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Introduction

biquitaires, les staphylocoques sont commensaux des épithéliums des hommes et

des animaux. L’espéce la plus connue est Staphylococcus aureus, responsable de
nombreuses infections. Deux autres espéces sont également fréquemment associées a des
pathologies, Staphylococcus epidermidis, responsable d’infections nosocomiales et
Staphylococcus saprophyticus impliqué dans des infections urinaires chez I’homme. La
plupart des trente sept autres espéces appartenant au genre Staphylococcus sont des bactéries
de I’environnement qui persistent sur leurs hotes dans un silence relatif, mais qui, dans des
circonstances particuliéres, peuvent étre responsables d’infections. Cependant, on ne sait que
trop peu, que les staphylocoques sont naturellement présents dans notre alimentation et que
de nombreux produits fermentés d’origine animale en contiennent. Certaines especes
participent activement au processus de fermentation et présentent un intérét technologique.
Staphylococcus xylosus est 1’espéce la plus couramment utilisée comme ferment en co-

culture avec des bactéries lactiques ou un autre staphylocoque, Staphylococcus carnosus.

S. xylosus appartient au vaste groupe des staphylocoques a coagulase négative et au groupe
d’espéce de S. saprophyticus. C’est une bactéric commensale de la peau des petits
mammiferes et des animaux de ferme, ou elle constitue la flore majoritaire. On retrouve
¢galement cette espece sur la peau de ’homme mais son occurrence reste peu importante.
S. xylosus est retrouvé naturellement au niveau des matiéres premicres d’origine animale et
colonise I’environnement des ateliers agro-alimentaire. Cette espéce a la capacité de former
des biofilms, posséde peu d’exigences nutritionnelles et est capable de s’adapter a des
environnements variés ce qui lui permet de coloniser nos aliments. Des souches de S. xylosus
sont rajoutées comme ferment pour la fabrication des saucissons mais également comme
microflore de surface pour les viandes séchées et les fromages dits «a caractére» comme le
Munster. Les propriétés technologiques de cette espéce sont diverses. Cette bactérie joue un
role majeur dans le développement de la flaveur et de la couleur des produits fermentés. Elle
synthétise des arOmes via une activité lipolytique et le catabolisme des acides aminés,
notamment ceux a chaine latérale ramifiée. Ses propriétés anti-oxydantes permettent de
limiter le rancissement. Son activité nitrate réductase joue un réle fondamental dans le
développement de la couleur rouge des produits carnés fermentés. La majorité des souches
est pigmentée en orange d’ou son utilisation comme flore de surface de fromage. Toutes ces
propriétés ont fait que, cette bactérie a essentiellement été étudiée pour ses activités

métaboliques.
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Introduction

Si S. xylosus est considéré comme une espéce utile et profitable, quelques souches pourraient
présenter un risque potentiel. En effet, des souches isolées de produits alimentaires se sont
montrées capables de produire des entérotoxines C, D ou E, plus habituellement associées a
S. aureus. D’autres souches ont été isolées de cas d’infections opportunistes chez 1’animal
telles que des mammites chez des ruminants ou encore des dermites chez des souris.
Quelques rares cas d’infections nosocomiales a S. xylosus ont également été relatés chez

I’homme.

S. xylosus, bonne petite ouvriére ou bactérie a risque ?

Il est important de pouvoir identifier les risques potentiels et de pouvoir différencier les
souches de I’alimentation des souches isolées d’infections.

S. xylosus est virtuellement considéré comme non pathogéne. En effet, son utilisation comme
ferment est empirique comme c’est le cas pour beaucoup de ferments bactériens. Or, les
ferments sont directement concernés par les initiatives de normalisation réglementaire de
I’union européenne et la mise en application du concept QPS de présomption raisonnable de
la streté des micro-organismes (QPS pour « Qualified Presomption of Safety »). Les
fabricants de ferments vont donc €tre soumis a 1’obligation de contrdler 1’innocuité de leurs
souches. Dans ce contexte, I’utilisation des outils de biologie moléculaire est considérée
comme primordiale pour assurer I’identification et la streté des souches. Il est donc
indispensable d’avoir une bonne connaissance génétique des espéces utilisées comme
ferment. Les données génétiques recueillies pourront également permettre d’améliorer les
connaissances sur les propriétés technologiques des micro-organismes ainsi que sur leur
adaptabilit¢ aux conditions de fabrication, favorisant donc par la méme la sélection de
souches d’intérét alimentaire.

Si S. xylosus a été bien caractérisé d’un point de vue phénotypique sur la base de ses
propriétés technologiques, il n’est actuellement que trés peu étudi¢ d’un point de vue
génétique. La majorité des données concerne les génes impliqués dans le métabolisme des
sucres, des acides aminés, les propriétés anti-oxydantes, ainsi que quelques génes codant des
protéines de I’enveloppe. Dans ce contexte, nous avons entrepris d’établir la premiére carte
physique et génétique d’une souche de S. xylosus afin d’avoir une premicre idée de
I’organisation globale du génome d’un S. xylosus. La souche choisie pour cette étude est la
souche modéle S. xylosus C2a. Elle est le dérivé curé du plasmide pSX267 de la souche de

référence DSM20267 commensale de la peau humaine. La souche C2a est actuellement la
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Introduction

seule souche de S. xylosus qui peut étre transformée avec une efficacité suffisante pour
introduire des plasmides et construire des mutants par recombinaison chromosomique. Dans
un second temps, nous nous sommes attachés a caractériser la diversité phénotypique et
génotypique au sein de ’espéce S. xylosus dans le but de déchiffrer la versatilité de cette

bactérie.
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Staphylococcus xylosus

2ToPIAN Loxo EvAov o
Staphylé kokkos ~ xulon 0se  (grec)

Grappe de raisin grain bois sucre

S. xylosus : observation en microscopie électronique a transmission aprés coloration au rouge
de ruthénium

Staphylococcus xylosus est une bactérie a Gram positif, en forme de coque, appartenant au
genre Staphylococcus. Une de ses particularités, comme son nom I’indique est de

métaboliser le xylose, communément appelé le sucre du bois.
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Figure 1 : Relations phylogénétiques des différentes espéces du genre Staphylococcus
(Witte et al., 2006)

(a) : déduites des hybridations ADN-ADN ; (b) : déduites de la séquence des ADNr 16S
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~- CHAPITRE | -
TAXONOMIE, BASES PHENOTYPIQUES ET
HABITAT

1 - TAXONOMIE

Dans 1'édition 1986 du « Bergey's Manual of Systematic Bacteriology » (Volume 2), le
genre Staphylococcus est classé dans la famille des Micrococcaceae, constituée des genres
Micrococcus, Stomatococcus, Planococcus et Staphylococcus. Depuis 1976, les premiers
résultats d'application des techniques génomiques, situant les espéces et les genres décrits
dans un contexte d'évolution phylogénique (contenu en bases G-C, hybridation
ADN/ADN, séquences des ADNr 16S et 23S), ainsi que I’analyse des parois, suggéraient
que ces genres devaient étre reclassés dans différentes familles. Plusieurs analyses de la
séquence des ADNr 16S et 23S ont montré I’existence d’un groupe taxonomique unique
regroupant les staphylocoques. Ce groupe est proche des genres Enterococcus, Bacillus,
Listeria, Planococcus et Brochotrix (groupe Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus). Le
genre Staphylococcus appartient désormais au phylum XIII des Firmicutes, dans la classe
IIT des Bacilli et I’ordre I des Bacillales (Euzéby, http://www.bacdico.net/).

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif, qui se présentent, en observation
microscopique, isolés, en diplocoques, en courtes chainettes ou en amas (les amas étant les
plus caractéristiques, les staphylocoques se divisant selon deux plans). Ces coques sont
non mobiles, asporulés et habituellement non capsulés. La plupart des especes sont a
catalase positive et aéro-anaérobies facultatives, a l'exception de S. saccharolyticus et

S. aureus subsp. anaerobius qui sont anaérobies strictes.
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Les chiffres correspondent au niveau de confiance estimé par 1’analyse bootstrap et sont exprimés en

pourcentage. Le « Cluster group » correspond aux groupes d’espéce déterminés par Takahashi, et al (1999)
sur la base des homologues de séquence des génes codant les ARNr 16S. Le « species group » correspond

aux groupes d’espéce décrits par (Kloos & Schleifer, 1986).
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Le genre Staphylococcus comprend actuellement 40 espéces et 24 sous-especes (Euzéby,
http://www.bacdico.net/). Comme pour les autres micro-organismes, la spéciation des
staphylocoques a d’abord été basée sur les données morphologiques, les propriétés
physiologiques et la composition de la paroi cellulaire (Kloos & Schleifer, 1986). La
présence d’une coagulase, enzyme coagulant le plasma sanguin, a permis la distinction de
2 groupes : le groupe des staphylocoques a coagulase positive (SCP) qui comprend
Staphylococcus aureus, S. delphini, S. hyicus, S. intermedius, S. lutrae,
S. pseudointermedius, S. schleiferi subsp. coagulans, et les staphylocoques a coagulase
négative (SCN), groupe plus vaste qui comprend une trentaine d’espéces. Les autres
caractéristiques taxonomiques employées habituellement pour différencier les espéces au
sein d’un genre bactérien, telles que la formation d’acide a partir des hydrates de carbone,
la présence des protéines associées a la formation de la paroi cellulaire, les enzymes
extracellulaires et les toxines sont, dans le cas du genre Staphylococcus, trés instables et
s’averent inefficaces pour distinguer les différentes especes. Cette variabilité importante
des phénotypes au sein du genre est vraisemblablement due a des réarrangements
génomiques ou a 1’acquisition ou la perte d’éléments génétiques. Le développement des
méthodes moléculaires et en premier lieu de I'hybridation ADN-ADN, ont permis de
montrer que les staphylocoques formaient un genre bien défini qui pouvait étre ensuite
divisé en plusieurs groupes d’espéce (Figure 1a). Au niveau épigénique (caractérisation de
la catalase, de I’aldolase ou de la L- ou D-lactate déshydrogénase) (Schleifer &
Kroppenstedt, 1990) et par 1’analyse des séquences des ADNr 16S et 23S (Ludwig &
Schleifer, 1994), cette classification a été confirmée (Figure 1b). S. xylosus appartient au
groupe S. saprophyticus (Takahashi et al., 1999). En effet, en se basant a la fois sur
I’analyse d’hybridations ADN-ADN et ’homologie des séquences des geénes codant
I’ARNr 168, S. xylosus est génétiquement proche des espéces S. saprophyticus, S. cohnii
subsp. cohnii et subsp. urealyticus, S.equorum, S. arlettae, S. gallinarum, et S. kloosii
(Figure 2). Des analyses d’hybridation ADN-ADN ont montré qu’il existait deux groupes
génétiques distincts au sein de I’espece S. xylosus (Kloos & Schleifer, 1986). Le premier
groupe comprenait des souches isolées d’hommes ou d’animaux possédant une homologie
de I’ADN de plus de 70%, dans des conditions stringentes ou optimales de réassociation.
Le deuxiéme groupe comprenait uniquement des souches isolées de singes qui étaient
génétiquement tres différentes. Dans des conditions stringentes, uniquement 38-39% de
I’ADN se sont réassociés avec le groupe majoritaire des souches de S. xylosus isolées

d’hommes ou d’animaux (Kloos & Schleifer, 1986).
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Tableau 1 : Caractéristiques phénotypiques de I’espéce S. xylosus
(Schleifer & Kloos, 1975 ; Kloos & Schleifer, 1986)

Caractéristiques S. xylosus
Diamétre de la colonie > 5 mm +
Piegmentation de la colonie : caroténoides &

Croissance aérobie +
Croissance anaérobie sur thioglvcolate d
Croissance en NaCl 10% +
Croissance en NaCl 15% d
Cvtochrome c (test oxidase) =

Acide lactiaue isomeére L W
Acide lactiaue isomére D -w®
Production d’acétoines d
FDP-aldolase class | +

FDP-aldolase class II -
Production d’acide en aérobie:
D-xvlose +
L-Arabinose +
D-Cellobiose -
D-Fucose -
Raffinose
Salicine
Saccharose
Maltose
D-Mannitol
D-Mannose
D-Tréhalose
a-Lactose
D-Galactose
[-D-Fructose
D-Mélizitose
[-Gentiobiose
D-Turanose
D-Ribose
Xiylitol
Croissance avec (NH4),SO, (seule source) d’azote

+ &l e B+ B+ e

AR + o

z

Réduction du nitrate
Phosphatase alcaline

e A +

Arginine dihydrolase -
Uréase +
Coagulase (plasma de lapin) -
Clumning factor -
Hémolyse -W
Désoxyribonucléase (Dnase agar) -W
Nucléase Thermorésistante
B-glucosidase
B-glucuronidase

[B-galactosidase

+ e+

Résistance a la novobiocine

2 4+, 90% ou plus de souches positives; °d, 11-89% de souches positives ; © 90% ou plus de souches
négatives ; 4w, réaction faible ; ¢ -w, réaction faible a négative.
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2 - PRINCIPAUX CARACTERES PHENOTYPIQUES DE
S. XYLOSUS

S. xylosus a été isolé pour la premicre fois de la peau humaine par Schleifer et Kloos
(1975). Les auteurs avaient réalisé une série de prélevements sur la peau d’une quarantaine
d’individus et aprés analyse des isolats par différents tests morphologiques,
physiologiques, chimiques et biochimiques, ils ont distingu¢ 7 nouvelles espéces de
staphylocoques. La description de 1’espéce S. xylosus a été basée sur un total de 102
souches isolées présentant les mémes caractéristiques dont les principales sont présentées
dans le Tableau 1. S. xylosus est phénotypiquement distinguable des autres staphylocoques
par, tout d’abord, son profil de fermentation des hydrates de carbone. En effet, cette
bactérie aérobie-anaérobie facultative, contrairement a la plupart des autres
staphylocoques, fermente le xylose, I’arabinose et le B-gentiobiose. S. Xylosus possede
¢galement une composition membranaire particuliére puisque son peptidoglycane est de
type L-Lys-Glys. et son acide teichoique contient de la glucosamine et deux polyols : le
glycérol et le ribitol. Seuls S. xylosus et S. cohnii possédent un peptidoglycane de ce type
et seuls S. xylosus et S. saprophyticus ont un acide teichoique de ce type. Ceci conforte la
parenté génétique de S.xylosus au groupe S.saprophyticus (Figure 2). Autre
caractéristique de S. xylosus, sa capacité a croitre dans une large gamme de températures.
Toutes les souches se développent & une température de 15°C jusqu’a des températures
inférieures a 45°C. De moindre importance pour I’identification de S. xylosus, mais a
noter, la majorité des souches (80%) est capable de réduire le nitrate et produit une
phosphatase alcaline. Toutes les souches de S. xylosus sont résistantes a la novobiocine
comme toutes les espéces appartenant au groupe d’espéce de S. saprophyticus et
produisent peu d’acide en condition de culture anaérobie. Enfin 80% des souches de
S. xylosus sont pigmentées présentant une couleur orangée, les autres souches présentent,
quant a elles, une couleur jaune-beige claire. Parfois, des différences d’intensité ou de
pigmentation sont présentes au sein d’'un méme isolat. Certaines souches de S. xylosus
peuvent ne pas Etre pigmentées a une température de 35-37°C, mais développer un
pigment intense a des températures inférieures a 20°C. Les caracteéres phénotypiques

variables au sein de I’espece sont présentés dans le Tableau 2.
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Tableau 2 : Caractéres phénotypiques variables de 22 souches de S. xylosus
(Schleifer & Kloos, 1975)

o — 2
_§ g —“.é E’IU-. g 5 -‘g o d o Peptidoglycane
£ - QB 5 = ] B g 3 = E 2 . Production d ac1'de en aérobie a (mol/mol de
Souches | 2 | Zo |25 ZIESE £2| 5| 55| 3 | £ partir de Gl
2 |58|52 2|55z 82| §|z2| £ | £
S |5 E|lzz 2|lEzgl e8| 5|25 3 2 )
g = 8|S El2s5 £4 S| £ &g = = Mtl | Ara | Xyl | Rib Gly Ser
DSM20266 36,2 yo + 5 95 - - + + + + + - 5,1 -
DSM20267 34,6 yo I 5,1 94 = + + + + + + 4 5,2 -
DSM20268 35,2 gy + 5,1 90 - - + + + + + + 5,5 -
DM 37 35,2 yo I 49 88 - e + + + + + + 4.9 -
DM 30 gy + 5 85 - + + - + + + + 4,9 -
SM212 y 3 49 91 e 4 + = + 5 + 4 5,5 -
SM 247 gw + 5 95 - + + + + + + + 5 -
TW 41 yo 4 5,2 91 - + + + + + + - 5,3 -
TW 83 yo +C 5 82 - - + + + + + - 5,6 -
TW 54 3 5,1 100 - e +* < “F + +* aE 5,2 0,1
AW 124 35,6 y + 4,9 88 - + + + + + + + 5,4 -
KH 168 yo e 5 71 e + + + + + + 4 5,3 -
GH 30 348 gy + 49 84 - - + + + + + - 5 -
SL 114 yo + 5 87 - 4 4 + + + 4 - 5 -
SE 4 gy + 5,1 100 - + + + + + + + 5,6 -
DM 172 aw 4 5,1 83 - e + + + + + - 5,6 -
SM 159 aw + 5,1 80 - + + + + + + + 5,7 -
KL 236 gy 4 5,4 85 - 4k 4 A A i I = 5.2
KL 117 yt + 5,1 85 - - + + + + + + 5,1 -
AW 244 yo s 53 82 - - i 4 - + - 5,4 -
CCM 1400 30,2 aw -C 5,6 70 - - + ND + + + + 53 -
CCM 2210 32 aw -C 5,5 70 - - = ND o + + o 5,2 -

% Symbole des pigments : y, jaune, gw, gris-blanc ; gy, gris-jaune ; yt, teinte jaunitre ; yo, jaune orange.

® Symbole pour les conditions de culture aérobie : +, uniformément dense ; + gradient de croissance de dense a moins
concentré en profondeur dans la portion la plus anaérobie; =C, gradient, plus des colonies individuelles ; -C, uniquement
des colonies individuelles ; -, pas de croissance

¢ Réaction : + positive; +, faible; -, négative; ND, non déterminé

4 Abréviation des hydrates de carbone : Ara, arabinose ; Mtl, mannitol ; Rib, ribose ; Xyl, xylose.

¢ Rapport molécule par molécule de glucosamine.
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3 - HABITAT : S. XYLOSUS UNE BACTERIE COMMENSALE
ET UBIQUITAIRE

3-1. Le commensalisme

Comme d’autres bactéries du genre Staphylococcus, S. xylosus est une espéce commensale
de I’épithélium et des muqueuses des animaux et plus particulierement des mammiferes.
Comme nous I’avons déja mentionné, cette espéce a été isolée pour la premicre fois a
partir de peaux et de muqueuses humaines mais son occurrence chez I’homme et les
grands primates reste peu importante par rapport a d’autres especes de staphylocoques
telle que S. epidermidis (Kloos & Musselwhite, 1975 ; Carr & Kloos, 1977 ; Nagase et al.,
2002). C’est chez les petits mammiferes et les animaux de ferme que S. xylosus est décrit
comme espéce majoritaire de la flore staphylococcique (Kloos et al., 1976 ; Nagase et al.,
2002). 11 est présent chez une large variété d’espece animale (porc, mouton, cheval, vache,
poule, chien, écureuil, pigeon, souris, opossum, raton laveur, outarde, grenouille) (Kloos
et al., 1976 ; Slaughter et al., 2001 ; Silvanose et al., 2001 ; Nagase et al., 2002), avec un
fort pourcentage d’isolats chez les petits rongeurs (€cureuils, souris) et les animaux de
fermes (moutons, chevaux, vaches, poules) (Tableau 3a et 3b). Selon Kloos et al (1976),
c’est I’incapacité de S. xylosus a s’adapter a I’acidité qui explique sa faible occurrence sur
la peau humaine. En laboratoire, S. xylosus montre des difficultés a croitre sur des milieux
dont le pH est inférieur a 5,3, or le pH de la peau humaine est de 5 alors que le pH de la
peau des animaux est évalué a environ 7. Selon ces auteurs, les souches de S. xylosus
isolées de la peau humaine correspondraient plus a une contamination par les animaux

domestiques qu’a une vraie colonisation.

Tableau 3 : Occurrence de S.xylosus sur la peau de différentes espéces animales et de
I’homme

(2)
Ecureuils  Ratons
Ecureuils Opossums  Saimiris Porcs Moutons Chevaux  Vaches Chiens Hommes
volants laveurs
Nombre
o 14 5 3 11 2 8 5 4 5 2 80
d’individus
% d’individus
porteurs de 64° 100 33 36 0 12 100 100 100 50 42

S. xylosus

d’apres Kloos et al. 1976
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(b)
Souris de
Porcs Chevaux Vaches Poules Chiens Pigeons Hommes
laboratoire
Nombre
o 12 17 30 73 10 23 20 80
d’individus
% d’individus
porteurs de 25 23,5 37 38 10 69,5 40 2,5

S. xylosus

d’aprés Nagase et al. 2002

Des études sur la localisation de S. xylosus chez les bovins ont montré que cette espéce
¢tait plus particuliérement retrouvée sur les glandes mammaires et par conséquent
¢galement sur la peau de 37% des jeunes veaux (Skalka, 1991 ; Nagase et al., 2002). Chez
I’homme, dans les études menées par Kloos et al. (1976), cette espéce semble étre
retrouvée plus fréquemment sur la peau que sur les muqueuses, mais il n’existe
actuellement aucune donnée précise sur le portage de S. xylosus chez les hommes et les
animaux. S. Xylosus a également été retrouvé sur la peau de 14 % des jeunes enfants et une
augmentation apparente de sa prévalence en fonction de 1’dge a été observée, 0% chez des
enfants de 1 jour et en augmentation constante jusqu’a 35% chez des enfants de 20 a 32

semaines (Carr & Kloos, 1977).

3-2. Les produits alimentaires

La forte présence de I’espéce S. xylosus sur la peau des animaux de ferme pourrait

expliquer sa forte prévalence dans les produits carnés et laitiers naturellement fermentés.

3-2.1. Le lait et les produits laitiers
Plusieurs études se sont intéressées a la présence des SCN dans le lait des animaux de
ferme afin de rechercher leur implication potentielle dans une infection a fort préjudice
pour I’industrie laitiere, les mammites. C’est ainsi que de nombreux dénombrements de la
flore staphylococcique dans différents types de laits ont été réalisés. S. xylosus a été trouvé
a la fois dans le lait de vache, de chévre, et de brebis (Deinhofer & Pernthaner, 1995 ;
Ariznabarreta et al., 2002 ; Ben Hassen et al., 2003 ; Hariharan et al., 2004), mais sa
prévalence reste assez faible (2-3% en moyenne) dans les 3 types de lait. Seuls Vernozy-
Rozand et al. (1996) retrouvent S. xylosus comme flore majoritaire (plus de 33%) dans le
lait de chévre. Irlinger et al. (1997) ont montré que les SCN endogénes du lait participent

activement a la fermentation de fromages fermiers, comme le Munster ou le Livarot,

26



Etude bibliographique

fromages a croite lavée ou le Camembert, fromage a crolte fleurie. L’analyse de la flore
de surface de 25 types de fromages traditionnels frangais a révélé que S. xylosus (11% des
isolats) était une des espéces majoritaires dans ces fromages, apres S. equorum (61%) et
S.vitulinus (13,5%). Dans d’autres types de fromages, comme le fromage espagnol
« Casar de Caceres » a pate pressée non cuite, 65 % des isolats étaient des S. xylosus
(Caceres et al., 1997). S.xylosus a également été retrouvé (44,4% des isolats) dans
différents types de fromages industriels (fromage bleu, Mozzarella, Camembert, cottage
cheese) issus de lait pasteurisé (De Luca et al., 1997 ; Addis et al., 2001). Un effet
saisonnier a été montré, avec une plus forte occurrence de cette espéce dans les fromages
de la période d’octobre a mars. Lors de I’affinage de certains fromages « a caractere »
comme le Munster, I’ajout de S. xylosus comme ferment est largement utilisé¢, notamment
comme nous le verrons par la suite, pour les propriétés aromatiques de cette espece ainsi

que pour sa pigmentation orangée.

3-2.2. La viande et les produits carnés fermentés

S. xylosus fait partie de la micro-flore indigéne de la peau des mammiféres, et de ce fait,
constitue la micro-flore naturelle de la viande. Il est également retrouvé a la fin des
processus de transformation dans les produits carnés fermentés. Shale et al. (2005) ont
montré que la présence de staphylocoques tel que S. xylosus sur la viande de beeuf en
sortie d’abattoir était dépendante en grande partie des conditions d’abattage et de
manutention. Dans les produits carnés frais, S. Xylosus a été isolé de saucisses fraiches non
ensemencées de porc, stockées a 4°C. Cette espece représentait 48% des isolats (Cocolin
et al., 2004 ; Rantsiou et al., 2005). L’écologie de S. xylosus dans les produits de salaison
a été particulierement étudiée. En effet, S. Xylosus constitue un des principaux ferments
utilisés en co-culture avec les bactéries lactiques dans les produits carnés fermentés et il
est naturellement présent dans les produits de salaison non ensemencés.

Dans les ateliers industriels de fabrication de saucissons ou S. xylosus est utilisé comme
ferment, il reste majoritaire quel que soit le stade de fermentation, montrant une bonne
adaptation de la bactérie aux différents processus de fabrication (Blaiotta et al., 2004 ;
Corbiere Morot-Bizot et al., 2007). Dans les produits de salaisons traditionnels, c'est-a-
dire non ensemencés, S. xylosus est trés souvent décrite comme 1’espéce majoritaire dans
les produits finis. Il est trés souvent isolé des saucissons frangais (Montel et al., 1992),
italiens (Rebecchi et al., 1998 ; Cocolin et al., 2001 ; Blaiotta et al., 2004) et espagnols
(Martin et al., 2006), ainsi que dans le chorizo (Garcia et al., 1980 ; Aymerich et al.,
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2003) et le jambon cru (Rodriguez M et al., 1994 ; Vilar et al., 2000 ; Cordero &
Zumalacarregui, 2000). Des études de suivi de S.xylosus au cours des procédés de
fabrication de saucissons traditionnels ont été réalisées. S. Xylosus, naturellement présent
sur le produit au début du stade de fermentation, s’adapte trés bien aux procédés de
fabrications traditionnelles, et reste dans 2 des 3 ateliers testés, 1’espece majoritaire (plus
de 50%), tout au long du stade de fermentation. Dans le cas du jambon cru ibérique, il a
¢été démontré que la saumure était la principale source de la flore staphylococcique isolée
en surface. S. Xxylosus représentait 29% des isolats issus de cette saumure (Cordero &
Zumalacarregui, 2000). Une autre étude plus compléte sur la flore staphylococcique, aux
différents stades de fabrication des jambons crus, a montré que S. Xylosus était 1’espéce
majoritairement présente sur la surface de la viande crue (32% des isolats) alors qu’au
ceeur des échantillons, elle représentait 12% des isolats. Aprés salage, 16% des isolats
étaient des souches de S. xylosus en surface et 8% au cceur des jambons. Enfin, sur les
jambons en fin de séche, 16% des isolats de la surface correspondaient a S. xylosus (Vilar
et al., 2000). Aucun S. xylosus a la fin du procédé de fabrication n’a été retrouvé au coeur

du produit, montrant ainsi une meilleure adaptation de cette espece a des milieux aérobies.

3-2.3. Les produits de la mer
La présence de S.xylosus lors du processus de fermentation d’un poisson nommé
« cassava » a récemment été décrite (Anihouvi et al., 2007). Cette fermentation aboutit a
un condiment le lanhouin couramment utilisé dans certains pays d’Afrique. Parmi les
staphylocoques isolés, 34,1% étaient des S. xylosus, 1’espéce majoritaire étant S. lentus
(51.2%). Ces deux especes ont été retrouvées a tous les stades de la fermentation du
lahouin (Anihouvi et al., 2007). S. xylosus a également été retrouvé comme une des
especes microbiennes majoritaire chez des crevettes d’élevage, plus précisément au niveau

des spermatophores (Nimrat et al., 2006).
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En conclusion, S. xylosus est fréquemment retrouvé en portage chez de nombreux
animaux et est présent chez une grande variété de produits alimentaires d’origine animale.
De plus, cette espéce est trouvée au niveau des surfaces et des sols, et dans les
environnements agro-alimentaires (Kloos & Schleifer, 1986 ; Corbiere Morot-Bizot et al.,
2006). S. xylosus est aussi décrite comme 1’espéce majoritaire du fourrage combiné ou elle
est retrouvée dans chacun des éléments qui le composent, grains et plants de céréales
verts, mais aussi dans les échantillons de sol et de poussiere des lieux de fabrication
(Pioch et al., 1988). Enfin, la présence de S. xylosus dans des eaux polluées a Fez au

Maroc a également été relatée (Kessie et al., 1998).

S. xylosus est donc une espéce ubiquitaire et commensale que I’on retrouve tout le long de

la chaine alimentaire «de la fourche a la fourchette».
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- CHAPITRE Il -
L’AMBIVALENCE DE L’ESPECE
S. XYLOSUS

Depuis sa découverte en 1975, S. xylosus a suscité un vif intérét chez les industriels de
I’agroalimentaire pour une utilisation en tant que ferment. Ce staphylocoque,
naturellement présent dans les matiéres premieres d’origine animale, posséde des
propriétés technologiques intéressantes et participe activement a leur fermentation.
Cependant, depuis quelques années, quelques souches ont été isolées dans des infections
opportunistes chez des animaux et chez ’homme, introduisant un doute sur les souches

utilisées dans 1’alimentation.

1 - UNE ESPECE A FORT INTERET TECHNOLOGIQUE...

1-1. Son role dans I’elaboration des caracteristiques
sensorielles

Caractéristique organoleptique trés recherchée, la flaveur englobe les notions de goft,
d’ardme et d’odeur. Elle est le résultat d’un équilibre entre les composés volatils et non
volatils interagissant entre eux et avec les protéines et les lipides. La flaveur est a la fois
due a la matic¢re premiére et aux ingrédients ajoutés (épices, ail...) mais elle est également
le résultat du catabolisme des hydrates de carbone, des protéines et des lipides et de
réactions chimiques. Il est souvent difficile de distinguer 1’origine des enzymes
responsables de ces dégradations, origine tissulaire ou microbienne, ainsi que de
déterminer 1’origine de certains composés (Talon et al., 2002). S. xylosus participe a la
flaveur principalement grace au catabolisme des glucides, des acides aminés, des lipides et
des acides gras (Olesen et al., 2004). Autre caractéristique ayant un attrait pour le
consomateur, la couleur du produit. S. xylosus contribue a cette caractéristique via son

activité nitrate réductase et la synthése de pigments.
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1-1.1. La dégradation des glucides
Le métabolisme des glucides est assez bien caractérisé chez S. xylosus. Le glucose est le
sucre préférentiellement utilisé par cette espece (Briickner & Rosenstein, 2006). En
conditions anaérobies, S.xylosus dégrade les glucides en acides et alcools par voie
hétérofermentaire (Nychas & Arkoudelos, 1990). Le principal acide issu de la
fermentation du glucose est le L-lactate, mais il n’est produit chez S. xylosus qu’a faible
concentration. La production d’acétoine (acétyl méthyl carbinol), qui habituellement est
associ¢e avec le diacétyl a des ardmes de beurre, est trés faible, voir absente, chez ce
staphylocoque (Kloos & Schleifer, 1986). S. xylosus ne participe donc que tres faiblement

a la formation des aromes issus du catabolisme des hydrates de carbone.

1-1.2. Le catabolisme des acides amineés
Les acides aminés sont, dans les produits carnés fermentés, le produit de deux étapes, la
protéolyse qui permet la dégradation des protéines en peptides, et le catabolisme des
peptides en acides aminés. Il a été montré par Montel et al .(1996) que S. xylosus avait une
faible activité protéolytique. Cette activité est principalement réalisée par les enzymes
endogenes. La part de dégradation des peptides par des enzymes microbiennes n’est que
de 40% (Talon et al., 2002). Les staphylocoques, contrairement aux bactéries lactiques, ne
contribuent que trés peu a ce métabolisme. S. Xylosus ne participe donc pas aux premieres
¢tapes du catabolisme des protéines d’origine animale (Talon et al., 2002). Il a été
démontré, principalement dans les produits carnés fermentés, que la flore microbienne et
principalement les staphylocoques, participaient activement au catabolisme des acides
aminés. Les acides aminés peuvent étre transformés en molécules odorantes comme des
méthyl-aldéhydes, des méthyl-acides et des méthyl-alcools (Talon et al., 2002). S. xylosus
synthétise des taux ¢€levés de 3-méthyl butanal, qui donne une note aromatique maltée
cacaotée, lorsqu’il est inocul¢ dans un saucisson (Stahnke, 1995). Cette molécule est un
des métabolites du catabolisme des acides aminés a chaine latérale ramifiée (leucine,
valine, isoleucine). Ce catabolisme a été ¢tudié par Beck et al. (2004) qui ont montré que
le dérivé majeur du catabolisme de la leucine était I’acide 3-méthyl butanoique (odeur de
pied). La production de cet acide est initiée en phase stationnaire de croissance. Son
précurseur immédiat est le 3-méthyl butanal, qui ne serait présent que de fagon transitoire
en phase exponenticlle de croissance (de Vos Petersen et al., 2004). Quand S. xylosus
entre en phase stationnaire, il convertit les adéhydes a chaine latérale ramifiée en acides

carboxyliques correspondants via un mécanisme encore hypothétique (Figure 3).
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5
|4 |7

3-Methylbutanal —Bv 3-Methylbutanoic acid

Figure 3 : Voie proposée par Beck et al (2004) pour la biosynthése du 3-méthyl butanal et de
I’acide 3-méthylbutanoique a partir du glucose et de la leucine chez S. xylosus

Les enzymes impliquées sont les enzymes glycolytiques (1); des enzymes de la biosynthése de 1’isoleucine
et de la valine (2); une transaminase (3); une décarboxylase de cétoacide a chaine latérale ramifiée (4); une
déshydrogénase de cétoacide a chaine latérale ramifiée (5); une aldéhyde déshydrogénase (6); une acyl-CoA
hydrolase ou une phosphate butyrate CoA transférase et une butyrate kinase (7)

La décarboxylation des acides aminés libres par certaines espeéces bactériennes peut
induire la synthése d’amines biogeénes (histamine, tyramine, putrescine, cadavérine).
Consommeées en exces, les amines biogeénes peuvent occasionner certains troubles (maux
de téte et troubles intestinaux surtout) généralement transitoires. Les souches de S. xylosus
produisent peu ou pas d’amines biogenes, et si elles en produisent, c’est principalement de
la tyramine (Martin et al., 2006). Il a été montré que 1’utilisation de S. xylosus durant la
fermentation du saucisson permettait de diminuer le taux de certaines amines biogenes

(histamine et tyramine) grace a une activité amine oxydase (Martuscelli et al., 2000).

1-1.3. La dégradation des lipides
La lipolyse est I’hydrolyse partielle ou compléete des esters liés aux triglycérides et aux
phospholipides. Elle entraine I’augmentation de la concentration des acides gras et des
diglycérides. Les lipides peuvent étre hydrolysés par des lipases microbiennes ou
tissulaires. Les staphylocoques sont les bactéries majoritairement impliquées dans la
lipolyse microbienne. Comme nous le verrons par la suite, deux lipases différentes ont été
détectées chez S. xylosus : GehM et SXL (chapitre III 3 -). Cette bactériec posséde une
activité lipolytique trés active permettant la dégradation des lipides, et plus
particulierement des lipides a longue chaine d’acides gras en acides gras libres.
Cependant, cette activité ne semble pas pouvoir étre optimale dans les conditions

rencontrées en salaison (Kenneally et al., 1998). En effet ’activité lipolytique mesurée
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chez S. xylosus est maximale a 30°C et pH 7, or la fermentation du saucisson ou I’affinage
des fromages a généralement lieu dans des gammes de pH et de températures plus basses
(Talon et al., 2002). Par ailleurs, les lipases tout comme les estérases sont impliquées dans
la synthése d’esters a partir d’acides et d’alcools. Les esters donnent une note fruitée aux
produits (Montel et al., 1996). S. xylosus posséde aussi des estérases (Talon et al., 1998).
En effet, sur des tests a partir d’extraits cellulaires bruts ou de concentrés extracellulaires,
il a ét¢ montré que cette espece était capable d’estérifier des alcools et des acides pour
synthétiser préférentiellement de 1’éthyl butanoate. Les acides acétique et décanoique et
les acides ramifiés sont faiblement estérifiés par ce staphylocoque (Talon et al., 1998).
L’activité estérase de S. xylosus dépend du pH, de la température, mais également de la

disponibilité en substrats (acides ou alcools).

1-1.4. L'oxydation des acides gras
L’oxydation des lipides, notamment dans le saucisson, est responsable de la production de
composés qui peuvent altérer les qualités sensorielles et hygiéniques (Barriere et al.,
2001). Celle-ci peut étre chimique (peroxydation) ou enzymatique (-oxydation).

La peroxydation correspond a une réaction chimique entre les composés actifs de

I’oxygéne (O ; H,O,; OH ) et les acides gras insaturés. Ce processus aboutit a des

hydroperoxydes, substrats pour la formation d’autres radicaux (RO" ROO’, etc ) qui se

propagent par des réactions en chaine. La condensation de deux radicaux libres entraine la
formation de produits secondaires d’oxydation (aldéhydes, alcanes, ...). Les aldéhydes,
lorsqu’ils sont produits en quantité importante, altérent les propriétés sensorielles du
produit en contribuant au rancissement. Certaines bactéries jouent un role dans le contrdle
de I’oxydation. Les propriétés anti-oxydantes de S. xylosus ont fait I’objet de plusieurs
études. Il a été montré que différentes souches de S. xylosus inhibaient 1’oxydation des
acides gras, comme I’acide linoléique, un acide gras insaturé libéré lors de la lipolyse du
gras de porc. Cette inhibition est réalisée via des activités superoxyde dismutase et
catalase (Barriere et al., 2001). S. xylosus, comme nous le verrons dans le chapitre III 2-1,
posseéde une superoxyde dismutase cytosolique ainsi que deux catalases.

La présence de méthyl-cétones dans le saucisson a été associée a 1’inoculation de
S.carnosus et S.xylosus. Ces méthyl-cétones sembleraient étre le résultat d’une [-
oxydation incompléte des acides gras (Fadda et al., 2002 ; Fadda et al., 2003).

Habituellement, la B-oxydation dégrade les acides gras saturés en acide acétique par
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suppression successive des groupements acétyl-CoA. Cependant, des ester-CoA
intermédiaires peuvent étre libérés et convertis en [-céto-acides via une activité
thioestérase. Ils seront ensuite transformés par décarboxylation et déshydrogénation en

méthyl-cétones et en alcools secondaires (Fadda et al., 2002 ; Fadda et al., 2003).

1-1.5. L’activite nitrate reductase
Les nitrites ou indirectement les nitrates sont couramment utilisés en salaison. Ils ont un
effet bactériostatique et sont impliqués dans le développement de la flaveur et de la
couleur des produits carnés fermentés. Via leur activité nitrate réductase, les
staphylocoques jouent un réle fondamental dans le développement de la couleur en
réduisant les nitrates en nitrites. Les nitrites sont ensuite réduits en oxyde d’azote qui
réagit avec les pigments de la viande (principalement la myoglobine) pour former la
nitrosomyoglobine (Talon et al., 2002). La majorit¢ des souches de S.xylosus a une
activité nitrate réductase et participe ainsi au développement de la couleur rouge des
produits de salaison (Talon et al., 1998). Des défauts de couleur peuvent apparaitre en
présence de certaines bactéries lactiques qui produisent lors du catabolisme du lactate, en
présence d’oxygene, du peroxyde d’hydrogéne (Talon et al., 1999). Celui-ci peut interagir
avec la nitrosomyoglobine pour former de la cholémyoglobine de couleur verte. Via
I’activité catalase, S.xylosus et les staphylocoques en général détruisent le peroxyde
d’hydrogéne et contribuent de ce fait, a la stabilité de la couleur rouge typique des

produits carnés fermentés (Talon et al., 2002).

1-1.6. La synthese de pigments
Certaines souches de S. xylosus produisent des béta-caroténes qui donnent une coloration
orangée aux colonies. Aucune donnée sur la production de ces pigments n’est
actuellement disponible. Brevibacterium est couramment utilisé pour le développement
d’une crotite orangée sur les fromages. De méme, S. xylosus est utilis¢é comme ferment
pour la fabrication de fromage & « caractére » et a crolite orangée comme le Munster
(Irlinger et al., 1997), laissant supposer que les propriétés de pigmentation de S. xylosus

intéressent également les industriels de 1’agro-alimentaire.
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1-2. Utilisation comme agent recombinant pour des
applications biotechnologiques

S. xylosus est une espéce a usage alimentaire, historiquement décrite comme non
pathogéne. Les propriétés de la souche S. xylosus C2a, non pathogéne et génétiquement
modifiable, ont permis d’envisager son utilisation dans le cadre de développement de
vaccins oraux. La souche C2a dérive de la souche de référence DSM20267, curée de son
plasmide endogéne pSX267 (Gotz et al., 1983). Cette souche commensale de la peau est la
seule souche de S.xylosus transformable actuellement décrite (Briickner, 1997). Un
plasmide permettant 1I’expression de peptides au niveau de la membrane été transféré chez

S. xylosus C2a et cela sans modifier la croissance bactérienne (Hansson et al., 1992).

1-2.1. Développement de vaccins oraux

Nguyen et al. (1993) ont montré que S. xylosus pouvait étre utilisé comme vaccin oral
chez des souris de laboratoire. Ces auteurs ont pu exprimer, par transformation, des
récepteurs hétérogénes a la surface de S. xylosus. Des essais sur du sérum de lapin et sur
des souris ont permis de montrer 1’existence d’une réponse immunitaire humorale
spécifique induite par la souche recombinante. Dans une seconde étude, une souche de
S. xylosus recombinante exprimant a sa surface trois variants d’une région de 101 acides
aminés de la glycoprotéine majeure (protéine G) du virus respiratoire syncytial (RSV) a
¢galement permis de confirmer la production d’anticorps spécifiques chez la souris
(Nguyen et al., 1995). En utilisant la méthode quantitative de FACS (fluorescence-
activated cell sorting), il a été montré que S. xylosus pouvait arborer 10° protéines de
surface hétérologues par cellule.

Des essais de S. xylosus recombinants exprimant a leur surface une forme fonctionnelle de
la sous-unité B de la toxine cholérique de Vibro cholerae ont également été réalisés avec

succes (Liljeqvist et al., 1997).

1-2.2. Essais de production d’anticorps
L’expression fonctionnelle d’un fragment d’anticorps murin anti-IgE-scFv humain a la
surface de S. xylosus et S. carnosus a été réalisée par Gunneriusson et al. (1996). Tous les
essais cellulaires ont montré que les bactéries recombinantes de S. xylosus et S. carnosus
¢taient capables de reconnaitre I’immunogene cible : I’'IgE. Ce fiit la toute premicre étude
montrant qu’un fragment d’anticorps pouvait étre exprimé sous une forme fonctionnelle,

et étre ancré a la surface d’une bactérie Gram positive. Dans un but diagnostique, ce type
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de recombinant pourrait €tre utilis€é pour la production plus rapide et moins coliteuse
d’anticorps  monoclonaux ou  également utilis¢é pour des  expériences

d’immunoprécipitations (Wernerus et al., 2002).

1-2.3. Utilisation comme futurs bioabsorbants ou
biosenseurs?

Ces dernicres années, il y a eu un intérét grandissant pour 1’expression de peptides ou de
protéines de fixation aux métaux en surface des bactéries. L’objectif est de générer de
nouveaux bioabsorbants afin de capter les métaux toxiques des eaux usagées ou de
développer des biosenseurs microbiens. De nombreuses études ont été effectuées sur les
bactéries a Gram négatif, notamment Escherichia coli (Wernerus et al., 2002). Une étude
pionniére sur les bactéries Gram positives, S.xylosus et S. carnosus, a été réalisée
(Samuelson et al., 2000). Des souches de S.xylosus et S.carnosus recombinantes
exposant des protéines de surface chimériques, contenant des peptides polyhistidyl liant
les ions métalliques divalents, ont été construites. Les peptides exprimés étaient
accessibles a la surface des cellules et étaient fonctionnels puisque les cellules
recombinantes de S. Xylosus et S. carnosus ont montré une augmentation de leur capacité a

lier le nickel (Samuelson et al., 2000).

1-3. Un dépolluant efficace?

Récemment, deux études sur I’utilisation de S. xylosus comme dépolluant ont été réalisées
(Ziagova & Liakopoulou-Kyriakides, 2007 ; Ziagova et al., 2007). La premiére concerne
la capacité de biosorption naturelle de S. xylosus en co-culture avec Pseudomonas sp. pour
des métaux toxiques : le cadmium Cd(II) et le chromium Cr(VI) (Ziagova et al., 2007).
Les deux souches étaient capables d’utiliser et de dégrader le cadmium. La dégradation du
chromium par S. xylosus semble plus efficace que celle réalisée par Pseudomonas sp. Des
essais ont été réalisés avec les deux métaux appliqués simultanément a différentes
concentrations dans le milieu. Lors d’une concentration plus élevée en Cd(Il), les deux
especes bactériennes ont montré une plus grande sélectivité de biosorption pour le Cd(II)
que pour le Cr(VI). Dans le cas inverse, c'est-a-dire lors d’une plus forte concentration en
Cr(VI), seul S. xylosus montrait une plus grande sélectivité de biosorption pour Cr(VI)
comparé au Cd(II) (Ziagova et al., 2007). La deuxiéme étude concernait 1’utilisation,
toujours en co-culture avec Pseudomonas sp., de S.xylosus pour la dégradation du

chlorobenzene, un composé halogéné aromatique trés polluant (Ziagova & Liakopoulou-
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Kyriakides, 2007). Bien que capable de croitre normalement dans un milieu contenant une
concentration de 1 mM de ce composé toxique, S. Xylosus s’est révélé étre bien moins
tolérant a une forte concentration de 1,2-dichlorobenzéne et beaucoup moins efficace que

Pseudomonas sp. pour dégrader ce composé (Ziagova & Liakopoulou-Kyriakides, 2007).

2 - ...MAIS DES SOUCHES A RISQUE

En 1982, pour la premiére fois, une infection humaine a été associée a une souche de
S. xylosus (Tselenis-Kotsowilis et al., 1982). Depuis, d’autres cas d’infections
opportunistes a S. xylosus chez ’homme et chez les animaux ont été décrits. La présence

de facteurs de risque chez certaines souches de cette espéce a également été montrée.

2-1. Les facteurs de risque

2-1.1. La production de toxines
S. aureus est la deuxiéme cause de toxi-infections alimentaires aprés Salmonella. Les toxi-
infections a S. aureus sont directement liées a la présence d’entérotoxines. Ces derniéres
années, la production d'entérotoxines a également €té observée chez des staphylocoques a
coagulase négative tels que S. xylosus, S. haemolyticus et S. cohnii, principalement chez
des souches isolées de produits laitiers et de produits carnés (Bautista et al., 1988 ;
Rodriguez et al., 1996 ; Vernozy-Rozand et al., 1996 ; Martin et al., 2006). Les
entérotoxines staphylococciques (SE) sont des toxines émétiques et pyrogéniques classées
dans la famille des superantigénes, en raison de leurs activités biologiques et de leur
parenté structurale (Balaban & Rasooly, 2000). Elles agissent comme un superantigéne sur
les lymphocytes et induisent la production de diverses cytokines inflammatoires. Neuf
types antigéniques principaux de SE ont été rapportés : SEA, SEB, SEC, SED, SEE et
quatre nouvellement décrits : SEG, SEH, SEI et SEJ. Récemment, la détection de geénes
codant des homologues a augment¢ la famille des SE : seK, seL, seM, seN, seO, seT, seQ,
seR et seU (Balaban & Rasooly, 2000). Pour les entérotoxines SEC, SEG, SEI et SEU,
plusieurs variants ont également été rapportés. Aucun rapport n'a encore été établi entre
ces nouvelles SE et des intoxications alimentaires humaines, mais quelques études
montrent la détection des genes codant ces nouvelles SE dans certaines souches de
staphylocoques isolées d’aliments (Rosec et al., 1997 ; Blaiotta et al., 2004). En ce qui
concerne S. xylosus, la premiére étude montrant la production d’entérotoxines a été

réalisée par Vernozy-Rozand et al. (1996). Ces auteurs avaient isolé des souches de
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S. xylosus productrices de SEE a hauteur de 3% dans du lait et des fromages. Bautista et
al. (1988) avaient également isolé des souches de S. xylosus dans du lait et sur 5 isolats, 4
étaient producteurs de SED. Enfin sur 23 souches de S. xylosus isolées de chevres saines,
3 produisaient la SEC, une la SEE et une produisait les deux entérotoxines E et C (Valle et
al., 1990). Une étude concernant la production de SE dans les produits de salaison a
¢galement été réalisée, et des souches de S. xylosus productrices de SEC et/ou SED dans le
jambon ont été isolées (Rodriguez et al., 1996). Cependant, Martin et al. (2006) ont
montré sur un large nombre de souches que I’occurrence des génes codant les SE chez les
SCN restait rare. Sur 194 souches de S. xylosus isolées de saucisson, seulement 1,5% des
isolats possédaient le géne sec et aucun n’était pourvu des geénes sea, seb, sed et see.
Enfin, certaines souches de S. xylosus sont également capables de produire la toxine
TSST-1. Cette toxine habituellement décrite chez S. aureus est responsable du syndrome
du choc toxique, maladie systémique humaine. Valle et al. (1991) ont observé que sur 23
souches de S. xylosus isolées de lait, 26% produisaient la TSST-1. Deux souches de
S. xylosus productrices de TSST-1 ont également été isolées de la peau des mains de

serveurs dans un restaurant au Koweit (Udo et al., 1999).

2-1.2. La formation de biofilm
Un biofilm peut étre défini comme une communauté microbienne attachée a une surface et
fréquemment englobée dans une matrice d’exopolyméres. Mack et al. (2004) ont proposé

un modele de formation de biofilm chez les staphylocoques (Figure 4).
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Figure 4 : Les différentes étapes de formation d’un biofilm

Ia, cellules planctoniques ; Ib, attachement a la surface abiotique et formation d’une monocouche cellulaire ;
I1, adhésion cellule-cellule et prolifération ; I1I, maturation du biofilm ; IV, détachement

La premiere étape est I’attachement initial ou 1’adhésion des cellules a un support solide.

La deuxieme phase est I’accumulation ou 1’agrégation intercellulaire qui conduit a la
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formation de microcolonies. Cette étape inclut la division cellulaire ainsi que la production
d’exopolysaccharides et conduit a 1’établissement d’un biofilm mature. Planchon et al.
(2006) ont montré que la grande majorité des souches de 1’espéce S. xylosus avait la
capacité a former des biofilms sur des supports abiotiques.

La formation de biofilm chez les bactéries est un processus complexe impliquant a la fois
les caractéristiques physico-chimiques du support et les propriétés de surface de la cellule
bactérienne. Une diversité des propriétés de surface a été observée par ces auteurs, puisque
sur 12 souches de S. xylosus testées, 7 avaient des propriétés de surface hydrophiles et
¢taient chargées négativement, alors que 5 étaient modérément hydrophobes. Chez les
staphylocoques, les acides teichoiques ainsi que différents types d’adhésines sont
impliqués dans 1’adhésion (Gross et al., 2001). Planchon et al. (2006) ont observé par
microscopie environnementale (Figure 5) que les cellules sessiles de S. xylosus étaient
adhérées sur le support abiotique, agrégées et entourées dans matrice amorphe avec la

présence d’espaces entre les amas cellulaires (Figure 5a). De plus, la présence d’un

exopolymere liant les cellules les unes aux autres a été observée (Figure 5b).

Figure 5 : Observation de S. xylosus C2a en biofilm par microscopie environnementale a 48 h sur lame
d’acier en milieu TSB (Planchon et al., 2006)

(a) Espaces intercellulaires entre les agrégats (fléche).
(b) Cellules agrégées dans une matrice amorphe et filaments entre les cellules (fleche).

Cet exopolymere serait apparemment différent des polysaccharides PIA (polysaccharidic
intracellular adhesine) habituellement décrits chez S. epidermidis et S. aureus et codés par
le locus ica. En effet, le géne icaA, indispensable a la formation du PIA n’est pas présent

chez S. xylosus (Planchon et al., 2006). Ces auteurs ont mis en évidence la présence du
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gene codant la protéine Bap (biofilm associated protein) impliquée dans la formation de
biofilm uniquement chez des souches de S. aureus isolées de mammites bovines (chapitre
IIT 5-4). 11 a été montré que des souches recombinantes de S. aureus ica négatives et bap
positives pouvaient former des biofilms similaires aux souches sauvages (Cucarella et al.,
2004). Bien que la formation de biofilm ne soit pas un facteur de virulence en soit, cette
capacité procure un avantage certain chez les bactéries pathogenes, car elle facilite la
colonisation et permet une meilleure résistance aux agents antimicrobiens (Mack et al.,

2004).

2-1.3. La multirésistance aux antibiotiques
On observe dans la littérature une augmentation croissante de la description de souches de
SCN multirésistantes aux antibiotiques. Ceci constitue un réel probléme en milieu
hospitalier (Arciola et al., 2006). S. xylosus est une espéce bactérienne connue pour &tre
naturellement résistante a la novobiocine et la lincomycine. La résistance de souches de
S. xylosus impliquées dans des infections opportunistes chez I’homme a été étudiée,
révelant la présence de souches multirésistantes a la rifampicine, la vancomycine et la
gentamicine, ou a la pénicilline, la gentamicine, la tétracycline et 1’érythromycine
(Tableau 4) (John et al., 1978 ; Gemmell & Dawson, 1982 ; Pinna et al., 1999 ; Ug &
Ceylan, 2003 ; Arciola et al., 2006). Des tests de sensibilité aux antibiotiques sur des
S. xylosus isolés de la peau humaine ont montré que peu de souches commensales étaient
résistantes a des antibiotiques de différentes familles (Udo et al., 1999). Des études sur des
souches de S. xylosus d’origine alimentaire ont également été menées, notamment sur des
souches isolées de saucisson (Martin et al., 2006), de produits carnés (Simonova et al.,
2006) et de salami (Mauriello et al., 2000) (Tableau 4). Dans toutes ces études, entre 5 et
20% des souches, étaient résistantes aux antibiotiques. Les souches résistantes étaient le
plus souvent multirésistantes. On notera également 1’existence d’une étude sur des
souches de S.xylosus isolées de poulaillers, ou 2 isolats ¢étaient résistants a la
quinupristine/dalfopristine et a la virginiamycine (Aarestrup et al., 2000). Une autre étude
sur 95 souches de S. xylosus isolées de grenouilles a montré que 35 étaient résistantes a
I’oxacilline et a la pénicilline et une des souches a la pénicilline et a 1’érythromycine

(Slaughter et al., 2001).
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Tableau 4 : Diversité de la résistance aux antibiotiques de S. xylosus

Sources des isolats de S. xylosus Antibiotiques
Infections opportunistes humaines  Pénicillines : Ampicilline,Méthicilline, Oxacilline, Pénicilline

Céphalosporines : Cefamandole, Cefalozine, Céphalotine
Aminosides : Gentamicine, Amikacine
Phénicolés : Chloramphénicol
Tétracyclines : Tétracycline
Macrolides : Erythromycine
Lincosamides : Clindamycine
Glycopeptides : Teicoplanine, Vancomycine
Sulfamides : Sulfaméthoxazole, Triméthoprime
Quinolones : Acide nalidixique
Divers : Rifampicine

Peau humaine Divers : Acide fusidique, Mupirocine

Origine alimentaire Pénicillines : Amoxicilline, Ampicilline, Méthicilline,
Aminosides : Néomycine, Tobramycine
Tétracyclines : Tétracycline
Lincosamides : Clindamycine, Lincomycine
Divers : Rifampicine, Fosfomycine

2-2. Les mammites

La mammite est une inflammation des glandes mammaires due a une infection bactérienne
qui affecte la qualité du lait ainsi que sa production. S. aureus est I’espece bactérienne la
plus communément impliquée dans les cas de mammites. Les SCN sont considérés
comme des pathogénes opportunistes «mineurs» dans cette pathologie, cependant leur
implication est en augmentation (Forsman et al., 1997). Les SCN les plus fréquemment
isolés sont S. simulans (36%), S. hyicus (32%), S. epidermidis (23%) et S. xylosus (9%)
(Forsman et al., 1997). Waage et al. (1999) ont également isolé des SCN dans 13% des
cas de mammites. Parmi les SCN, S. simulans était I’espéce majoritaire (54%) alors que
S. xylosus était retrouvée dans 2,7% des cas. Plus récemment, Malinowski et al. (2003) ont
isolé S. xylosus dans 2,2% des cas d’infections mammaires bovines. S. xylosus a été
observée comme espéce majoritaire dans le lait de chévres atteintes de mammites
(Contreras et al., 1997), ainsi que dans le lait de vaches saines ou atteintes de mammites
(Ben Hassen et al., 2003).

Dans toutes ces études, aucune corrélation entre la présence des souches de S. xylosus et la
pathologie observée n’a été établie. Cependant, en 2002, Ariznabarreta et al. ont montré
que certaines souches de S.Xxylosus pouvaient provoquer une réaction inflammatoire

transitoire chez les ovins. De plus, I’adhésion et ’internalisation de S. xylosus a des
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cellules épithéliales mammaires bovines ont été clairement établies (Ariznabarreta et al.,
2002).

Almeida et al. (2001) ont observé 1’adhésion et I’internalisation de S. Xxylosus,
S. epidermidis et S. hyicus sur des cellules épithéliales mammaires bovines de type MAC-
T. Ces auteurs ont montré que S. Xylosus adhérait beaucoup mieux que S. epidermidis et
S. hyicus aux cellules épithéliales MAC-T en monocouche, et qu’il s’internalisait
également beaucoup mieux dans ces cellules. L’adhésion et I’internalisation des 3 SCN
testés augmentaient proportionnellement en fonction du temps de contact
bactéries/cellules MAC-T, atteignant un maximum aprés 120 min. Des observations par
microscopie a transmission d’électron ont été réalisées sur les interactions SCN/cellules
MAC-T (Figure 6) révélant des changements structurels lors de I’internalisation des
bactéries. La formation d’une structure de type pseudopode a la surface des cellules MAC-
T a été observée avec les 3 especes de staphylocoques. Ce pseudopode s’étend autour de la
bactérie pour 1’engloutir, ce qui correspondrait & un mécanisme d’internalisation de type
«trigger » (Figure 6a). Une fois internalisé, S. xylosus est enfermé dans une structure
ressemblant & une vacuole (Figure 6b) qui peut contenir un a deux coques. Différents

types d’inhibiteur ont été utilisés pour définir les mécanismes d’internalisation employés

par ces bactéries.

Figure 6 : Interaction entre des cellules MAC-T et S. xylosus observée en microscopie
électronique a transmission d’aprés Almeida & Oliver (2001)

(a) Adhésion de S. xylosus aux cellules avec formation de pseudopodes (PS)
(b) Internalisation de 2 coques de S. xylosus dans une vacuole (VC)
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Il semblerait que les SCN ¢étudiés induisent une modification des éléments du
cytosquelette et plus particuliérement les microfilaments d’actine-F, probablement via la
production d’un signal qui induirait la transduction d’une protéine kinase (PK) chez la
cellule hote. S. xylosus induirait préférenticllement une activité tyrosine kinase (TPK) liée
au récepteur du facteur de croissance de I'épiderme. L’interaction entre les SCN et les
cellules épithéliales mammaires n’est pas le seul facteur impliqué dans le développement
des mammites. En effet, la production d’entérotoxines staphylococciques est décrite

comme la principale cause inflammatoire (Kuroishi et al., 2003) (chapitre II 2-1.1).

2-3. Les dermites

Bradfield et al. (1993) ont isolé une souche de S. xylosus dans des 1ésions de type dermite
qui se sont relevées étre létales chez des souris immunodéprimées. Solomon et al. (2000)
ont observé, par la suite, des infections nasales a S. xylosus chez des gerbilles. Won et al.
(2002) ont constaté ’apparition de dermites chez des souris immunodéprimées. Les
Iésions sont apparues autour du cou, des épaules et des oreilles. L’observation de ces
lésions a montré la présence de pustules et des nécroses associées a la présence de coques
(Figure 7). Les bactéries isolées ont été identifiées comme étant des S. xylosus par
amplification PCR de la région intergénique 16S-23S et par Apie Staph. Bien que les
Iésions soient identiques a celles observées par Bradfield et al. (1993), les dermites n’ont

pas été dans ce cas, létales et se sont résorbées spontanément apres quelques semaines.

i‘...._m_._. . -' b

Won et al. (2002)

Figure 7 : Images de microscopie optique de I’épiderme de souris atteintes de dermite
(Won et al., 2002)

(a) Dermite granuleuse sur la peau autour des oreilles. Les 1ésions dermales incluent des pustules, des nécroses et
des accumulations de neutrophiles et de macrophages.
(b) Colonies de S. xylosus sur la peau d’une souris atteinte de dermite.
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Thornton ef al. (2003)

Figure 8 : Lésion dermatologique d’une queue de souris inoculée avec S. xylosus
(Thornton et al., 2003)

(A) Lésion de la queue. Les 1ésions s’étendent de maniére focale a multifocale avec érythéme, hyperthémie,
cedéme, dermite ulcérative et formation de tissus cicatriciels, toutes étant localisées sur 1’exposition dorsale de la
queue.

(B) Grossissement (X2) d’une coupe transversale de la queue infectée. Les changements histopathologiques du
groupe de souris inoculées s’étendent d’cedéme modéré avec une hyperkératose et une hyperplasie de I’épiderme
sur toute I’épaisseur a des 1ésions plus sévéres incluant des dermites ulcératives et suppuratives avec hémorragies
multifocales et la formation de crotites sérocellulaires.

(C) Grossissement (X100) des micro-organismes responsables de 1’infection. De nombreuses bactéries coccoides
a Gram positif, des S. xylosus, colonisent 1’épiderme superficiel.

Une autre étude sur des dermites de souris a été réalisée en 2003 par Thornton et al.
(2003). Ces auteurs ont inoculé de fagon intradermale une souche de S. xylosus,
préalablement isolée de dermite, sur des queues de souris immunodéprimées. Des 1€sions
se sont développées dans 86% des cas. Des colonies de S. xylosus ont été observées au
niveau de 1’épiderme superficiel de la queue. De méme, au niveau des lésions, des
changements hispathologiques sont apparus entrainant des cedémes jusqu’a des dermites
ulcératives ou suppuratives (Figure 8). Les auteurs ont ensuite traité les souris pendant 14
jours avec du sulfaméthoxazole et du trimethoprime et observé une disparition de ces

1ésions.

2-4. Les infections humaines

Quelques rares cas d’infections a S. xylosus ont été décrits chez I’homme. Ces infections
opportunistes ont uniquement atteint des patients immunodéprimés. Tselenis-Kotsowillis
et al. (1982) ont été les premiers a rapporter le cas d’une pyélonéphrite a S. xylosus. A la
méme époque, Gemmel et al. (1982) ont isolé des souches de S. xylosus dans des cas
d’endocardites et d’infections urinaires. Des cas d’infections de la lymphe et des ganglions
ainsi que des cas d’infections urinaires, de la cornée ou dentaires causées par S. xylosus

ont également été décrits (Orrett & Shurland, 1998 ; Pinna et al., 1999 ; Olszewski et al.,
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1999 ; Siqueira & Lima, 2002). Plus récemment, un cas d’endocardite causé par S. xylosus
chez un patient atteint de cancer a été observé (Tompkins et al., 2004). S. xylosus a
¢galement été impliqué dans des infections nosocomiales, notamment chez des nouveaux
nés ou il a été retrouvé, dans 1,8% des cas, associé a des pneumonies et des septicémies
(Cunha Mde et al., 2002) mais également dans 1’infection de plaies post-opératoires dans
les services chirurgicaux a Cotonou (Bénin) (Makoutode et al., 1994). Carrillo et al.
(2000) ont décrit la colonisation de cathéters par S. Xylosus. Cette espéce a également été

isolée lors d’infections d’implants orthopédiques (Arciola, 2006).

Dans ce chapitre, nous avons pu voir que S. Xylosus, un des principaux ferments utilisé,
en co-culture avec les bactéries lactiques, est une espéce ambivalente. De nombreuses
souches présentent un fort intérét technologique. Elles sont en effet capables de synthétiser
des aromes, possedent des propriétés anti-oxydantes et une activité nitrate réductase,
facteurs importants pour la qualité sensorielle des produits fermentés. De part sa capacité a
dégrader les amines biogénes et a coloniser les produits carnés et laitiers, S. xylosus est un
acteur important dans la qualité sanitaire. Cependant, certaines souches peuvent également
présenter un risque infectieux. Heureusement, la prévalence des souches « a risque » reste
faible, mais cette espeéce bactérienne est peu connue, notamment au niveau génétique, il
est donc tres difficile de déterminer ce qui différencie «Dr Jekyll de Mrs Hyde» au sein de

I’espéce S. xylosus.
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~- CHAPITRE 3 -
CONNAISSANCES GENETIQUES SUR
S. XYLOSUS

Environ 150 séquences nucléotidiques appartenant a 1’espéce S. xylosus sont disponibles
dans les banques de données. Cent dix sept d’entre elles correspondent a des séquences de
genes conservés utilisés pour ’identification de 1’espéce dont 56 séquences d’ADNr 16S, 32
de sodA, 17 de katA, 10 de hsp60. Au total, une soixantaine de genes de S. xylosus est
connue. Seuls quelques uns sont caractérisés. Parmi eux, des geénes, souvent organisés en
opéron, impliqués dans le métabolisme et plus particuliérement le métabolisme des sucres.
Une souche de S. xylosus, la souche C2a, a en effet été utilisée comme souche «mod¢ley

dans les études du métabolisme des sucres chez les staphylocoques.

1 - METABOLISME DES HYDRATES DE CARBONE

Les voies centrales du métabolisme du carbone sont conservées chez pratiquement tous les
organismes. Cependant, une observation plus détaillée des voies spécifiques de biosynthése
et de dégradation, montre que celles-ci varient considérablement entre les bactéries, les
plantes et les animaux. De plus, d’une bactérie a I’autre, les capacités métaboliques différent
énormément. Il n’est donc pas suffisant de généraliser et d’utiliser des approches
comparatives pour comprendre la physiologie d’une bactérie. Il est nécessaire d’étudier le
potentiel biosynthétique et les besoins nutritionnels pour chaque bactérie. Cependant, la
comparaison avec certains organismes proches a permis de mettre en évidence, notamment
chez les bactéries a Gram positif A-T riche, la présence de grands principes métaboliques
communs, comme notamment une répression catabolique du carbone, différente de celle
observée chez les entérobactéries.

Chez les staphylocoques, peu de caractéristiques moléculaires sont connues sur 1’utilisation
des hydrates de carbone, les voies de biosyntheése et les besoins nutritionnels. Mais la plus
grande partie des études sur les geénes impliqués dans le métabolisme des hydrates de

carbone ainsi que leur régulation transcriptionnelle a été réalisée chez 1’espece S. xylosus.
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Cependant, elles ne portent que sur un nombre tres restreint de sucres. Ce champs limité de
connaissances est d’autant plus surprenant que c’est chez un staphylocoque : S. aureus que le
systéme phosphotransférase (PTS) dépendant du phosphoenolpyruvate a été décrit pour la

premicere fois chez une bactérie & Gram positif.

1-1. Les hydrates de carbone catabolisés par
S. xylosus

Chez S. xylosus, une grande variété de hydrates de carbone est métabolisée en acides. En
aérobie, ils peuvent étre produits a partir du glucose, fructose, mannose, maltose, xylose,
mannitol, saccharose et glycérol. La majorité des souches produisent de 1’acide a partir du
saccharose, du mannitol et du maltose. Quatre-vingt pour cent des souches produisent de
I’acide a partir du galactose, arabinose, lactose, tré¢halose et turanose. Moins de 30% des
souches produisent de 1’acide a partir du ribose, rhamnose, gentiobiose, xylitol, sorbitol ou
inositol. Quelques rares souches produisent de 1’acide a partir de la salicine. Le cellobiose, le
mélezitose, ’adonitol, le dulcitol, 1’arabitol, 1’érythritol, 1’érythrose, le raffinose, le
mélibiose, le fucose, le tagatose, le lyxose ou le sorbose ne sont pas catabolisés par
S.xylosus (Kloos & Schleifer, 1986). Chez cette bactériec, de nombreuses études

biochimiques et physiologiques, n’ont pas été poursuivies au niveau génétique.

1-2. La glycolyse

Il semblerait que la voie principale d’utilisation du glucose chez les staphylocoques soit la
voie d’Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) et la voie des pentoses phosphates. La voie
d’Entner-Doudoroff ne semble pas exister chez ce genre bactérien. Dans des conditions de
croissance en milieu complexe, environ 85% du glucose est catabolisé par la voie d’EMP. Le
produit final prédominant du métabolisme anaérobie du glucose est le lactate bien que celui-
ci soit produit en faible quantité, notamment chez S. xylosus (Briickner & Rosenstein, 2006).
En condition de croissance aérobie, les produits finaux sont I’acétate et le CO,. Le glucose
entre dans la voie d’EMP sous forme de glucose-6-phosphate produit suite au transport et a
la phosphorylation induite par le systeme PTS. Dans certains cas, le glucose peut entrer dans
la cellule sous forme non modifiée et étre converti par une glucose kinase en glucose-6-
phosphate. De nombreux autres hydrates de carbone, hexoses, hexitols ou disaccharides tels
que le fructose, le mannitol, le sacharose ou le maltose rentrent dans la voie d’EMP grace a
I’activité¢ d’enzymes périphériques spécifiques d’un ou plusieurs sucres telles que des

perméases, des hydrolases, des kinases et des déshydrogénases.
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Sur les génomes des staphylocoques actuellement séquencés, tous les composants de la voie

d’EMP sont clairement identifiés.

1-3. Le systeme phosphotransferase (PTS)

Le systeme PTS est impliqué dans les premicres étapes de I’interconversion catabolique des
hydrates de carbone. Le systeme PTS est un complexe enzymatique qui permet, en une seule
¢tape, la translocation et la phosphorylation des sucres a travers la membrane. Il posséde
¢galement un role de chémoréception permettant aux bactéries de s’adapter dans des milieux
contenant différents sucres et gradients de sucres. Le systtme PTS est dépendant du
phosphoénolpyruvate (PEP), donneur du groupement phosphate, indispensable a la
phosphorylation des sucres. Cette phosphorylation est réalisée en cinq étapes, successives et
réversibles, réalisées par les phosphotransférases EI, HPr (« histidine-containing protein »),

EIIA et EIIB, induisant le transfert du groupement phosphate (Figure 9).

Extérieur Intérieur
Cytoplasme Cytoplasme

PEP
carbohydrate,,,

pyruvate

carbohydrate-P;,

Figure 9 : Le systeme PTS
EIl : Complexe composé de 3 protéines ou domaines protéiques EIIA, EIIB et EIIC

Le transfert du groupement phosphate débute par la phosphotransférase EI via le
phosphoénolpyruvate, EI va ensuite phosphoryler HPr qui phosphorylera a son tour les
domaines protéiques EIIA et EIIB du complexe EIl. Le carbohydrate est transloqué dans la
cellule par EIIC, puis phosphorylé par EIIB (Figure 9). Les enzymes EI et HPr sont des
protéines cytoplasmiques solubles considérées comme les enzymes générales de ce systéme.
Chez la plupart des bactéries a Gram positif étudiées, les génes codant les protéines EI et
HPr, ptsl et ptsH, sont co-localisés. Chez les staphylocoques, il en est de méme chez

S. aureus (Kuroda et al., 2001), S. epidermidis (Zhang et al., 2003), S. carnosus (Eisermann

49



Etude bibliographique

et al., 1991 ; Kohlbrecher et al., 1992) et S. xylosus (Jankovic et al., 2001). Chez S. xylosus
un promoteur en aval du géne ptsH a été positionné et des études de clonage ont montré que
pstl est co-transcrit avec pstH confirmant I’existence d’un opéron pstHI. Les genes pstHI ont
un haut degré de similarité, les observations faites chez S. xylosus semblent donc pouvoir
étre généralisées a I’ensemble des staphylocoques.

Contrairement a EI et HPr, le complexe EII, composé de trois domaines protéiques, EIIA,
EIIB, EIIC, et parfois d’'un domaine EIID, est spécifique a un ou plusieurs hydrates de
carbone. Les domaines protéiques EIIA et EIIB sont deux domaines membranaires
périphériques et hydrophiles de taille identique qui jouent un role de phosphotransférase.
EIIC est le domaine transmembranaire qui catalyse le transport du sucre a travers la
membrane. Le domaine EIID est un homologue du domaine EIIC. Les domaines protéiques
peuvent exister sous forme de protéines individuelles ou peuvent étre fusionnés en une
chaine polypeptidique unique. Par exemple chez E.coli,, les domaines EIIA, EIIB, EIIC du
complexe PTS spécifique du mannitol sont liés et forment une seule chaine polypeptidique.
Autre exemple, toujours chez E. coli, le systeme PTS spécifique du glucose est constitué de
deux chaines polypeptidiques, EIIA et le complexe EIIBC. Ces différences d’arrangement
des domaines protéiques doivent avoir une importance pour la régulation. En effet, le
systtme PTS controle de nombreux procédés physiologiques comme le transport, le
métabolisme et la coordination du métabolisme azoté avec celui du métabolisme carboné.
Comme nous I’avons mentionné précédemment, S. aureus est la premicre espéce a Gram
positif chez laquelle le systéme PTS a été étudié. L assimilation du glucose, du mannose, du
mannitol, de la glucosamine, du N-acetylglucosamine, du saccharose, du lactose, du
galactose et des B-glucosides est dépendante du systeme PTS chez cette espéce. Cependant,
la dépendance de 1’assimilation de certains sucres vis-a-vis du systeme PTS varie entre les
especes de staphylocoques. En effet, chez S. xylosus, il a été montré que I’assimilation de
nombreux sucres pouvait étre indépendante du systeme PTS, notamment le glucose, le
lactose et les pentoses dont le xylose et le xylitol (Sizemore et al., 1992 ; Bassias &

Bruckner, 1998 ; Fiegler et al., 1999 ; Briickner & Rosenstein, 2006).

1-4. Le glucose

Le glucose est, parmi les hydrates de carbone, la source de carbone préférentiellement
métabolisée par les bactéries. Afin d’assurer une assimilation efficace de ce sucre, de
nombreux systemes de transport existent. Des études sur des souches PTS déficientes de

Bacillus subtilis (Dahl et al., 1997), Streptococcus mutans (Cvitkovitch et al., 1995),
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Streptococcus bovis (Russell, 1990) ou S. aureus (Reizer et al., 1989) ont montré que le
glucose était internalis€é par des mécanismes PTS-dépendant et/ou -indépendants. Peu
d’études de mécanismes d’assimilation du glucose PTS indépendant ont été a ce jour étudiés.
Chez S. xylosus, par une approche de mutagénése par transposition, un nouveau mécanisme
indépendant du systéme PTS a été mis en avant (Fiegler et al., 1999). Les génes glcU et glkA
ont ¢été identifiés chez des mutants ou la réduction de la répression catabolique du glucose
sur I’opéron lactose avait été observée. Ces génes ont été caractérisés et se sont montrés étre
impliqués dans I’assimilation du glucose chez S. xylosus (Wagner et al., 1995 ; Fiegler et al.,
1999). Les génes glcU et glkA codent respectivement une protéine « d’assimilation » du
glucose GlcU et une glucose kinase GIkA. Ces protéines constituent un mécanisme
indépendant du systéme PTS important pour le catabolisme du glucose chez S. xylosus. Chez
cette espece, GlcU permet la translocation du glucose dans la bactérie par un mécanisme
encore inconnu. GlkA phosphoryle le glucose assimilé. Sur les génomes complets des
staphylocoques actuellement séquencés, la présence d’homologues de ces deux genes a été
décrite, suggérant I’existence chez d’autres staphylocoques d’un mécanisme d’assimilation
et de phosphorylation indépendant du systéme PTS identique a celui de S. xylosus. Chez
S. xylosus, S. carnosus et S. epidermidis, le géne gdh codant une glucose déshydrogénase est
en aval de glcU (Fiegler et al., 1999). Cette co-localisation n’est pas observée sur les
génomes de S. aureus. L’enzyme Gdh permet la formation de gluconate a partir de glucose
et est co-exprimée avec GlcU. Cette co-expression laisse supposer que la bactérie utilise
deux voies métaboliques en parall¢le pour produire de 1’énergie a partir du glucose (Fiegler
et al., 1999). Les seules données concernant le systéme PTS spécifique du glucose chez les
staphylocoques concernent S. carnosus. Chez cette espéce, deux genes positionnés en
tandem, gICA et gIcB ont été clonés et ont permis de restaurer la capacité a fermenter le
glucose chez une souche d’E. coli déficiente dans 1’accumulation de ce sucre (Christiansen
& Hengstenberg, 1996). Les protéines GIcA/B sont trés similaires (69% d’identité) et
possédent une forte homologie avec les protéines EII glucose spécifiques de B. subtilis et
d’E. coli. Ces deux perméases du systeme PTS glucose spécifique de S. carnosus ont un
domaine protéique EII fusionné de type EIICBA. Des analyses supplémentaires ont montré
que les deux protéines GIcA/B utilisaient le glucose comme substrat majoritaire, mais
qu’une grande variété de glucosides était également différentiellement assimilée par ces
perméases (Christiansen & Hengstenberg, 1999). Immédiatement en amont de gIcA, le géne
glcT a été détecté chez S. carnosus. L’étude de sa séquence en acides aminés montre un haut

degré de similarité avec les régulateurs bactériens impliqués dans I’anti-terminaison (Stulke
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et al., 1998). Dans la région intergénique entre gICA et gIcT, se trouve un terminateur
transcriptionel putatif recouvrant partiellement une région répétée inversée qui pourrait
correspondre a la région cible de I’antiterminateur GIcT. Cette région ressemble a la région
glcT-ptsG de B. subtilis et code respectivement une protéine d’anti-terminaison GIcT et une
enzyme EII glucose spécifique. Une ¢étude de 1’activité de la protéine GIcT de S. carnosus
chez B. subtilis a confirmé que la protéine pouvait provoquer une anti-terminaison (Knezevic
et al., 2000). S. aureus posseéde également deux perméases glucose spécifiques, dont les
genes ne sont pas organisés en tandem. Le seul géne, détecté sur les génomes séquencés de
S. aureus et pouvant potentiellement coder une protéine similaire a GlcT, n’est pas
génétiquement lié a glcA. Contrairement a S. carnosus et S. aureus, S. epidermidis semble
avoir une seule perméase, et gIcA et gIcT ne sont pas en tandem. Il est intéressant de noter
que les produits de ces génes sont impliqués dans la régulation de la formation de biofilm
chez une souche de S. epidermidis (Knobloch et al., 2003). Aucun systéeme PTS glucose

spécifique n’a été actuellement décrit chez I’espéce S. xylosus.

1-5. Le saccharose

Un grand nombre de bactéries utilise le saccharose comme source de carbone. Le transport
de ce disaccharide a travers la membrane cytoplasmique est réalis¢ principalement par le
systtme PTS (Postma & Lengeler, 1985). Par ce mécanisme, le saccharose entre dans la
cellule sous forme de saccharose-6-phosphate qui sera hydrolysé en glucose-6-phosphate et
fructose, deux composés qui entreront ensuite dans la voie glycolytique.

Le saccharose peut également étre directement clivé dans le milieu de culture par des
enzymes extracellulaires telles que des levansucrases, levanases, fructosyl-transférases et
glucosyl-transférases (Steinmetz et al., 1985 ; Martin et al., 1987 ; Munro et al., 1991). Ces
derniéres permettent aux bactéries la formation de polymeres, le fructan et le glucan,
pouvant jouer un role dans la virulence (Wells et al., 1993) ou servant de réserve d’énergie
(Gering & Bruckner, 1996). Chez certaines bactéries, plusieurs mécanismes d’hydrolyse du
saccharose ont été observés, notamment chez B. subtilis (Lepesant et al., 1972) ou
Streptococcus mutans (Munro et al., 1991). Les génes impliqués dans le transport et
I’utilisation du saccharose sont souvent regroupés sur le chromosome en opéron ou en
régulon. C’est chez B. subtilis que les mécanismes d’utilisation du saccharose sont
actuellement les mieux décrits. Un controle positif de ce catabolisme a été montré via des

mécanismes d’anti-terminaison transcriptionnelle (Stulke & Hillen, 2000).
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Chez S. xylosus, une saccharose perméase codée par le géne SCrA a été caractérisée. Elle est
composée uniquement des domaines EIIBC (Wagner et al., 1993). Le domaine EIIA
essentiel a I’assimilation des sucres n’a pas ¢été identifié. D’apres les observations faites chez
E. coli et B. subtilis, on peut se questionner sur I’existence d’une protéine EIIA saccharose
spécifique indépendante. En effet, chez ces deux microorganismes, le domaine protéique
EIAS®, spécifique du glucose, existe a la fois sous forme indépendante ou fusionné au
domaine de la perméase EIIBCY“. Dans le cas ou le domaine protéique est seul, il sert de
donneur de groupement phosphate aux enzymes EII saccharose spécifiques. Les enzymes
GIcA/B, décrites chez S. carnosus comme impliquées dans le métabolisme du glucose PTS
dépendant (chapitre III 1-4) sont trés similaires aux enzymes EII glucose spécifiques de
E. coli et B. subtilis (69% d’identit¢). Elles sembleraient étre de bonnes candidates pour
assurer la fonction du domaine EIIA saccharose spécifique manquant. Une fois le
saccharose-6-phosphate internalisé, il est clivé par une saccharose phosphate hydrolase
(sucrase) codée par le gene scrB, donnant ainsi du glucose-6-phosphate et du fructose
(Briickner et al., 1993). Le fructose est ensuite phosphorylé par une fructokinase codée par
scrK (Jankovic & Bruckner, 2007). Les génes ScrB et scrK sont co-localisés et organisés un
opéron. Le géne SCrA est indépendant et n’est pas li€¢ génétiquement.

L’expression des deux genes SCrA et scrB est induite par la concentration de saccharose
présente dans le milieu. Cette régulation est sous la dépendance d’un répresseur de type
Lacl/GalR codé par le géne SCrR, localisé en amont du géne scrB (Gering & Bruckner,
1996). Une séquence palindromique imparfaite sur les génes SCrA et scrB sert de site de
fixation a ScrR. La symétrie (zone répétée inversée) de cette séquence suggere que ScrR
comme la plupart des régulateurs des protéines de la famille GalR-Lacl se lie de fagon
dimérique a son ADN cible. En plus de la régulation ScrR dépendante, I’expression de la
saccharose perméase ScrA est soumise a la répression catabolique du carbone via la protéine
CcpA (catabolite control protein) (chapitre III 1-10). Il semblerait qu’il en soit de méme pour
I’expression de la sucrase ScrB. En effet, on observe chez un mutant ScrB, muté au niveau de
son site de fixation a ScrR, une 1égere réduction de I’expression de la sucrase ScrB.
L’utilisation du saccharose n’a ¢été étudiée que chez S.xylosus au sein du genre
Staphylococcus. Les génomes des staphylocoques actuellement séquencés montrent la méme

organisation des génes SCrA, scrB, scrK et scrR que S. xylosus.

1-6. Le xylose

Le xylose est un pentose, trés présent dans le bois et d’autres maticres végétales. Malgré que
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certaines souches de S. equorum, S. gallinarum soient capables de métaboliser le xylose, son
utilisation est une des spécificités de 1’espéce S. xylosus (Kloos & Schleifer, 1986).
L’analyse de son assimilation par S. Xylosus constitue 1’unique information sur 1’utilisation
des pentoses par les staphylocoques. Le métabolisme du xylose a été décrit chez d’autres
bactéries telles que E. coli (Song & Park, 1997), Lactobacillus spp. (Bor et al., 1992 ;
Lokman et al., 1997), L. lactis (Erlandson et al., 2000) et Bacillus spp. (Gértner et al., 1988).
Chez S. xylosus et les autres bactéries étudiées, trois genes XylA, xyIB et xyIR sont impliqués
dans le catabolisme du xylose (Sizemore et al., 1991 ; Sizemore et al., 1992). IIs codent
respectivement une xylose isomérase XylA, une xylulokinase XyIB et un régulateur XyIR.
XylA entraine I’isomérisation du xylose en xylulose. Celui-ci sera phosphorylé par XylB,
via une réaction ATP dépendante. Le xylulose-5-phosphate produit, entrera dans la voie des
pentoses phosphates, notamment chez S. Xylosus, ou la voie des phosphokétolases observée
chez les bifidobactéries ou les levures (Meile et al., 2001 ; Sonderegger et al., 2004). Chez
S. xylosus, des études transcriptionnelles ont montré que XylAB était transcrit de fagon
indépendante par un promoteur en amont de XylA. La transcription initiée au promoteur de
XylA est inductible par I’addition de xylose dans le milieu de culture alors que la
transcription de XyIR est constitutive. La régulation de 1’expression de XylAB est dépendante
de la protéine XyIR qui agit comme un répresseur lorsqu’elle est liée au xylose (Sizemore et
al., 1991 ; Sizemore et al., 1992). D’une fagon plus générale, cette protéine agit comme un
répresseur chez les bactéries a Gram positif. Par contre chez E. coli et Salmonella, XyIR est
un activateur en présence de xylose (Shamanna & Sanderson, 1979 ; Song & park, 1997).
L’assimilation du xylose est également soumise a la répression catabolique du carbone
(chapitre III. 1-10). Les genes codant les protéines impliquées dans le transport du xylose,
chez S. xylosus, ne sont pas identifiés, mais il a ét¢é montré que ce pentose entre dans la
cellule sous forme non modifié par un systéeme indépendant du syst¢eme PTS. En effet, la
transcription du géne XylA, complémenté chez une souche de S. carnosus est induite par une
faible concentration en xylose (Sizemore et al., 1992). Or, S. carnosus est naturellement
incapable de métaboliser le xylose et ne possede donc pas de systeme de transport spécifique
du xylose. Cette espéce ne posséde pas non plus, de transporteur d’arabinose et de ribose,
sucres proches du xylose. Chez d’autres genres bactériens, il a été montré le xylose libre était
transporté via des symporters a faible affinité¢ (XylE ou XylIT) ou des complexes protéiques a
haute affinité (XylFGH) (Davis & Henderson, 1987 ; Schmiedel et al., 1997 ; Chaillou et al.,
1998).
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1-7. Le maltose

Le maltose est un diholoside composé de deux molécules de glucose, il est communément
connu sous le nom de sucre de malt, car il apparait dans les grains d'orge en germination. Si
une unité de glucose lui est ajoutée, celui-ci devient le maltotriose, puis si une deuxie¢me lui
est ajoutée, du malto-tétrose, et ainsi de suite, formant alors un oligosaccharide avec une
chaine de glucose plus ou moins longue, appelé maltodextrine. Le maltose et les
maltodextrines forment le groupe des maltosaccharides.

L’assimilation des maltosaccharides avait été étudiée uniquement chez les bactéries a Gram
négatif avant I’¢tude réalisée chez S. xylosus par Egeter et al. (1995). Chez cette espéce,
I’assimilation du maltose et des maltodextrines est dépendante d’une a-D-1,4-glucosidase ou
maltase, dont le géne malA est le second géne de ’opéron malRA. MalA, en clivant les p-
NP-glucosides, dégrade le maltose et les maltodextrines en libérant du glucose. Cette
enzyme montre une spécificité envers ses substrats et dégrade plus efficacement le maltose.
Cependant, elle est capable de cliver des maltodextrines a longue chaine de plus de 7 unités
de glucose. MalA est également capable, chez S. xylosus, de cliver le saccharose méme si
cette enzyme joue un role mineur dans ce catabolisme. Egeter et al. (1995) ont montré que
I’a-D-1,4-glucosidase se distinguait clairement des enzymes impliquées dans le catabolisme
des maltosaccharides chez E. coli et Streptococcus pneumoniae. Chez ces deux espéces, une
amylomaltase, des phosphorylases de maltodextrines et des glucosidases de maltodextrines
sont impliquées dans la dégradation des maltosaccharides. C’est chez S. xylosus que 1’on a
observ