT and its dialogue with host.

The present work confirmed our previous data stating that
lactate produced in Ino-LMDO9 by S. thermophilus induced both
mRNAs SLC16A1/SLC5A8 monocarboxylic transporters and a
cell-cycle arrest protein p27°P' [12]. The levels of induction
between Ino-LMD9™ and GF™ were not statistically different
to that obtained between Ino-LMD9 and GF [12], indicating that
the 3.7 fold highest content of lactate in Ino-LMD9™* (compared
to Ino-LMDY) did not correlate with higher stimulation of
epithelial transporters and p27*P'. All these results highlight the

@ PLoS ONE | www.plosone.org

homeostatic responsiveness of the epithelium, as we have
previously observed after intestinal resection [32]. In mono-
associated rats, it is likely that a small portion of lactate was
shuttled inside colonic cells, while the remaining luminal lactate
was excreted in faeces (49.9%25.7 mM caecum versus 34.1£7 mM
in faeces). In such models, the major proportion of lactate was
excreted, because of the absence of other bacteria that normally
inhabit the gut and metabolize lactate. In healthy human adults,
lactate produced by gut microbiota is nearly undetectable in faecal
samples since it is absorbed by host and also consumed by lactate-
utilizing bacteria to produce mainly butyrate [33,34,35,36].
Therefore, one can suppose that, in a context of a complex
microbiota, S. thermophilus could contribute to microbial ecosystem
by favoring lactate-utilizing enzymes or inhibiting low-pH sensitive
bacteria [6].

Our study presents data on S. thermophilus physiology and
demonstrates the flexibility of this bacterium to adapt to digestive
environmental constraints and its capacity to diversify the use of
alternative sugars. In absence of lactose, S. thermophilus develops a
capacity to use alternative sugars i viwo ant this suggests that
similar mechanisms occurred in the absence of a functional LacS
permease. The presence of lactose enhanced LMD-9 colonization
in the GIT, probably by favoring the use of diverse sugars in the
GIT wa the induction of metabolisms of galactose, sucrose,
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Figure 4. Model of carbohydrate metabolism of S. thermophilus in the digestive tract. Carbohydrate metabolism in S. thermophilus LMD-9
after its passage through the GIT, A) in presence (INo-LMD9*"%) or B) in absence of lactose (Ino-LMD9). Up-regulated enzymes in GIT compared to milk
are grey shaded. We constructed this model from the present proteomic data and from predictions of metabolism pathways of LMD-9 strain genome.

doi:10.1371/journal.pone.0028789.g004

maltose, and glycogen. Each metabolic pathway feeds glycolysis,
suggesting that S. thermophilus metabolism converges to ATP
production in the GIT. This also indicates that most of the sugar
routes predicted by genome analysis, and so far not yet studied, are
probably functional in S. thermophilus LMD-9. AlacS strain needed
about 15 days to stably and maximally implant and thus possibly
to set up a metabolic response by using alternative sugars and/or

Sucrose

Lactose Glucose

CFU/g
1074

10° 4
108 4
107 4

106 |

by favoring the entrance of lactose by other unknown transporters.
By studying the physiology of S. thermophilus in the digestive tract,
we also propose that the protein MalQ) may be involved in
glycogen synthesis rather than in maltose metabolism. In absence
of lactose, MalQ) was induced in gut and we hypothesized that S.
thermophilus stocked glycogen in order to face limiting environ-
mental conditions [37]. In presence of lactose, both MalQ) and

Fructose

(_\ v v v
oc\)\a‘\o 5 10 15
Time (days)
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Figure 5. S. thermophilus AlacS characterization. A) in vitro: growth of the wild-type (B) and the AlacS ([J) strains in M17 in presence of different
sugars. B) in vivo: enumeration of viable wild-type (A) and AlacS (+) strains isolated from faeces of INo-LMD9*'¢ (n=5) and Ino-AlacS*'* (n=5),

respectively.
doi:10.1371/journal.pone.0028789.g005
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GlgP [responsible for glycogen breakdown in bacteria [38]] were
induced, suggesting that equilibrium between anabolism and
catabolism occurs in S. thermophilus. A similar simultaneous
glycogen synthesis and degradation have been described in
Corynebacterium  glutamicum where glycogen is constantly recycled
[39]. All our observations show that MalQ) is not involved in
maltose metabolism, in concordant with the fact that no MalE
transporter is present in the genome of LMD-9 and that genes
malQ and glgP (encoding potentially for a glycogen phosphorylase)
are an operon in LMD-9. Glycogen could be of prime importance
in the colonization, adaptation and survival of S. thermophilus within
the GIT, as previously observed for other microorganisms, when
present in starvation conditions [37] or during transition between
nutrient-rich- and nutrient-poor environments [40].

Our present work sheds new light on the established
association of S. thermophilus and lactose by revealing that lactose
enhanced S. thermophilus kinetics, level of colonization and
fermentative activity in the GIT. Our work suggests that a food
product containing both a live S. thermophilus and lactose would
favor the colonization and fermentative activity of S. thermophilus
in vivo. In this context, our results follow the rationale of previous
clinical observations and the nutritional assertion that the
consumption of yogurt (containing lactose) could alleviate the
symptoms of lactose intolerance.

Materials and Methods

Bacterial strains, media, and inoculating samples

The strains S. thermophilus LMD-9 (ATCC BAA-491, USA), and
LMG18311 (BCCM collection, Belgium) were used. Stock cultures
of S. thermophilus LMD-9 and LMGI18311 were prepared in
reconstituted 10% (wt/vol) Nilac skim milk (NIZO, Ede, the
Netherlands) as previously described [41]. S. thermophilus mono-
cultures were obtained by inoculating Nilac milk with 10® CFU/
ml of stock cultures and incubated at 42°C until pH 5.4-5.5. One
ml of culture was used for rat gavage and the remaining aliquots
were frozen in liquid nitrogen and stored at —20°C until protein
extraction. The cultures were enumerated a posteriori by plating
appropriate dilutions on M17 agar lactose (10 g/L) for S.
thermophilus. After 16 h (S. thermophilus) incubation at 42°C. under
anaerobiosis (Anaerocult A, Merck, Darmstadt, Germany),
colonies were counted.

Umax determination

Cultures (n = 3) of S. thermophilus strains were performed in M17
supplemented with 10 g/L lactose, glucose, sucrose or fructose;
the apparent growth rate (Hy,,,) was defined as the maximum slope
of semi-logarithmic representation of growth curves assessed by O.
D.650 nm measurements.

Insertional inactivation of S. thermophilus LMD-9 lacS

gene

The kanamycin cassette of the plasmid pKa 2000 was PCR-
amplified using the Phusion high fidelity DNA polymerase with
AphA3-F (7 CCAGCGAACCATTTGAR) and  AphA3-R
' GTTGCGGATGTACTTCAG®) primers. The 1489 bp DNA
fragments flanking the lacS gene were PCR-amplified using the
Phusion DNA polymerase, the LMD-9 DNA as a template, and
primers LacS-up (* TATGTGCCTGCCAGTCCA®)/Kana-up-
R (AGGGGTCCCGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATC-
GATGACCTTTAGATTTTTCCAT?) for the upstream frag-
ment and primers LacS-down (‘TAACTGGAACGACTTCA-
AC?)/Kana-down (> CTTACCTATCACCTCAAATGGTTC-
GCTGGGTTTATCGTAACTAATTCAGAAAAA®)  for  the

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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downstream fragment. The 3’ end of the upstream generated
fragment contained a sequence complementary to the 5 end of
the kana cassette whereas the 5" end of the downstream generated
fragment contained a sequence complementary to the 3" end of
the cassette. This allowed joining of these three fragments
subsequent to Taq Phusion PCR using primers LacS-up and
LacS-down. After purification with a QIAquick PCR purification
kit, 500 ng of the resulting 3.4 kb fragment was further used to
transform LMD-9 natural competent cells as described by Gardan
et al. [42]. Transformants were selected on M17Glu plates with
kanamyin and were then checked by PCR using oligonucleotides
LacS-up and KanaR. Finally sequencing of the flanking regions
was performed to ensure that no unwanted mutations were
introduced.

Animals and experimental design

All procedures were carried out in accordance with European
and French guidelines for the care and use of laboratory animals.
Permission 78-123 is a permit number dedicated to M. Thomas.
MICALIS (Microbiologie de I’Alimentation au Service de la
Santé) review board specifically approved this study. At the age of
2 months, germ-free (GF) rats (male, Fisher 344) were inoculated
cither with . thermophilus LMD-9 (Ino-LMD9"*°, n=11) or .
thermophilus TMG18311 (Ino-LMG183117* n=8). 1 ml of a
culture of S. thermophilus in Nilac milk (5x10° CFU/ml) was
transferred to GF rats by oral gavage. As a control, GF™™ rats
were also inoculated with 1 ml of sterile Nilac milk (without
bacteria). Following gavage, rats received water enriched with
lactose (4.5%wt/vol). GF and mono-associated rats were housed in
sterile Plexiglas isolators (Ingénia, Vitry-sur-Seine, France). All
groups of rats received the same standard diet (UAR), which was
sterilized by gamma irradiation. Twice a week S. thermophilus was
enumerated by plating serial dilutions of the faeces on M17 lactose
agar. All rats were euthanized at three months old, 30 days after
gavage.

S. thermophilus AlacS strain was inoculated in GF rats to obtain
Ino-AlacS™ rats. The AlacS inoculum was grown in M17+glucose
and bacteria were enumerated by plating serial dilutions of the
faeces on M17 glucose agar supplemented with kanamycine
(1 mg/ml). Ino-AlacS™ (n=5) rats drank 4.5% lactose-enriched
water. The presence of kanamycin cassette disrupting the /acS gene
was checked by PCR in facces of Ino-AlacS™. Ino-AlacS™™ rats
were cuthanized 18 days after gavage.

Rats were anesthetized with isoflurane and tissues were
recovered. The colon was immediately used, for colonic epithelial
cell isolation or for histological procedures as it has been described
in Cherbuy et al. [43,44].

Western blot analysis

Colonic proteins from isolated epithelial cells were used for
Western blot analysis as previously described [24] by using a
denaturing (SDS)—polyacrylamide gel. Proteins were analysed
using anti- p27""! (Santa Cruz Biotechnology; 1/500). GAPDH
was used as loading control. Signals imprinted on autoradiography
films were quantified by scanning densitometry of the autoradio-
graph using Biovision 1000 and logiciel biolD (Vilber Lourmat,
France).

Dosage of p- and L-lactates

D- and L-lactates were measured in caecal contents and faeces
with the Biosentec n/L lactic acid enzymatic kits according to the
manufacturer instructions (Biosentec, Toulouse, France) as also

described in Rul et al. [12].
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Histology analysis

Colon samples were cut into 2 cm sections, fixed in 4%
paraformaldehyde (4 hours, room temperature), dehydrated and
embedded in paraffin according to standard histological protocols.
Four micrometer sections were mounted on SuperFrost® Plus
slides. Slides were stained with Hematoxylin-Eosin-Safran (HES)
for histological analysis. Crypt depths were determined with
NDP.view software (Hamamatsu). Only U shaped longitudinally
cut crypts with open lumina along the crypt axis were analysed.
Results were the mean obtained by analysis at least 20 crypts per
rat (Ino-LMD9"*°, n=5; Ino-LMG183117* n=3).

RNA isolation and quantitative RT-PCR analysis

Total RNAs were extracted from colon epithelial cells of GF*™
(n=3), and Ino-LMD9"** (n = 5) by the guanidinium thiocyanate
method. The skl6al and slc’)a8 mRNA quantification was
performed as we have previously described [12].

ac

Bacterial protein extraction, comparative bi-dimensional
(2-DE) protein analysis and image analysis

Cytoplasmic proteins were extracted from bacteria as previously
described [12] either from milk cultures (n = 3) or faecal samples
(5 g of frozen faeces from 3 Ino-LMD9™ rats). A volume of
cytosolic fraction corresponding to 250 pg of proteins was treated
as previously described [45]. Bi-dimensional (2-DE) protein
analysis and image analysis were performed according to Rul e
al. [12]. MS analyses were performed using a Voyager-DE-STR
(Applied Biosystems, Framingham, USA) on the PAPPSO
proteomic platform (http://pappso.inra.fr). The proteins were
identified using MS-FI'T' (http://prospector.ucst.edu).
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Statistical analysis

Results are presented as means = SE for the number of animals
indicated. Comparisons of group data between different batches of
rats were performed using one—way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s student range test where appropriate.
Significance was for P value lower than 0.05. Statistical analysis
was performed using the JMP® software (version 7, SAS institute
INC).
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Figure 19: Construction de modeles en cascade

de gnotobiotie avec S. thermophilus AlacS




3 Résultats complémentaires

Comparaison de la cinétique de colonisation du TD par le mutant S. thermophilus AlacS

avec et sans apport de lactose

Afin de mieux étudier le role de la perméase LacS et I'impact de I'apport du lactose sur la
colonisation au TD, nous avons suivi la cinétique de colonisation du mutant S. thermophilus
AlacS et nous I'avons comparé a celle de la souche sauvage dans le tractus de rats

gnotobiotiques (avec et sans apport de lactose 45 g/L).

3.1 Matériels et méthodes :

3.1.1 Suivi de la cinétique de colonisation du TD par S. thermophilus AlacS:

Quatre modeles de rats gnotobioques ont été construits selon les protocoles suivants (Figure
19):
- 1% colonisation : du lait Nilac (additionné de 10g/L de glucose) fermenté avec S.
thermophilus AlacS a été utilisé pour inoculer deux groupes de 5 rats axéniques agés de 2
mois. Du lactose a 45 g/L a été rajouté dans |'eau de boisson de I'un des deux groupes de
rats. Le suivi de la colonisation du TD des deux groupes de rats a été réalisé sur 4 semaines
par dénombrement sur M17 glucose agar + kanamycine (1mg/mL).

- 2°™€ colonisation : aprés 4 semaines de colonisation, des féces de rats de chacun des
groupes précédents sont dilués dans du M17 et inoculés respectivement a deux groupes
constitué de 3 rats axéniques agés de 2 mois chacun. Le suivi de la colonisation du TD des

différents rats a été réalisé sur 4 semaines par dénombrement sur M17 glucose agar +

kanamycine (1mg/mL).
3.1.2 Dosage de lactate
Le lactate produit chez rats mono-associés avec S. thermophilus AlacS dans le contenu caecal

et les feces a été dosé selon le protocole décrit précédemment (Chapitre 1, (Rul et al.,

2011).

3.1.3 Mesure du pH
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Le pH de lait Nilac (pH initial 6.12) a été mesuré apres fermentation avec S. thermophilus et

S. thermophilus AlacS afin d’évaluer la croissance bactérienne.

3.2 Résultats et discussion

Quel est I'impact de linvalidation de la perméase de S. thermophilus AlacS sur la
colonisation du TD des rats gnotobiotiques? Le lactose joue-t-il un roéle malgré

I'invalidation de la perméase LacS?

En absence de lactose et quand la perméase LacS est invalidée, la colonisation du TD

par S. thermophilus AlacS chute les 5 premiers jours et n’est plus détectable (< 102 UFC/g de
feces). Elle augmente ensuite progressivement et se stabilise au bout de 15 jours a 2.9+1.45
108 UFC/g de feces (Figure 20). En revanche, la colonisation du TD par la souche sauvage S.
thermophilus nécessite un délai d’adaptation plus long, de 21 jours, elle chute moins les
premiers jours d’adaptation en comparaison avec le mutant AlacS.
Néanmoins, les souches sauvage et mutante atteignent le méme niveau d’implantation a
partir de la troisieme semaine a savoir =3 108 UFC/g de féces et s’y maintiennent jusqu’a la
guatrieme semaine. Ainsi, la perméase a lactose joue un réle pendant les premiers jours de
la colonisation du TD sur le niveau de colonisation et sur la durée nécessaire a I'adaptation.
La perméase a lactose (en absence de lactose) serait impliquée dans I'adaptation et les
capacités d’'implantation de S. thermophilus.

Lorsqu’il y a un apport de lactose, la comparaison de la colonisation du TD par S.
thermophilus et S. thermophilus AlacS montre que la souche sauvage colonise le TD et se
stabilise plus rapidement que le mutant (Article 2). En effet, I'apport de lactose permet de
raccourcir la période d’adaptation de S. thermophilus AlacS au TD de pres de 15 a 5 jours et
d’augmenter 10 fois le niveau de colonisation par S. thermophilus AlacS a savoir 1.7+0.7 10°
UFC/g de féces (Figure 21). Comme nous I'avons déja démontré, en présence de lactose S.
thermophilus s’adapte plus rapidement et colonise le TD a 3 10° UFC/g de féces. Ainsi, le
lactose confére un avantage pour la colonisation et une accélération probable de
I'adaptation au TD a S. thermophilus et au mutant AlacS de facon indépendante de la

perméase a lactose.

En comparant la cinétique de colonisation de S. thermophilus AlacS avec et sans

apport de lactose, nous observons l'effet du lactose sur I'augmentation du niveau de
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colonisation indiquant donc probablement une accélération de I'adaptation pendant les

premiers jours (Figure 22).

L’étude de la cinétique de colonisation du TD rat par rat par S. thermophilus AlacS
sans apport de lactose montre une chute du niveau de colonisation commun a tous les rats
pendant les 7 premiers jours puis une adaptation progressive et variable selon les rats

eme

(Figure 23). Cependant, a partir du 21" jour S. thermophilus AlacS atteint le méme niveau
de colonisation chez les 5 rats. L'apport de lactose permet d’augmenter le niveau de
colonisation et d’obtenir une adaptation et une stabilité qui est homogene chez tous les rats

(Figure 24).

Ainsi, malgré l'invalidation de la perméase a lactose LacS, I'apport de lactose
augmente le niveau de colonisation de facon reproductible et homogéne chez les différents

rats.

Est-ce que I'adaptabilité au TD acquise est stable chez S. thermophilus AlacS?

S. thermophilus AlacS semble avoir acquis une adaptabilité au TD aprées 4 semaines de

colonisation et ce, avec ou sans apport de lactose. La question qui s’est posée est : est-ce
que cette adaptabilité est stable? Pour vérifier cela, j’ai inoculé des rats axéniques avec une
dilution de S. thermophilus AlacS contenu dans les féces des rats ayant recu ou pas du
lactose obtenus précédemment (Figure 25).
- S. thermophilus AlacS issu des féces de rats n’ayant pas recu de lactose (Ino-AlacS) colonise
le TD des rats (Ino,-AlacS) sans présenter de phase d’adaptation. La colonisation est
homogene entre les différents rats et se stabilise a 108 UFC/g de féces dés le premier jour
(Figure 26). Ainsi, I'adaptabilité au TD semble étre conservée aprés une ré-inoculation et S.
thermophilus AlacS maintient le méme niveau de colonisation de 108 UFC/g de féces qu’enfin
d’expérience chez les rats Ino-AlacS.

+lac

- S. thermophilus AlacS issu des feces de rats ayant regu du lactose (Ino-AlacS™") colonise le
TD des rats (Ino,-AlacS +IaC) en présentant une légére phase d’adaptation indiquée par une
baisse de la colonisation d’un niveau de 1 log le premier jour puis se stabilise (Figure 27).
L'allure de la cinétique de colonisation du TD propre a chacun des trois rats Ino,-AlacS™
montre une légere hétérogénéité par rapport a celle des rats Ino,-AlacS. En rappelant que S.

thermophilus AlacS s’est adapté et a colonisé le TD en présence de lactose lors de la
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Figure 26: Cinétiques de recolonisation du TD
de rats axéniques par S. thermophilus AlacS rat
par rat apres passage dans le TD.

Figure 27: Cinétiques de recolonisation du TD
de rats axéniques par S. thermophilus AlacS rat
par rat apres passage dans le TD et avoir regu
du lactose.

Tableau 15: Caractéristiques des deux colonisations du TD

1°" colonisation

5 rats Ino-AlacS

Apport de lactose Non Oui a 45 g/L
Phase d’adaptation Longue (21 jours) Courte (5 jours)
Cinétique de colonisation Lente et hétérogene Rapide et homogene
Niveau final de colonisation 10® UFC/g de feces 1.7 10° UFC/g de feces

2°™ colonisation

3 rats Ino,-AlacS”™"™

Apport de lactose Non Non
Phase d’adaptation Absente Tres courte (1 jour)
Cinétique de colonisation Rapide et homogene Rapide et |égerement hétérogene
Niveau final de colonisation 10® UFC/g de feces 10® UFC/g de féces




premiere inoculation, I’hétérogénéité peut étre expliqué par une adaptation mise en place
par S. thermophilus AlacS pour s’accommoder a I'absence de lactose. Néanmoins, S.
thermophilus AlacS atteint le méme niveau, 108 UFC/g de feces, et cela ayant recu du lactose
ou non lors de la premiere colonisation.

Le tableau 15 synthétise les caractéristiques du mutant S. thermophilus AlacS lors de la
premiere et de la deuxieme colonisation du TD.

L’adaptation de S. thermophilus AlacS au TD s’est probablement faite par une
adaptation génétique a I’'hote et/ou par la mise en place des voies physiologiques de
régulation en réponse aux conditions du TD. S. thermophilus AlacS retrouve donc le méme
environnement lors de la deuxieme colonisation que celui auquel il s’est adapté lors
premiere colonisation a savoir le TD de rats axéniques agés de 2 mois. Les éventuelles
mutations acquises ou l'activation de certaines voies métaboliques par le mutant dans le TD
semblent étre conservées apres re-inoculation.

Dans la littérature, une seule étude présente un cas de conservation de I'adaptation
lors du deuxieme passage dans le TD. Chiaramonte et ses collaborateurs montrent la
conservation de I'adaptation au TD de souris axénique chez Lactobacillus sakei (L. sakei)
(Chiaramonte et al., 2010). Cette bactérie colonise rapidement le TD de souris axéniques et

atteint 10° UFC/g de féces. L'adaptation au TD s’est traduite par I"apparition de colonies de

éme eme

deux morphotypes différents le 7°" jour et le 15" jour de colonisation. Ensuite, les deux
colonies de morphotypes différents ont été remises en culture et inoculées a des souris
axéniques. Lors du deuxieme passage dans le TD, les colonies obtenues ont présenté les
deux morphotypes.

Dans la suite de ce travail, je me suis intéressée a voir si cette adaptation acquise est
reflétée par I'activité métabolique de S. thermophilus AlacS dans le TD lors de des multiples

colonisations.

Est-ce que S. thermophilus AlacS conserve son activité métabolique dans le TD?

Comme nous |'avons déja observé, S. thermophilus AlacS produit exclusivement du L-
lactate dans le TD des rats.

En premier lieu, j’ai suivi la production de L-lactate par S. thermophilus AlacS dans les
féces des rats Ino-AlacS, des rats Ino-AlacS™'™, des rats Ino,-AlacS” " et des rats Inoy,-AlacS™

lac

. Jai remarqué que la production de L-lactate n’est détectable qu’a partir d’une
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Figure 28: Suivi de la production de L-lactate au cours de la colonisation

du TD par S. thermophilus Alacs, rat par rat
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Figure 29: Suivi de la production de L-lactate au cours de la colonisation du

TD par S. thermophilus AlacS
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Tableau 16 : Concentration de L-lactate produit dans le TD en mM

, rat par rat, avec apport de lactose a 4.5%.

1 colonisation Ino-AlacS Ino-LMD9 Ino-LMD9"
Niveau de colonisation 10° UFC/g 10® UFC/g 1.7 10° UFC/g 3 10° UFC/g
L-lactate (mM) 7.03+4.1 9.8+2.5 41+1 49.9+5.7
2°™ colonisation Ino,-AlacS’™
Niveau de colonisation 10° UFC/g 10° UFC/g
L-lactate (mM) 7.05+1.16 8.38+3.6

Tableau 17 : pH du lait aprés fermentation avec S. thermophilus et S. thermophilus AlacS

S. thermophilus

S. thermophilus AlacS

Avant passage dans le TD

4,39

6,06

Aprés passage dans le TD

4,5

4,45
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colonisation du TD & hauteur de 10° UFC/g de féces et ce pour les rats ayant recu ou pas du
lactose (Figures 28 et 29). Le tableau 16 présente les concentrations en L-lactate dans les
féces au 21°™ jour de colonisation.

Sans apport de lactose, la production de lactate est du méme ordre de grandeur chez
la souche sauvage et le mutant. De méme, lorsqu’il y a un apport de lactose, la production
de lactate est aussi du méme ordre de grandeur chez la souche sauvage et le mutant.

Malgré I'invalidation de la perméase a lactose, la production de lactate augmente de

plus de cing fois chez les rats Ino-AlacS*

par rapport au rats Ino-AlacS. Ainsi, le lactose
stimule la glycolyse chez S. thermophilus AlacS méme en absence de la perméase LacS.

Suite a I'augmentation de l'induction des protéines impliquées dans la glycolyse observée
chez S. thermophilus dans le TD de rats gnotobiotiques, nous pouvons supposer que le
lactose est éventuellement transporté dans la cellule par d’autres transporteurs que la

perméase LacS. Une éventuelle activation de voies alternatives de transport du lactose

pourrait étre la résultante des conditions dans le TD et I'absence de la perméase LacS.

Dans une seconde partie, j’ai étudié I'influence de I'adaptation de S. thermophilus et
de S. thermophilus AlacS au TD sur leur principale activité, a savoir la fermentation du lait.
Pour cela, j’ai comparé I'acidification du lait par la souche sauvage et le mutant avant et
apres passage dans le TD. Le pH du lait aprés 5h 30min de fermentation est indiqué dans le
tableau 17 sachant que le pH initial du lait est en moyenne de 6.12:

Ainsi, apres passage dans le TD, S. thermophilus AlacS semble avoir acquis les
capacités nécessaires a acidifier le lait et par conséquent probablement aussi des capacités a
utiliser le lactose sucre majoritaire du lait. Nous pouvons donc supposer que le lactose est
transporté par un autre transporteur que LacS.

Les animaux gnotobiotiques offrent ainsi un modele simple mais adéquat a I'étude des
mécanismes d'adaptation de la bactérie a I’'hGte. Les bactéries peuvent s'adapter a la fois par
la régulation des genes et des mutations adaptatives. Une caractérisation génomique et
protéomique des souches adaptées au TD nous permettrait d’obtenir des informations pour
identifier les éventuelles mutations dues a I'adaptation au TD et les protéines induites pour

compenser |'absence de la perméase a lactose.
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4 Discussion générale

Ce travail apporte une meilleure connaissance de I'impact de l'introduction d’une

source de carbone directement assimilable par la bactérie, et qui de plus est son sucre
préférentiel, sur le niveau de la colonisation de I’hote, I'adaptation au TD et son activité
métabolique (Figure 30 : schéma de synthése des principaux résultats).
L'apport de lactose a 45 g/L a permis d’augmenter la colonisation du TD et donc
probablement d’améliorer et d’accélérer I'adaptation de S. thermophilus. 1l a aussi permis
d’augmenter le niveau de colonisation. Le lactose a également un effet stimulateur
indépendamment de la perméase a lactose. Néanmoins, cet effet semble étre particulier a S.
thermophilus car I'apport de lactose n’a pas d’effet significatif sur la stimulation de la
colonisation du TD de souris axéniques par Lactococcus lactis qui se stabilise a 3.7 10° UFC/g
de féces (en présence ou non de lactose) (Roy et al., 2008a).

Nous avons montré précédemment que I'adaptation au TD de S. thermophilus passait
par une augmentation de la glycolyse. L'apport de lactose stimule davantage la glycolyse
avec une induction deux fois plus importante de protéines impliquées dans le métabolisme
du carbone et plus particulierement le galactose, le sucrose et le glycogene. Nous avons
observé une induction de certaines protéines similaires chez S. thermophilus et L. lactis dans
le TD lorsqu’il y a un apport de lactose telles que : GapA et GalE (Roy et al., 2008a). Il a été
démontré in vitro que le géne lacZ est activé suite a I'apport de lactose dans le TD (Drouault
et al., 2002) et in vivo que S. thermophilus produit une B-galactosidase active (Mater et al.,
2006). Nous avons observé que S. thermophilus induit une glycolyse plus importante en
présence de lactose dans le TD. Toutefois, cette production importante de L-lactate ne
semble pas induire une réponse de I’héte proportionnelle a la quantité de lactate présente
dans le TD. En effet, en comparant le taux d’induction des transporteurs de

monocarboxylates et la protéine d’arrét du cycle cellulaire p27*?*

chez les rats ayant recu du
lactose ou non, nous observons le méme niveau de réponse chez I'hote. Ainsi, 'apport de
lactose a un impact sur la physiologie de S. thermophilus sans pour autant affecter les
réponses que nous avons étudié chez I’h6te, mettant en évidence I'homéostasie au niveau
de l'intestin.

Cette étude a aussi permis de mettre en évidence l'induction in vivo de certaines

protéines par un apport nutritionnel particulier. Cette stratégie permet une meilleure

connaissance des bactéries a effets probiotiques lorsqu’elles sont incorporées dans des
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aliments contenant leurs nutriments. Le yaourt constitue un modéle de choix afin d’étudier
I’effet que pourrait avoir S. thermophilus sur I‘hote lorsqu’il est consommeé. Il présente a la
fois un écosystéme simple et une teneur en lactose de 45 g/L qui a un impact sur la

physiologie et plus particulierement sur le métabolisme du carbone de S. thermophilus.
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Chapitre 3 : Devenir des deux bactéries du yaourt dans le TD
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1 Introduction

Ces derniéres années, de nombreuses études ont porté sur les allégations santé du
yaourt et des cultures bactériennes utilisées pour la production de laits fermentés. Les
avantages du yaourt et des BL sur la santé ont été étudiés dans des modeles animaux et,
parfois, chez des sujets humains (Aldinucci et al., 2002; Del Campo et al., 2005; Saavedra et
al., 2004). Ces bactéries sont capables de résister partiellement aux sécrétions gastriques et
biliaires in vitro et in vivo (Faye et al., 2011; Kimoto-Nira et al.; Lo Curto et al., 2011; Pitino et
al., 2010; Tiiu Kullisaar, 2003) et peuvent délivrer des enzymes actives et autres substances
dans l'intestin (Drouault et al., 2002; Mater et al., 2005; Oozeer et al., 2002; Oozeer et al.,
2005). Certaines études portant sur le yaourt, les laits fermentés par différentes especes de
BL, ou les deux en méme temps ont montré des bénéfices prometteurs pour la santé dans le
cas de certaines affections gastro-intestinales, la constipation, les maladies diarrhéiques, le
cancer du cblon, les maladies inflammatoires de l'intestin, les infections a Helicobacter
pylori, et les allergies (voir introduction ; chapitre 3). En particulier, I'effet probiotique qui a
été attribué par I'EFSA au yaourt concerne I'amélioration de la digestion du lactose chez
certaines personnes intolérantes au lactose. L'incapacité a digérer le lactose, cause de
I'intolérance au lactose chez I'homme, a été attribuée a des quantités insuffisantes de la
lactase intestinale. L'activité de la B-galactosidase microbienne, a savoir la dégradation du
lactose, est d’autant plus importante dans le cas du yaourt. En effet, I'activité conjointe de S.
thermophilus et L. bulgaricus en co-culture est plus importante que l'activité propre de S.
thermophilus ou de L. bulgaricus ou que celle d’autres bactéries lactiques telle que
Lactobacillus acidophilus dans d’autres produits laitiers fermentés (Onwulata et al., 1989;
Savaiano et al., 1984). Cette activité conjointe (et plut6t) exclusive renforce I'attribution de
I'allégation santé au yaourt. Mais qu’en est-il quant a la viabilité de S. thermophilus et L.
bulgaricus dans le TD (afin d’exercer leurs effets)? Des travaux ont porté sur I'avenir de ces
deux bactéries une fois le yaourt consommé c.a.d. dans le TD. Les résultats de ces études ne
sont pas homogenes quant a la survie, I'implantation et I'activité métabolique de S.
thermophilus et L. bulgaricus.

Ainsi, dans le troisieme chapitre de ce manuscrit, afin d’étudier ces deux bactéries
dans un modele simplifié, nous nous sommes intéressés au devenir de S. thermophilus et L.
bulgaricus dans le TD de rats gnotobiotiques. Cette étude a fait I'objet d’un article (soumis)

ainsi que de résultats complémentaires.
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2 Article

Streptococcus thermophilus LMD-9 est avantagé sur Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus ATCC11842 dans différents milieux et dans le tractus digestif de rats

gnotobiotiques

2 .1 Contexte et objectifs

L’écosysteme du yaourt repose sur les interactions prenant place entre S.
thermophilus et L. bulgaricus dans un milieu laitier. L’association de ces deux espéces est
souvent bénéfique mais pas indispensable a la croissance de chaque espece dans le lait
(Tamime & Robinson, 1999). Les facteurs impliqués dans cette association in vitro et qui sont
décrits dans la littérature sont essentiellement d’ordre nutritionnel. D’autres facteurs
peuvent influer sur cette association comme la composition de I'inoculum, le pH et la
température (Beal & Corrieu, 1991). Dans le TD, les disponibilités en nutriments sont
différentes ainsi que les conditions de croissance. Nous supposons donc que cet écosystéme
« yaourt » sera modulé autrement dans les conditions du TD.

Afin de mieux connaitre |’évolution de S. thermophilus LMD-9 et de L. bulgaricus
ATCC11842 dans le TD ainsi que leurs contributions a I'effet du yaourt, nous avons étudié le
comportement des deux bactéries in vitro et in vivo dans un modeéle animal. Pour cela, nous
avons :

i) suivi la croissance, I'acidification du milieu (milieu de culture MRS + glucose a 20%, MRS +
lactose a 20% ou lait) et la production de lactate de S. thermophilus LMD-9 et de L.
bulgaricus ATCC11842 et ce, en monoculture et en co-culture ;

ii) suivi la colonisation du TD de rats gnotobiotiques par L. bulgaricus avec et sans apport de
lactose dans I'eau de boisson des rats (45g/L) ;

iii) suivi la colonisation du TD de rats gnotobiotiques par une co-culture de S. thermophilus
LMD-9 et de L. bulgaricus ATCC11842 en apportant du lactose dans I'eau de boisson des rats
(45g/L).

2.2 Méthodes

Cette étude comporte deux parties.
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Tableau 18 : Protocole expérimental d’inoculation des rats avec du lait fermenté avec L. bulgaricus

ATCC11842
Sans apport de lactose Avec apport de lactose a 45g/L
Nombre de rats axéniques agés
de 2 mois ) !
Inoculations avec L. bulgaricus 1mL (810°UFC/mL)aj1 1mL (8 10° UFC/mL)a j1
ATCC11842 1mL (810" UFC/mL)aj19

Tableau 19 : Protocole expérimental d’inoculation des rats avec du lait fermenté avec une co-culture
de S. thermophilus LMD-9 et L. bulgaricus ATCC11842

1 gavage 3 gavages
Nombre de rats axéniques agés 8 8
de 2 mois inoculés avec :
L. bulgaricus ATCC11842 1mL (3.710° UFC/mL)a j1 1mL (3.710° UFC/mL)a j1

1mL (3.7 10’ UFC/mL) aj 2

1mL (2.2 10’ UFC/mL) aj8

S. thermopbhilus LMD-9 1mL (3.210° UFC/mL)aj 1 1mL (9.210° UFC/mL)aj 1

1 mL (4.5 10° UFC/mL) a2

1mL (1108 UFC/mL)aj8

Tableau 20 : Population finale, pH et teneur en lactate des différents milieux de culture apres
croissance de S. thermophilus et L. bulgaricus en monoculture et en co-culture.

MRS + glucose 20% MRS + lactose 20% Lait
Monoculture 1.9 10° UFC/mL 1.7 10° UFC/mL 6.6 10° UFC/mL
S. thermophilus pH=4.5 pH=4.5 pH=4.8
LMD-9 45.8 mM L-lactate 44.3 mM L-lactate 43.1mM L-lactate
Monoculture 5.1 10° UFC/mL 4.6 10° UFC/mL 6.7 10® UFC/mL
L. bulgaricus ATCC pH=4.2 pH=4.2 pH=4.5
11842 50.7 mM D-lactate 51.1 mM D-lactate 27.1 mM L-lactate
Co-culture 2.8 10° UFC/mL 3.7 10° UFC/mL 8.73 10° UFC/mL
S. thermophilus pH = 4.45 pH=4.44 pH = 4.65
LMD-9 43.5 mM L-lactate 41.5 mM L-lactate 42.6 mM L-lactate
Co-culture 7.87 10" UFC/mL 1.12 10° UFC/mL 2.87 10" UFC/mL
L. bulgaricus pH = 4.45 pH=4.44 pH = 4.65
ATCC11842 9.78 mM D-lactate 11.7 mM D-lactate 1.6 mM D-lactate




- En premier lieu, nous avons suivi pendant 7 heures la croissance de S. thermophilus LMD-9
et L. bulgaricus ATCC11842 a 42°C en monoculture et en co-culture et ce dans trois milieux
différents (MRS + 20% de glucose, MRS + 20% de lactose et en lait). Nous avons inoculé
chaque milieu avec S. thermophilus LMD-9 ou L. bulgaricus ATCC11842 a 10° UFC/mL dans
les cas de monoculture ou les deux espéces en méme temps a un niveau de a 10° UFC/mL
dans le cas de la co-culture. En paralléle, nous avons mesuré I'acidification du milieu. En fin
de croissance, nous avons mesuré le lactate produit dans les différents milieux.

- En second lieu, nous avons suivi pendant 4 semaines la colonisation du TD de rats par L.
bulgaricus ATCC11842 et ce, avec et sans apport de lactose dans I'eau de boisson (45g/L)
comme indiqué dans le tableau 18.

Puis nous avons suivi pendant 4 semaines la colonisation du TD de rats par une co-culture de
S. thermophilus LMD-9 et L. bulgaricus ATCC11842 avec apport de lactose dans 'eau de
boisson (45g/L) comme indiqué dans le tableau 19 :

Aprés 4 semaines de suivi de la colonisation du TD des différents modeles de rats obtenus,

nous avons mesuré le pH et le lactate dans le contenu caecal des rats gnotobiotiques.

2.3 Principaux résultats

In vitro :

- En monoculture, L. bulgaricus a le méme niveau de croissance que S. thermophilus
dans les 3 milieux de culture. Par contre, en co-culture S. thermophilus a une
meilleure croissance et il est encore plus avantagé lors de croissance en lait (voir
tableau 20).

- S. thermophilus et L. bulgaricus produisent exclusivement et respectivement du L-
lactate et du D-lactate.

In vivo :

- L. bulgaricus ne colonise pas le TD en absence de lactose. Lorsqu’il y a un apport de
lactose dans I'eau de boisson des rats (45g/L), L. bulgaricus colonise le TD des rats
mono-associés a 110’ UFC/g de féces et produit exclusivement du D-lactate a
hauteur de 15.2 mM dans le contenu caecal apres 4 semaines de colonisation.

- Lorsque les rats sont inoculés avec une co-culture de S. thermophilus et L. bulgaricus,

S. thermophilus colonise le TD a 10*° UFC/g de feces dés la premiére semaine et ce,
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dans le cas d’un ou trois gavages successifs. L. bulgaricus est détecté chez 3 rats sur 8
3 510’ UFC/g de féces dans le cas d’un seul gavage et chez 2 rats sur 8 et ce, entre
10% UFC/g et 10° UFC/g de féces dans le cas de 3 gavages successifs. Chez les autres
rats, L. bulgaricus est au-dessous du seuil de détection de 10® UFC/g de féces. Chez
les rats di-associés avec S. thermophilus et L. bulgaricus, le contenu caecal est a pH
6.3 et contient 30 mM de L-lactate et 4 mM de D-lactate. Cette production de lactate
est en accord avec le niveau de chaque population bactérienne présente dans le TD

des rats.

2.4 Conclusion

Ce travail a permis de caractériser la relation et I'activité des deux bactéries du yaourt dans
des modeles simplifiés aussi bien in vitro qu’in vivo. In vitro, en co-culture, S. thermophilus
est avantagé par rapport a L. bulgaricus. Cet avantage peut étre lié a la compétitivité de S.
thermophilus, en particulier a sa capacité a synthétiser des nutriments azotés et au fait que
L. bulgaricus soit auxotrophe pour la majorité des acides aminés (Van De Guchte et al.,
2006).

In vivo, le lactose est indispensable a la colonisation du TD de rats axéniques par L.
bulgaricus. Dans le TD de rats di-associés, S. thermophilus est aussi avantagé par rapport a L.
bulgaricus. Nous avons montré qu’in vivo S. thermophilus et L. bulgaricus produisent
exclusivement et respectivement du L-lactate et du D-lactate comme ce qui a été observé in
vitro. Etant donné son avantage numérique, son importante capacité d’adaptation au TD et
sa production de lactate, S. thermophilus pourrait contribuer majoritairement aux propriétés

du yaourt.
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Abstract

Yogurt bacteria, Streptococcus thermophiluand Lactobacillus delbrueckiissp.
bulgaricus, are alleged to have beneficial effects on humaailtiheOur objective was to
characterize the growth and the metabolic actigityhe two yogurt bacteria in simplified
environmentsin vitro andin vivo.

S. thermophiludMD-9 andL. bulgaricusATCC11842 were monitored in different
synthetic media and in gnotobiotic rat gastro-itited tract (GIT).In vitro, and particularly in
milk, S. thermophiludiad a growth selective advantage at the expense lodilgaricus In
vivo, L. bulgaricusdid not efficiently colonize GIT of germ free rats absence of lactose.
When germ-free rats were inoculated with a mixtafetwo yogurt bacteria and lactose
(45g/L), S. thermophilushowed a rapid and maximal colonization’f1OFU/g of faeces) at
the expense of. bulgaricuswhich remained in most cases below ¥TFU/g of faeces.
Furthermore, we showed th&. thermophilusspecifically produced L-lactate, whilk.
bulgaricusproduced only D-lactate, boi vitro andin vivo.

Considering its competitive and numerical advardaggs capacity to adapt and to
produce L-lactate in the rat GI5, thermophilugould be the major contributor to the health

effects of yogurt.

Key words: D- & L- lactates, gut, lactic acid bacteria, l@s¢, yogurt.
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1 Introduction

Yogurt is defined by the WHO and FAO (1975) as dknfermented with two
thermophilic lactic acid bacteria (LABBtreptococcus thermophily$. thermophilusand
Lactobacillus delbrueckissp.bulgaricus (L. bulgaricug. Upon yogurt consumption, these
bacterial species transit through the gastro-imaistract (GIT) and encounter the residual
intestinal microbiota. Even thoudh. thermophilusand L. bulgaricusdo not belong to the
dominant group of bacteria that constitutes the @frthe microbiotal community of healthy
humans (Taget al, 2009), they remain as sub-dominant species likerdactic acid bacteria
(Firmesseet al, 2008; Furetet al, 2009; Jolyet al, 2010; Tapet al, 2009). In European
adults, species that have sequences 90% simitaet®. thermophilugenome are present at
low levels in fecal samples (Qgat al, 2010) andS. thermophiludas been detected in breast
milk of mothers and infant faeces (Pestzl, 2007). Whether these two bacteria are boosted
or not in the GIT after yogurt ingestion remaingj@estion, since results depend on the
studies, as summarized in table 1.

Table 1. Synthesis of studies on gut colonization by yogurt bacteria.

Lack of survival of yogurt bacteria in the faecesdain the uppe
gastrointestinal tract after 2 consecutive weekglafy consumption of (Del Campoet al, 2005)
commercially produced fresh yogurt.

Yogurt bacteria, especially. bulgaricus can be retrieved from the faeces
of healthy individuals after the ingestion of cormoial yogurt twice a day | (Elli et al, 2006)
for 1 week.

Substantial numbers &. thermophilusindL. bulgaricuscan survive
human gastrointestinal transit after a consumpaia® fresh yogurts daily | (Materet al, 2005)
for 12 days.

S. thermophilusvas not found after a consumption of 3 daily fresurts

during 15 or 30 days. (Ballestaet al, 2008)

Animals

Yogurt bacteria are detected in the stomach, joheyen and the duodenum(Goodenough and Kleyn, 1976)
3 hours after yogurt ingestion in rats.

S. thermophiluss detected in the intestinal contents of Gottmgenipigs

from 3 to 10 h after yogurt ingestion. (Lick et al, 2001)

S. thermophilugandL. bulgaricuswere undetectable or intermittently just
over the limit of detection in the cases of a ®ngt multiple gavages of (McNulty et al, 2011)
gnotobiotic mice.
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These discrepancies can be explained by i) diffguestocols of yogurt consumption,
i) the sensitivity threshold of the techniquesdise detect the bacteria in faeces, iii) the inter-
individual diversity of microbiota described in Hams, iv) the complex interactions
characterizing the network between micro-organismsijtion and host.

Despite the low amount of yogurt bacteria in thenha GIT, their biological and
nutritional relevance is recognized. Indeed, tle flaat yogurt consumption improves lactose
digestion in lactose-intolerant individuals is diited to the metabolic activity of yogurt
bacteria (EFSA, 2010). The deficiency of the intedtlactase (which hydrolyzes lactose) is
alleviated by the activity of bacteriglgalactosidase (Drouaudt al, 2002). Lactose, which is
present in yogurt at up to 45 g/L, improves thedbieral effects of yogurt because it enhances
the activity off-galactosidase of bacteria (Hertzler and Savaia®@6; Pribilaet al, 2000).

By using gnotobiotic rats, we have recently studied metabolic activity ofS.
thermophilusin the GIT (Rulet al, 2011). The adaptation &. thermophilusn the rat GIT
induces its glycolysis pathway leading to formatadrtactate that serves as a biological signal
recognized by the colon epithelium. Moreover, theespnce of lactose improveS.
thermophiluscolonization and favours its glycolytic activitpdlactate production in the GIT
(Thomaset al, 2011). Hence, gnotobiotic rats harbour@gthermophilusn the GIT have
been useful for better understanding bacterial bwdia orientations and subsequent
interactions between this yogurt bacteria and tiet.h

To better understand how the two yogurt bacteriigigate to the yogurt effects, we
first studiedS. thermophilusindL. bulgaricusin differentin vitro experimental conditions to
determine the specific behaviour of both bactengyure or mixed cultures. This represents
an essential prerequisite to study the two yogactdriain vivo, i.e in the GIT environment.
We monitored the growth and the metabolic actisited S. thermophilusMD-9 and L.

bulgaricusATCC11842 in synthetic media - in pure or mixedtunes - and in the GIT of

97






gnotobiotic rats. We showed that i) in the GIT adlhasin vitro, S. thermophiluspecifically
produced L-lactate, whileé. bulgaricusproduced D-lactate, ii) the presence of lactose wa
required for an efficient colonization a&f. bulgaricus iii) in vitro as well asin vivo S.

thermophilushad a selective advantage at the expenke lmilgaricus.

2 Material and methods

2.1 Bacterial strainsand culture conditions

The strainsS. thermophilu$MD-9 (ATCC BAA-491) (BCCG collection, Belgium) anL.
bulgaricusATCC11842 (ATCC collection, USA) were used.

In vitro cultures ofS. thermophilugndL. bulgaricuswere prepared in different media: MRS
(Difco, le Pont de Claix, France) glucose (20gMRS lactose (20g/L) and 10% (w/v) Nilac
skimmed milk (NIZO, Ede, The Netherlands). Cultunese inoculated at 0.05 Qg3nmwith
over-night pre-cultures and incubated at 42°C. Milktures were stopped after 4 hours of
incubation (due to the coagulation of milk) whileR8 cultures were stopped after 7 hours of
incubation; in these conditions the bacteria arehatend of the exponential phase. The
cultures were enumeratedposterioriby plating appropriate dilutions on M17 (Difco)aag
lactose (10 g/L) fo6. thermophilusr on acidified MRS agar lactose (20 g/L) (pH S@&)L.
bulgaricus After 16 h §. thermophilusor 24 h [. bulgaricug incubation at 42°C under
anaerobiosis (Anaerocult A, Merck, Darmstadt, Geryhacolonies were counted. All culture
experiments were performed in triplicate.

For in vivo experiments, cultures &. thermophilud MD-9 andL. bulgaricusATCC11842
were prepared in reconstituted 10% (w/v) Nilac skiead milk as described previously (Rail
al., 2011).S. thermophilu&. bulgaricusco-cultures and.. bulgaricusmonocultures were

obtained by inoculating Nilac milk with #&FU/ml of cultures of each species and incubated
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at 42°C until pH 5.4-5.5 (pH of coagulation of mjlkhe cultures were enumerated
posteriorias described above

2.2 Animalsand Experimental Design

All procedures were carried out according to Euaspand French guidelines for the care and
use of laboratory animals (permission 78-123, deditto M.T.).

At the age of 2 months, germ-free (GF) rats (miigher 344) were inoculated either with a
mix of S. thermophilusaand L. bulgaricus (Ino-LMD9+Lb, n = 16) or withL. bulgaricus
ATCC11842 (Ino-Lbn = 8) according to the following protocol. For disaciated rats, 1 ml
of a co-cultureS. thermophilug3.2 1§ CFU/ml) andL. bulgaricus(3.7 10 CFU/ml) were
inoculated to 16 GF rats by oral gavage (Ino-LMD:-B} A group of 8/16 rats received 2
additional inoculations on days 2 and 8 with, resipely, (4.5 18 S. thermophilus- 3.7 10

L. bulgaricusCFU/mI) and (1 1®S. thermophilust L. bulgaricus2.2 13 CFU/ml). These
rats received lactose (45g/L) in sterile drinkingt&r. For mono-associated rats, 8 rats were
inoculated with 1 ml of &. bulgaricus milk culture (8 16 CFU/mI) (Ino-Lb). 4/8 rats
received lactose (45g/L) in sterile drinking wafEne other 4 rats received sterile water and a
second oral inoculation with 1 ml ofla bulgaricusmilk culture (8 10 CFU/mI) at day 19.
Rats were housed in sterile Plexiglas isolatorgdiia, Vitry-sur-Seine, France). All groups
of rats received the same standard diet (UAR, Milessson, France) which was sterilized by
y-irradiation. Throughout the experiment and twic&eek in the case of Ino-LMD-9+LIh.,.
bulgaricusandS. thermophilusvere enumerated by plating. The faeces were dilutel0
volumes of M17 or MRS and vigorously vortexed wsthrile glass beads (3.5-mm diameter),
and bacteria were enumerated as described aboveesAlts are expressed asgCFU/g
faeces).

2.3 D- and L-L actate assays
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D- and L-lactate were measured in the supernatbiticterial cultures. All cultures were
centrifuged at 4500 x g for 10 minutes. One ml witwre supernatant was precipitated with
trichloroacetic acid (10%) and centrifuged at 4%0@ for 20 min at 4 °C. D- and L-lactate
were measured in these TCA-supernatants with BieseB/L-lactic acid enzymatic kits
according to the manufacturer's instructions (Bitse, Toulouse, France). For D- and L-
lactate measurements in caecal contents, we predessl described by (Ret al, 2011).
Results are expressed in mM or in percentage af ettate.

2.4 Statistical analysis

Bacterial populations, lactate production and pHuews are presented as means = SE.
Comparisons of group data were performed usingvaame-analysis of variance (ANOVA)
(GraphPad PRISM Version 5.03). Differences weresmared as statistically different at

P<0.01.

3 Results

3.1 S. thermophilusand L. bulgaricus growth and metabolic activitiesin vitro

We first studied the two yogurt bactemavitro to better understand how they behave when
they are associated as the interactions are sttependant. Thus, the growth &.
thermophilusand L. bulgaricusin mono-culture was studieth synthetic medium, which
allows the growth of both bacteria, supplementethwglucose (MRE") or with lactose
(MRS"™). In each condition, the kinetics and growth réte, final population of bacteria, the
resulting pH and the production of L- and D-lactatere monitored (Figure 1: Bacterial
growth and metabolic activities vitro). S. thermophilusshowed the same kinetics and
growth rate (0.65+0.01*hand 0.62+0.01 1) and reached the same level of population after 7
hours of growth,i.e. 1.94#0.3 18 and 1.7+0.1 18 CFU/mL, in MRS™ and MRS,

respectively (Figure 1A, B and C) and acidified tbotedia to pH 4.5+£0.03 (Figure 1D).
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Concordantly,S. thermophilusproduced similar levels of L-lactate in both mediz.
45.8+1.6 mM in MRE" and 44.3+1.6 mM in MR%® with no significant production of D-
lactate (Figure 1E and F)L. bulgaricus showed the same kinetics and growth rate
(0.57+0.007 i and 0.64+0.004hH in MRS and MRS™, respectively (Figure 1A and B).
This bacteria reached the same populatidooith media, (5.1+0.4 £on MRS™" and 4.6+0.8
10 CFU/mL in MRS™), correlatively produced the same level of D-legt0.7+1.2 mM in
MRS and 51.1+7.2 mM in MR%9), and acidified both media at pH 4.2+0.1 (Figuf 1
D, E and F). These data indicate that each baatedisplayed similar growth rates and

metabolic activities in the presence of glucosmcitose in MRS.

In milk, the final population ofs. thermophilusvas higher than in MRS with final
populations of 6.620.1 £&s1.8+0.2 16 CFU/mL (mean of final populations in MR%' and
MRS (Figure 1C). Despite this higher population, deidification was lower in milk with
pH 4.8+0.02vs 4.5+0.03 in MRS (P<0.01) (Figure 1D) that may he do the buffering
capacity of milk. Moreover, the production of L-ltate was similar in milk compared to
MRS suggesting a different metabolic activity ®f thermophilusn milk. In contrast, the
final population ofL. bulgaricuswas at the same level in MRS and milk. In mille tirowth
of both bacteria led to similar final populatiosg-6.7 18 CFU/mI).

When the two bacteria were grown in co-culture iR®F", MRS™ and in milk, we
observed a final predominant populationSfthermophilust the expense df. bulgaricus
despite the same initial levels of inoculation etk bacterium (fOCFU/mL). Indeed, in
MRS, S. thermophilupredominated ovel. bulgaricusby factors of 3.3 (MRE") and 3.6
(MRS™). In milk, these factors were enhanced with 306 fooreS. thermophilug8.7+0.4
10° CFU/mL) thanL. bulgaricus(2.9+0.1 16 CFU/mL) (Figure 1C). When the two bacteria
grew in milk, they produced respectively 42.6+1.8rh-lactate and 1.6£0.3mM D-lactate

(Figure 1E and F). Therefore L-lactate represetttedmajority of total lactates produced in
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co-cultures (80% in MRS, 98% in milk) (Figure 1Ghiah was related to the dominanceSof
thermophilus

ThoughL. bulgaricusshowed a higher final population in mono-cultureMRS than
S. thermophilusl... bulgaricuswas systematically disadvantaged when it was to+ated in
the presence db. thermophilusThe selective numerical advantageSofthermophilusvas
greater in milk than in MRS media.
3.2 S. thermophilusand L. bulgaricus colonization and metabolic activitiesin vivo

(Figure 2: Numeration of yogurt bacteria in GIT)

L. bulgaricuswas administrated in germ free rats receivingoget(45g/L) or not, thus
leading to Ino-Lb (n=4) and Ino-LB° (n=4) mono-associated rats (Figure 2A and 2Bj}hén
absence of lactosé, bulgaricusdid not efficiently colonize the GIT even after ecend
gavage (day 19)n contrast, when rats received lactose in thenkilng water,L. bulgaricus
colonized up to 1+0.2 IGFU/g of faeces and produced 15.2+4.7 mM D-lactetelay 26.
This demonstrates that lactose was essential ®rctionization ofL. bulgaricuswhich
produced D-lactate in GIT.

S. thermophiluandL. bulgaricuswere co-cultivated in milk and then inoculated in
germ free rats (n=8). The milk inoculum was compose3.2 18 CFU S. thermophilusind
3.7 10 CFU L. bulgaricus which is coherent with the bacterial relative amobtainedn
vitro (Figure 1C) and reflects the dominanceSothermophilusn yogurt. When a co-culture
was inoculated in rats which did not receive laet& thermophilugprogressively colonized
the GIT whileL. bulgaricuswas never detected in the faeces (&wl, 2011).

When rats were inoculated with one co-culture arahkl water supplemented with
lactose (45¢g/L) throughout the experiment (Figutd, 5. thermophilugolonized the GIT in
all 8 rats and reached up to*{@FU/g of faeces from the first week. In the 8 r&@s
thermophilus maintained its level of population during the foweeks showing a

homogeneous and stable colonizationbulgaricuswas detected in 3 out of 8 rats at a mean
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of 5 10 CFU/g of faeces and remained undetectable (belSWVCEQ/g of faeces) in the other
5 rats. When rats received 3 successive gavagés avito-culture (day 1, 2, and &,
thermophilus(Figure 2D) reached 1DCFU/g in the faeces of all rats. Hence, the imsirea
number of gavages did not further enhance the @adtaon of S. thermophilusDuring the
first two weeks where the 3 gavages were maddyulgaricuswas detected in all rats at
different levels, ranging from <1@FU/g to 18 CFU/g. At the end of week 4, bulgaricus
was no longer detectable in 6 rats out of 8 andhee a population of f0CFU/g in the
faeces of the other 2 rats. These data indicate S3hahermophilusshowed a rapid and
maximal colonization at the expenselofbulgaricuswhich remained near the detection limit
in most cases.

In di-associated rats whete bulgaricus and S. thermophilwgere detected in the
faeces, the ceacum contents were characterizepbyvalue of 6.3+0.2, 30£9 mM L-lactate
and 4+1.2 mM D-lactate. L-lactate was thus 7 foighkr than the amount of D-lactate, in

accordance with the numeric advantag& ofhermophilusverL. bulgaricus

4 Discussion

In the present work, we aimed at answering two tijues do the two yogurt bacteria
survive equivalently in a simplified model of théTGand are they metabolically active in this
environment? Hence, we studied these two yogutiebaan vitro by using different culture
media in the presence of different carbon sourondsravivoin gnotobiotic rats. In co-culture,
S. thermophilusvas advantaged ovér bulgaricusin vitro and this predominance was also
observedn vivo. S. thermophilusandL. bulgaricusproduced, respectively and specifically,
L-lactate and D-lactate in different synthetic naegb well as in the GIT.

In mono-culture, a higher population bf bulgaricuscompared td. thermophilus

wasobtained in synthetic MRS media whatever the cadmurce (glucose or lactose). This
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may be explained by the higher proteolytic activatyL. bulgaricus (Letort et al, 2002;
Sieuwertset al, 2010) depending on a complex proteolytic systbat tonsists of casein-
hydrolyzing proteins, peptide and amino acid tramsgys and intracellular peptidases.
However, in mono-culture in mills. thermophiluseaches the same level of populatiorLas
bulgaricus.The proteolytic activity of the LAB is essentialrftheir growth in milk (Abu-
Taraboushet al, 1998; Thomas and Mills, 1981), which is limitigfree amino acids and
short peptides. Since the proteolysis activity deiselargely on the cell-wall proteinase Prt,
our results suggest that the PrtS f thermophilusis highly adapted to milk casein
degradation.
As has been well described so far (Behl, 1994; Courtin and Rul, 2004; Herve-Jimertz
al., 2009; Tamime and Robinson, 1999), we confirmee tlumerical advantage @.
thermophilus over L. bulgarirus in milk co-culture. As already known, in millS.
thermophilus growth is stimulated byt. bulgaricus through its proteolysis activity, in
particular via the PrtB proteinase (Courtin and Rul, 2004). Tadivity leads to the
production of peptides that are possibly more ifity used byS. thermophilughan byL.
bulgaricus In co-culture S. thermophilusnduces several amino acid biosynthesis pathways
(arginine, branched-chain amino acids, sulfur angiaiols) (Gohet al, 2011; Herve-Jimenez
et al, 2009; Sieuwertst al, 2008) whereak. bulgaricusdoes not possess the corresponding
functional pathways (Van de Gucheét al, 2006). The limitation oL. bulgaricusgrowth
observed in co-culture could thus be related toasser competitiveness comparedSo
thermophilusas well as to its lower potential for biosyntheda, nitrogen nutriments in
particular.

In Lactobacillusspecies, it has been proposed that their persistenthe intestinal
tract probably proceedda the regulation of genes involved in transport ametabolism of

carbohydrate pathways (Mared al, 2010; Marcoet al, 2009). In the present study, in
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mono-associated rats without lactose supplementdtidoulgaricuswas not able to colonize
the GIT whereasS. thermophilugestablished efficiently (Rugt al, 2011). However in the
presence of lactosk, bulgaricuscan survive in the GIT. Lactose - the main carbource in
dairy products- is thus an essential factorLfobulgaricuscolonization, and a limiting one for
S. thermophilusOur results confirm previous studies showing lbe presence of lactose in
dairy products is a determining factor for the rbete activity of bacteria in the digestive
tract.Indeed, lactose supplementation of mono-assocratkhts enhanced the promoter and
the activity of thg3-galactosidase during the transit®fthermophilugMateret al, 2006) In
addition, for Lactococcus lactighe presence of lactose resulted isvatch in its carbon
metabolism (Royet al, 2008) Overall sugar metabolism is probably central tfeg life of
LAB in the GIT, as we previously showed 8r thermophilugRul et al, 2011; Thomast
al., 2011).

In the presence of lactode, bulgaricusreached 5 10CFU/g of faeces, a level that was more
than 2 Log lower than that &. thermophilug10' CFU/g of faeces) (Thomast al, 2011).
This huge difference in colonization levels mayrekated to different efficiencies in lactose
transport becausk. bulgaricusp-galactosidase is constitutively produced (Germenhdal,
2003) and lactose hydrolysis is thus not limitiMpreover, the high level of colonization of
S. thermophilusnay also be explained by its potential capacityuing galactose (De Viet

al., 2005; Herve-Jimeneet al, 2008), whileL. bulgaricus cannot metabolize galactose
(Germondet al, 2003; Hickeyet al, 1986; Turner and Martley, 1983; Van de Gudtital,
2006). By comparing genome data (Bolo#gh al, 2004; Makaroveet al, 2006; Van de
Guchteet al, 2006), we noticed thacrB andamy, two genes involved in sucrose metabolism
and glucose polymers (starch/glycogen) metabol@gemissing irl. bulgaricuswhile being
present in the genome 8t thermophilusMoreover, these two genes are highly expressed by

S. thermophilusn the GIT (Rulet al, 2011; Thoma®t al, 2011). As the rat diet contained
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different cereals (wheat, corn, barley) and thussfimy starch and/or glycogen-like
carbohydrates, we propose tl&atthermophilusrad an advantage over bulgaricusin vivo
thanks to its capacity for using a wider varietycafbohydrate sources.

In the GIT,L. bulgaricusandS. thermophilusire metabolically active by producing
D- and L-lactate, respectivell.. bulgaricusis a D-lactate specific producer even if it has 2
genes encoding for L-lactate dehydrogenases (etaal, 2011). Lactate modulates the
colonic microbial composition by influencing theidity of luminal content and by favoring
the lactate degrader bacteria (Margetkeal, 2009; Veigeet al, 2010). The lactate production
could also reduce the pathogen population (Kuistre, 2004; Veigeet al, 2010). Recently,
we have also proposed that L-lactate may serve laslagical signal to communicate with
colon epithelium (Rulet al, 2011). However, intra-luminal concentration oft&e is not
always associated with health benefits since higioumts of D-lactate coming from the
unbalance between bacterial production and hostrptisn especially after a massive bowel
resection (Jolyet al, 2010) may cause neuropathology (Haschke-Beeteal, 2000;
Petersen, 2005). In healthy adults, there is ntateaetectable in faecal samples, because
lactobacilli are minor groups in microbiota and ewvrer lactate is degraded by other major
bacterial groups (Duncaet al, 2004; Heet al, 2008). In healthy individuals, the subsequent
risk of acidosis related to D-lactate after ingastdf yogurt does not represent a risk, as it has

already been reported (De Vrese and Barth, 199N rBseet al, 1990).

This work provides insight on the relationships #mel activities of yogurt bacteri
thermophilusandL. bulgaricusin simplified models, botim vitro andin vivo. Considering its
competitive and numerical advantages dvebulgaricus its capacity to adapt to the rat GIT
environment and to produce L-lactatevimo, S. thermophilugould be the major contributor

to the health effects of yogurt.
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Figure 1: Bacterial growth and metabolic activities in vitro

(A): Kinetics of bacterial growth of S. thermophilus LMD-9 in MRS*" (-s-) or in MRS** () and
of L. bulgaricus ATCC 11842 in MRS'" («-e-+) or in MRS™® (« -~ +) in mono-culture.

(B): Bacterial growth rate (pmax/h) of S. thermophilus LMD-9 in MRS™" [ or in MRS"

and of L. bulgaricus ATCC 11842 in MRS'®" Mor in MRS*° Bl in mono-culture.

(C): Bacterial population after growth in MRS™", in MRS™"° (7 hours) or in milk (4 hours).

[1 S. thermophilus LMD-9 in mono-culture, I L. bulgaricus ATCC 11842 in mono-culture and

M S. thermophilus LMD-9 and L. bulgaricus ATCC 11842 in co-culture.

(D): pH of each culture after 7 hours of bacterial growth in MRS and 4 hours of bacterial
growth in milk. Of note: initial pHs of the 3 media were similar.

(E) and (F): L- and D-lactate production in vitro expressed in mM.

L] S. thermophilus LMD-9 mono-culture, © L. bulgaricus ATCC 11842 mono-culture and

B S. thermophilus LMD-9 - L. bulgaricus ATCC 11842 co-cultures.

(G) Lactate production in vitro in co-cultures.

B % of L-lactate and [ % of D-lactate production related to total lactate.
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Figure 2: Numeration of yogurt bacteriain GIT

(A) Numeration of L. bulgaricus ATCC 11842 in faeces of mono-associated rats (n=4). (1):
inoculation repeated twice.

(B) Numeration of L. bulgaricus ATCC 11842 in faeces of mono-associated rats (n=4)
receiving lactose (45g/L). (I): inoculation.

(C) Numeration of S. thermophilus LMD-9 (x) and L. bulgaricus ATCC 11842 (o) in faeces
of di-associated rats receiving lactose (45¢/L). (I): inoculation of S thermophilus LMD-9 (4)
and L. bulgaricus ATCC 11842 (e).
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(D) Numeration of S. thermophilus LMD-9 (filled symbols) and L. bulgaricus ATCC 11842
(empty symbols) in faeces of di-associated rats receiving lactose (45g/L). (I): three
inoculations (days 1, 2 and 8) of S. thermophilus LMD-9 () and L. bulgaricus ATCC 11842
(o).
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Figure 31 : Colonisation du tractus digestif de rats axéniques avec différentes bactéries lactiques sans

et avec de 45 g/L apport de lactose

(Ino-BI23 : L. casei, Ino-L. muc 13345 : L. mucosae DSM 13345; Ino-Lb ATCC 11842 +lac : L. bulgaricus ATCC 11842 avec apport de lactose a

45g/l dans I'eau de boisson)

L. bulgaricus ATCC11842 L. mucosae DSM13345

Figure 32: Photographies et observations microscopiques de colonies de L. bulgaricus

et de L. mucosae aprés passage dans le TD



3 Résultats complémentaires

Polymorphisme des bactéries lactiques aprés passage dans le TD

Nous avons choisi dans la suite de ce travail de comparer la colonisation du TD par
I'une des bactéries du yaourt : L. bulgaricus et deux autres bactéries lactiques; la souche
probiotique Lactobacillus casei BL23 (L. casei) (données disponibles au laboratoire) et
Lactobacillus mucosae DSM 13345 (L. mucosae). L. mucosae est détecté dans les feces de
patients atteints du syndrome du gréle court (anastomose jéjuno-colique) alors que cette
bactérie n’est pas détectable chez les contrdles. L. mucosae représente 0,4 a 12% de toutes
les bactéries d'origine fécale chez les patients (Joly et al., 2010). Nous avons suivi la

colonisation du tractus digestif de rats axéniques par certaines bactéries lactiques.

3.1 Résultats

La colonisation du TD de rats axéniques par différentes bactéries lactiques est
représentée dans la Figure 31. L. casei et L. mucosae ne présentent pas de phase
d’adaptation en absence d’apport de source de carbone exogéne. Ces deux bactéries
s'implantent et atteignent rapidement un niveau stable de colonisation dans le tractus
digestif (5 10® UFC/g de féces et 6.4 10’ UFC/g de féces, respectivement).

L. bulgaricus ne colonise pas le TD en absence de source de carbone exogéene. Un
apport de lactose est indispensable a son implantation (c¢f ci-dessus). Une phase
d’adaptation est nécessaire avant d’atteindre un niveau d’implantation de 1 10’ UFC/g de
feces. Malgré les différentes cinétiques de colonisation et les niveaux de populations
bactériennes dans le TD, un aspect de I'adaptation de L. mucosae et de L. bulgaricus a attiré
notre attention. Ces deux bactéries présentent des morphologies différentes, au niveau des
cellules et au niveau des colonies, apres passage dans le TD (Figure 32).

L. bulgaricus présente des colonies de petite taille et des colonies de taille plus
grande. L. mucosae présente des colonies blanches de petite taille et des colonies opaques a
bord dentelé de taille plus grande. L’observation microscopique (x1000) de ces différentes
colonies montre des bacilles de taille et de forme atypique (Figure 32). Lors du passage dans

le TD, les cellules présentent une forme filamenteuse avec absence de septum.
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3.2 Discussion

Les deux bactéries lactiques L. bulgaricus et L. mucosae présentent des modifications

morphologiques au niveau des colonies et des cellules aprés passage dans le tractus digestif.
Une réponse commune au stress est un changement dans la morphologie des cellules, en
particulier la filamentation. La croissance des cellules se poursuit (en particulier
I’élongation), mais le cloisonnement est inhibé. La filamentation se produit en réponse a la
dessiccation, a la salinité élevée, aux températures et pH extrémes et aux solvants
organiques chez Salmonella (Mattick et al., 2000; Mellefont et al., 2005), chez Bacillus (Den
Besten et al., 2007) et chez Lactobacillus (Ingham et al., 2008). Des hétérogénéités ont été
observées in vitro suite a un une croissance a un pH bas (passage de pH=5 a pH=3) chez
Lactobacillus plantarum WCFS1 ; les cellules bactériennes présentent alors un aspect
filamenteux (Ingham et al., 2008).
Les modifications morphologiques suite a I'adaptation aux conditions dans le TD sont peu
décrites dans la littérature aussi bien pour des espéces commensales que pour des espéces
provenant d’écosystéemes alimentaires. Lactobacillus sakei 23K qui a colonisé le TD de souris
axéniques a 10° UFC/g de feces montre des changements morphologiques aprés passage
dans le TD (Chiaramonte et al., 2009). Ces changements se manifestent par I'apparition de
deux nouveaux types de colonies: des colonies petites et des colonies rugueuses. Des
modifications ont été aussi observées au niveau des cellules bactériennes. Les bactéries
issues des colonies petites et rugueuses présentent des cellules plus longues que ceux de la
souche sauvage ainsi que des cellules a aspect filamenteux. Dans certains cas, un mix de ces
deux aspects-la et des cellules courtes (aspect de la souche sauvage) apparaissent en méme
temps.

Des morphotypes différents apparaissent aussi bien au niveau des colonies qu’au
niveau des cellules chez Escherichia coli (E. coli) aprés passage dans le TD de souris
axéniques. Des bactéries présentant une motilité réduite apparaissent dans les féces de
toutes les souris gnotobiotiques colonisé avec E. coli. Les colonies ont affiché un nouveau
morphotype « colonies petites et granulaires » distinct du morphotype « colonies grandes
et lisses » de la souche inoculée. Les colonies petites et granulaires obtenues ne sont pas
détectées dans les inocula initiaux. Elles apparaissent dans les feces deux jours apres
I'inoculation et ont atteint un taux de 90% dans les sept jours. Leur phénotype reste stable

lorsqu'elles sont cultivées in vitro sur de nombreuses générations, indiquant que la mutation
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résultant du passage dans le TD est héréditaire et peut résulter de la rapide sélection in vivo.
Les changements morphologiques observés pourraient étre expliqués par les conditions de

stress subies par la bactérie lors du passage dans le TD.
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3.3 Discussion générale

Ce travail nous a permis de mieux connaitre I’évolution des deux bactéries du yaourt
dans le TD de rats gnotobiotiques ainsi que leur survie. L’avantage numérique de S.
thermophilus sur L. bulgaricus observé en co-culture in vitro se maintient in vivo dans nos
conditions. En effet, S. thermophilus et L. bulgaricus colonisent le TD de rats axéniques
respectivement a des valeurs maximales de 10™° UFC/g de féces et 10’ UFC/g de féces en

présence de lactose (45g/L). La colonisation est hétérogéne entre les différents rats.

Qu’est ce qui régit la relation entre S. thermophilus et L. bulgaricus dans le TD ? Et quel est le

type d’interactions qui y intervient?

Le premier point a soulever est la disponibilité des nutriments dans le TD. Mise a
part la capacité de S. thermophilus a bio-synthétiser des nutriments azotés et a métaboliser
certains polymeres de glucose, en particulier en présence de lactose, une compétition peut
s’établir pour des substrats assimilables par les deux bactéries a savoir le lactose. Le lactose
est indispensable a la colonisation du TD par L. bulgaricus et il confere un avantage de
colonisation a S. thermophilus (Chapitre 2: (Thomas et al., 2011). In vitro, nous avons
observé I'avantage de S. thermophilus sur L. bulgaricus en co-culture et en particulier dans le
lait dont la source principale de carbone est le lactose. L'inhibition par compétition pour le
lactose a été observée par Moon et Reinbold (1976) dans le cas de I’association de S.
thermophilus et L. bulgaricus. Une compétition peut probablement s’établir entre les deux
bactéries vis-a-vis de ce substrat dans le TD. L’assimilation rapide du lactose par S.

thermophilus pourrait étre un facteur limitant pour la colonisation du TD par L. bulgaricus.

Le deuxieme point, relie a la fois les conditions dans le TD et les métabolites produits
par les deux bactéries dans le TD. Nous avons observé qu’in vivo, S. thermophilus LMD-9 est
métaboliquement actif dans le TD (Chapitre 1 : (Rul et al., 2011), et que I'apport de lactose
stimule son activité glycolytique (Chapitre 2 : (Thomas et al., 2011). Cette activité conduit a
une production exclusive de L-lactate dans le TD des rats, autour de 30 mM quand S.
thermophilus est associé a L. bulgaricus et autour de 40 mM dans le TD des rats chez qui L.
bulgaricus est au-dessous du seuil de détection. Cette valeur concorde avec la concentration

de lactate produite en fermenteur a laquelle il y a un premier arrét de la croissance de L.
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bulgaricus (Mercade et al., 2003). Ainsi, la production de L-lactate par S. thermophilus peut

étre un facteur inhibant la colonisation du TD par L. bulgaricus.

L'inhibition de L. bulgaricus par le lactate et ce, a pH constant (autour de 6.4 ce qui
est trés proche du pH caecal qui est de 6.3) est régie par deux facteurs : la concentration
totale de lactate et le rapport D / L des stéréo-isoméres d'acide lactique (Benthin &
Villadsen, 1995). Le L-lactate est plus inhibiteur que le D-lactate. L'effet inhibiteur se traduit
par une phase de latence extrémement prolongée (2 a 39 heures pour une concentration 0 a
25 g/L d’acide lactique) in vitro. Une culture hétérogéne est obtenue car une partie de la

culture est incapable de se développer en présence de L-lactate.

Ces deux facteurs pourraient inhiber la croissance de L. bulgaricus dans le TD : la
compétition pour le lactose et la production de L-lactate par S. thermophilus. lls
expliqueraient la baisse de colonisation de L. bulgaricus observée suite aux trois inoculations
successives administrés aux rats. Suite a la multiplication des gavages réalisés dans le but
d’augmenter la population de L. bulgaricus dans le TD, I'effet inverse a peut-étre été obtenu,

en apportant un compétiteur pour le substrat et un inhibiteur par la production de L-lactate.

Les conditions dans le TD des rats axéniques présentent aussi un désavantage pour la
colonisation de L. bulgaricus qui est la présence d’oxygene. En effet, I'analyse du génome de
L. bulgaricus ATCC11842 révele que les principales enzymes de détoxification de I'oxygene et
de ses dérivés toxiques (enzymes de type peroxydase, superoxide dismutase, catalase ou
NADH oxydase) sont absentes (Van De Guchte et al., 2006). En conditions de micro-aérobie,
L. bulgaricus produit de I'H,0, qui contribue a I'arrét de sa croissance (Van De Guchte et al.,
2001). En effet, une pyruvate oxydase (Pox1) est présente dans le génome de L. bulgaricus
ATCC11842. Cette enzyme produit de I'acétyl-P a partir du pyruvate en présence d’oxygene,
résultant en une production de H,0,. Il a été démontré que cette souche produit du H,0, a
pH6.5, pH proche de celui du contenu caecal en présence de glucose et d’oxygene (Marty-
Teysset et al., 2000). De son c6té, S. thermophilus possede une « H,0-forming NADH
oxydase», codée par nox2 (Bolotin et al., 2004), qui catalyse la réduction de 'oxygene en
eau. Une superoxide dismutase a manganése, codée par sodA, dont l'activité n’est pas
régulée par I'oxygene (Chang & Hassan, 1997), convertit les anions superoxydes en oxygene

moléculaire et en peroxyde d’hydrogéne. Dans le TD, S. thermophilus induit (2.4 fois plus par
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Figure 33: Interactions proposées entre S. thermophilus et L. bulgaricus dans le TD de rats

gnotobiotiques



rapport a une croissance en lait) la superoxide dismutase a manganése (SodA) (Rul et al.,
2011) qui convertit donc les anions superoxydes en oxygene moléculaire et en H,0,.

Ainsi, I'accumulation de ces facteurs pourrait étre la cause du désavantage de L.
bulgaricus dans le TD. Deux interactions pourraient régir les relations entre S. thermophilus
et L. bulgaricus a savoir la compétition pour le lactose et I'antagonisme par la production de

lactate et de H,0, comme présenté dans la Figure 33.
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Conclusions et perspectives
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Ce travail nous a permis de mieux connaitre I'adaptation de S. thermophilus au
tractus digestif et son impact sur ’hdte. Nous avons caractérisé le métabolisme de cette
bactérie dans le TD de rats gnotobiotiques ce qui nous a permis en premier lieu de constater
gu’elle est métaboliquement active in vivo et en deuxieme lieu de mettre en évidence
I'intensification de son métabolisme glycolytique. Ce travail a apporté également une
meilleure connaissance de l'effet de I'introduction d’une source de carbone directement
assimilable par S. thermophilus sur le niveau de la colonisation de I'h6te, I'adaptation au TD
et son activité métabolique. Nous avons aussi montré que le lactose est un facteur limitant
de la colonisation du TD et que l'activation des enzymes impliquées dans le métabolisme des
sucres constitue la signature de S. thermophilus dans le TD. Cette étude a aussi permis de
caractériser la relation et I'activité des deux bactéries du yaourt dans des modeles simplifiés
aussi bien in vitro qu’in vivo ainsi que d’observer I'avantage numérique de S. thermophilus
sur L. bulgaricus en co-culture in vitro. Cet avantage semble se maintenir dans le TD de rats
gnotobiotiques.

Coté hote, la production de L-lactate par S. thermophilus dans la lumiére intestinale
induit les transporteurs de mono-carboxylates et la protéine d’arrét du cycle cellulaire

+lac

p27kipl avec des niveaux d’induction similaires entre les deux lots de rats Ino-LMD9™ " et Ino-
LMD9. Cela indigue vraisemblablement une homéostasie au niveau du TD et montre que le

lactate est probablement une molécule « signal » qui induit la réponse de I'héte.

L'utilisation des rats initialement axéniques pour I'étude de la physiologie de S.
thermophilus dans le TD et I'impact de son arrivée sur I’hdte est la stratégie que nous avons
choisie. Les conclusions de ce travail doivent étre replacées dans le modele d’étude choisi a
savoir les rats gnotobiotiques qui présentent des caractéristiques morphologiques qui les
distinguent des animaux conventionnels. En ayant conscience des limites de notre stratégie,
I'intérét d’utiliser un modele animal axénique est qu’il fournit plus d'informations sur
I’adaptation d’une bactérie au TD et permet de se focaliser sur ses effets spécifiques sur
I’h6te. Un modele animal axénique ou gnotobiotique permet également ['utilisation de
souches mutantes afin d’évaluer le role et I'importance de certains genes. Les rongeurs

servent le plus souvent de modele d’étude en raison de leur petite taille, leur reproduction
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Figure 34 : Présentation de différents modeles d’étude et leur complémentarité dans le conduite des

analyses des effets des bactéries probiotiques sur I'h6te



relativement rapide, les connaissances génétiques bien définies chez ces animaux et la
disponibilité des outils d’étude. Dans notre travail, le recours a un modele de rongeurs
porteurs d’une seule bactérie nous a permis de décortiquer les modifications physiologiques
de S. thermophilus et d’identifier les métabolites spécifiques produit par S. thermophilus
dans le TD sans aucune interaction avec d’autres bactéries productrices ou utilisatrices de
lactate. La disponibilité de divers outils nous a permis d’étudier la réponse de |I'h6te suite a la
production de lactate et cela au niveau des transporteurs de carboxylates et au niveau de
I’épithélium colique. Dans la mesure ol nous avons observé I'augmentation de l'activité
glycolytique de S. thermophilus dans le TD de rats gnotobiotiques, il est important de
rappeler que du coté hote, le rat présente 83% de similitude au niveau de I'activité de la
lactase intestinale que I'homme (Oku et al., 2011). Ainsi, méme si le modéle animal axénique
utilisé n’est pas le reflet exact de I'impact de la consommation des bactéries probiotiques et
particulierement S. thermophilus par I’'Homme, il en permet une meilleure connaissance et
facilite le déroulement de I'étude. Un modele animal axénique simple permet d’étudier la
physiologie d’'une bactérie ainsi que son adaptation au TD en examinant les voies
activées/réprimées et les métabolites produits. Il permet surtout d’intégrer les résultats
observés dans un modele plus complexe (Figure 34). Les résultats des études dans un
modele simplifié permettent de mieux comprendre les mécanismes observés et d’identifier
les molécules produites afin de les reconnaitre spécifiquement dans un modeéle plus
complexe. De méme, ce qui est observé dans un modele animal complexe oriente les
analyses des effets observés chez I’homme.

Dans le but de situer notre travail par rapport a ceux portant sur I'étude des produits
probiotiques incluant entre autre S. thermophilus (adaptation et survie des bactéries
lactiques/effets sur I’hote), deux études effectuées sur des modeles de rongeurs présentant
un microbiote de souris ou humain et un modele présentant une pathologie donnent
d’autres ouvertures a notre travail.

Dans un modele de souris saines a microbiote faconné (souris ou homme), le
microbiote reste stable suite a la consommation de lait fermenté. Néanmoins, des
changements notables au niveau du métabolisme du carbone ont été observés. lls se
traduisant par une augmentation particulierement importante du métabolisme du carbone
(McNulty et al., 2011). Dans la seconde étude utilisant des souris présentant une colite

ulcéreuse, Veiga et ses collaborateurs ont montré que la consommation d'un produit laitier
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fermenté provoque une diminution du pH dans le caecum, des changements au niveau des
profils des acides gras a chalnes courtes et en parallele des augmentations des bactéries
consommatrices de lactate et productrices de butyrate. Ces modifications créent ainsi un
environnement non permissif au développement d’Enterobacteriaceae et plus résistant au
développement de pathogénes (Veiga et al., 2010). La capacité de moduler la composition
du microbiote intestinal par des laits fermentés chez les souris atteintes de colite pourrait

impliquer que leur microbiote est instable.

La principale observation suite a l'adaptation de S. thermophilus au TD est
I'augmentation de la glycolyse et la production de L-lactate en quantité plus importante en
présence de lactose. Nous avons aussi montré dans notre travail, que dans un modele
animal gnotobiotique L. bulgaricus est métaboliquement actif méme s’il n’est pas détecté et
produit du D-lactate dans le TD. Le probléme qui se pose dans ce cas est lié a la toxicité du D-
lactate. Ce métabolite est produit par des especes de lactobacilles et peut présenter un
risque dans le cas de certaines pathologies (Petersen, 2005). Une consommation
guotidienne de yaourt contenant L. bulgaricus métaboliqguement actif est-elle un risque?
Dans le cas de patients ayant subi des chirurgies gastro-intestinales, des cas d’acidoses D-
lactiques ont été rapportés (Hove & Mortensen, 1995; Petersen, 2005; Uribarri et al., 1998).
Chez I'hé6te sain, le lactate est absorbé et n’est détecté qu’a de faibles niveaux (Duncan et al.,
2004). Plusieurs études rapportent I'effet du lactate sur les bactéries du microbiote. Le
microbiote colique permet la dégradation en anaérobiose des sucres non absorbés au niveau
de lintestin. Il en résulte la production d’acides gras a chaines courtes (AGCC),
principalement I'acétate, le propionate et le butyrate, qui ont été reconnus pour leurs effets
bénéfiques sur la santé (Topping & Clifton, 2001). Lors de la fermentation, le lactate est un
intermédiaire-clé produit par les voies homofermentaires ou hétérofermentaires des
bactéries. C'est un précurseur de la production de l'acétate du propionate et du butyrate
dans des especes telles que Megasphaera et Veillonella. Le lactate peut aussi étre un co-
substrat utilisé par des espéces réductrices de sulfate comme Desulfovibrio piger (Marquet
et al., 2009). Les bactéries utilisant le lactate sont importantes dans la mesure ou elles
participent a la prévention de |'accumulation de lactate dans le gros intestin. Des
concentrations élevées de lactate ont été associées avec le syndrome du gréle court (Kaneko

et al., 1997), la colite ulcéreuse (Hove et al., 1994; Vernia et al., 1988), et peuvent conduire a
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une neurotoxicité et une arythmie cardiaque (Chan et al., 1994). Le lactate a été identifié en
tant que précurseur important de la production de butyrate dans des échantillons fécaux
(Belenguer et al., 2007; Bourriaud et al., 2005; Morrison et al., 2006). Par ailleurs, in vivo
chez les rongeurs, l'importance de l'utilisation du lactate pour la production de composés
bénéfiques tels que le butyrate a été confirmée (Sato et al., 2008). Le butyrate joue un réle
important dans |'homéostasie du tractus gastro-intestinal. Il agit sur les récepteurs
intestinaux qui modulent la motilité intestinale et la réponse inflammatoire (Brown et al.,
2003; Tazoe et al., 2008). Ainsi le lactate a la fois apporté par le yaourt et produit par les

bactéries dans le TD est un précurseur d’autres composés qui ont un impact sur I’héte.

Des études rapportent les effets du lactose ingéré lors de la consommation du yaourt
sur la stimulation de la fermentation des bactéries fécales et montrent son role dans
I'intensification de la modulation du microbiote. In vitro, I'incubation de bactéries fécales
avec du lactose entraine la baisse du pH (Uribe-Esquivel et al., 1997) et une augmentation de
la production d’AGCC (Lifschitz et al., 1990). L'apport de lactose semble stimuler la
fermentation des bactéries du microbiote. Une autre étude rapporte les effets du lactose sur
la stimulation de [I'activité des deux enzymes: B-glucosidase et PB-galactosidase
(Maisonneuve et al., 2002). Il est proposé que leurs activités enzymatiques influencent le
transfert de plasmide et la persistance des transconjugants dans le tube digestif des souris
associées avec une microflore fécale humaine. Cette activité est d’autant plus stimulée dans
le cas d’apport d’une solution de lactose par rapport a un yaourt, un yaourt thermisé ou du

lait. Cela peut jouer un réle important dans la diminution de la résistance aux antibiotiques.

Ainsi, les effets bénéfiques du yaourt ne s’arrétent pas a sa composition
nutritionnelle riche a la fois en calcium, oligo-nutriments et protéines. Les allégations santé
attribuées par I'EFSA en 2010 accentuent encore plus ses effets probiotiques grace a I'action
de ses ferments dans I'amélioration de la digestion du lactose. D’autre part, l'ingestion
guotidienne de nutriments et de bactéries vivantes par I'hote est un facteur qui peut
clairement moduler le microbiote intestinal. Les bactéries du yaourt pourraient induire
d’autres modifications a explorer au niveau de I'h6te. Il serait intéressant d’étudier ces
possibles effets en utilisant un modéle plus complexe (avec des bactéries utilisatrices de

lactate). Dans notre étude, nous avons montré |'effet de S. thermophilus sur I'hGte et
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particulierement dans la modulation du cycle cellulaire. Il serait donc intéressant d’étudier

les effets de cette bactérie dans le cas de certaines pathologies inflammatoires digestives.
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Résumé :

L’amélioration de la digestion de lactose est une allégation «santé» liée aux ferments vivants
du yaourt : Streptococcus thermophilus (S. thermophilus) et Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
(L. bulgaricus) validée par I'EFSA en 2010. La physiologie de S. thermophilus et de L. bulgaricus est
connue dans le lait et particulierement le yaourt, alors qu’elle n’a été que peu étudiée dans le tractus

digestif (TD).

Mon travail de thése est basé sur I’hypothése de travail suivante : I'utilisation de modeles
animaux gnotobiotiques permet de mieux connaitre la physiologie des bactéries lactiques et de
proposer des mécanismes d’action de leurs effets « santé ». La stratégie a donc été d’obtenir des
animaux mono-associés avec chacune des deux bactéries du yaourt ou les deux en méme temps. Les

principaux résultats obtenus sont :

1/ S. thermophilus colonise le TD en s’adaptant progressivement a I’environnement colique et y
induit une glycolyse massive et une production de lactate. La glycolyse est la signature majeure de S.
thermophilus dans le TD et le lactate pourrait étre est la molécule « signal » qui induit une réponse
chez I’h6te par une augmentation des transporteurs de mono-carboxylates (SLC16A1 et SLC5A8) et

d’une protéine impliquée dans I'arrét du cycle cellulaire p27*".

2/ ’apport de lactose stimule la colonisation du TD, la glycolyse ainsi que la production de L-lactate

par S. thermophilus in vivo.

3/ Contrairement a ce qui est observé pour S. thermophilus, L. bulgaricus ne s’implante pas en
absence de lactose. Quand les deux bactéries sont en co-culture, S. thermophilus est toujours

avantagé numériquement par rapport a L. bulgaricus aussi bien in vitro qu’in vivo.

Au niveau nutritionnel, tous nos résultats sont cohérents avec les allégations « santé » du
yaourt avec un effet prébiotique du lactose. L’étude d’animaux gnotobiotiques a permis de proposer
des nouvelles voies de régulation du métabolisme des sucres de bactéries lactiques et de nouvelles
voies moléculaires (via le lactate) par lesquelles des bactéries lactiques pourraient influencer la

physiologie de I'hote.

Mots clés :

Streptococcus thermophilus, yaourt, lactose, lactate, tractus digestif, rats gnotobiotiques.





