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Résumé

Les bactéries lactiques préviennent la contantnatie produits alimentaires par des
bactéries pathogénes en inhibant leur prolifératiessentiellement par la production
d’acide lactique et de peptides antimicrobiens n@sbactériocines. Les bactériocines sont
synthétisées par voie ribosomique. Elles sont astivcontre des bactéries
phylogénétiquement proches incluant des pathogéiesquelisteria et Enterococcus
Notre étude a porté sur I'isolement et la carasédion d’'une bactériocine produite par la
souche KM432Bz isolée d'une boisson fermentée ddisaBs, le boza et que nous avons
identifiée comme unLeuconostoc pseudomesenteroidBes analyses structurales par
spectrométrie de masse et dégradation d’Edman deaddériocine produite pakn.
pseudomesenteroid&V432Bz ont montré que sa structure primaire éiaitilaire a celles
de deux bactériocines de classe lla, les leucockes B et a la leucocine A-QU15
récemment découverte. Le systéme génétique impladprés la biosynthése de cette
leucocine a été identifié et analysé. Le géne doldapréleucocine KM432Bz est identique
a ceux codant les préleucocines B et A-QU15. Ladeime produite par la souche
KM432Bz présente un spectre d'activité dirigé cerdies especes proches de la souche
productrice telles qué.actobacillus Leuconostocet Weissellaainsi que des espéces
pathogenes appartenant aux genkésteria, Enterococcuset Streptococcusavec des
concentrations minimales inhibitrices comprisegeeft08 et 10 uM. Par ailleurs, il a été
montré que le facteur de transcriptio®, impliqué dans la transcription de la mannose
perméase du systéme phosphotransférase, est impligns la sensibilité deisteria
monocytogenea cette bactériocine.

Mots clés : peptide antimicrobien, bactériocine, leucocinect®ae lactique, systéme
génétique, kan.

Abstract

Lactic acid bacteria inhibit food spoilage baadsy producing large amounts of lactic
acid and growth-inhibiting peptides termed bact@ns. Bacteriocins are ribosomally
synthesized and are usually active against relgtedies including pathogens, in particular
Listeria and Enterococcus We here isolated a bacteriocin produced by anstalled
KM432Bz isolated from boza, a fermented drink usuabnsummed in Balkans, that we
identified as alLeuconostoc pseudomesenteroidddass spectrometry and Edman
degradation analyses performed on the bacterioeitewned leucocin KM432Bz revealed
that this antimicrobial peptide is similar to twlass lla bacteriocins, leucocins A and B and
to leucocin A-QU15, discovered recently. The plasiocated gene cluster involved in this
leucocin biosynthesis was identified and analy§&she encoding preleucocin KM432Bz is
identical to genes encoding preleucocins B and AtRUL.eucocin KM432Bz purified from
Ln. pseudomesenteroidashibits the growth of related species suchLastobacillus
Leuconostoand Weissellaas well as pathogenic strains likesteria, Enterococcusand
Streptococcus pneumoniadhe minimal inhibitory concentrations determinémt the
purified bacteriocin are included in the 0.08-10 pavige. It has also been shown here that
the transcription factoo®*-dependent phosphotransferase system permease wfatinose
family is involved in the sensitivity dfisteria monocytogends the potent bacteriocin.

Key words: antimicrobial peptide, bacteriocin, leucocin, iaccid bacteria, gene cluster,
EtMan-






Introduction générale

En raison de leur possible action carcinogénetdgeae et allergogéne et d'une forte
toxicité résiduelle sur les consommateurs, 'udiiisn de conservateurs chimiques pour
contrdler la prolifération de pathogenes dans lieseats doit étre réduite. La bioconservation
des aliments est une méthode biologique qui falijét depuis 40 ans de nombreuses études.
Elle consiste en une augmentation de la durée éeetviune amélioration de la sécurité
sanitaire des produits alimentaires comme le frangrace a I'utilisation de microorganismes
et/ ou de leurs métabolites (Radsal, 2002, Stiles, 1996). En diminuant la perte écagam
due a la contamination de produits alimentairespil@conservation pourrait remplacer
I'utilisation de conservateurs chimiques et lesteraents thermiques. Elle permettrait une
conservation naturelle des aliments en préservaats| propriétés organoleptiques et
nutritionnelles, souvent perdues sous l'effet dgengs chimiques ou de la chaleur (Galeéz
al., 2007, Settanni et Corsetti, 2008). C'est gracg propriétés antimicrobiennes des
métabolites qu’ils synthétisent tels que I'éthatmperoxyde d’hydrogene, le diacétyle (Atrih
et Foster, 2001a), les composés antifongiques €Bbest al, 1998), les acides phényl-
lactiques (Lavermicoccat al, 2000), les antibiotiques comme la reutéricycliRiéltzel et
al., 2000) et les bactériocines, que les bactérigilaes sont reconnues comme de bons
agents de conservation des produits alimentairéedat al, 1995, Klaenhammer, 1988).
Dans ce contexte, les bactéries lactiques et/ ows lenétabolites utilisés depuis des
millénaires d’une facon empirique par de nombreysgsulations, peuvent contribuer a la
conservation des aliments (Rossal, 2002). Aussi, I'industrie agroalimentaire en Ego

s'intéresse a I'utilisation des bactériocines contmiegonservateurs (Robertsenal, 2004).

Quelques bactériocines présentent des propri¢tiéles)placent parmi les substances
sans danger pour 'Homme, comme en particuliersésce de toxicité pour les cellules
eucaryotes et la perte d’activité en présence detegses présentes dans le tube digestif
(Gélvezet al, 2011). Par ailleurs, leur résistance aux vamatide pH (pour quelques unes
d’entre elles comme la lacticine 3147) et aux eéragnts thermiques, leur activité
antimicrobienne bactéricide contre des bactériethoggnes colonisant les produits
alimentaires et I'absence de résistance croiséelageantibiotiques en font de bons candidats
pour la bioconservation des aliments (Gale¢al, 2007).Elles doivent cependant, pour le

moment, étre considérées comme un moyen de cotisen@mplémentaire a ceux déja
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existants (Deegaret al, 2006). Pour permettre leur bioconservation, lesemts sont
supplémentés en bactéries productrices et/ outdimsnt en bactériocines.

Les bactériocines sont des peptides antimicrobsgnghétisés par voie ribosomique,
naturellement produits par des bactéries a Gramtifidglles que les entérobactéries et plus
souvent par des bactéries a Gram positif tellelgsidactéries lactiques. Elles sont actives
contre d'autes bactéries mais surtout contre désogenes majeurs tels guasteria
monocytogenes Staphylococcus aureusou Streptococcus pneumoniaeAussi, les
bactériocines produites par les bactéries lactidosent un groupe hétérogéne de peptides
antimicrobiens qui se distinguent par leur struetat leur mode d’action. De nombreuses
recherches ont porté sur I'étude des bactériogimeduites par les bactéries lactiques pour
mieux comprendre leurs relations structure-foncagbmavoriser ainsi leurs applications. Les
bactériocines produites par les bactéries lactigoes déja largement utilisées par I'industrie
agroalimentaire pour leurs propriétés de biocorsem (Galvezet al, 2011). Par ailleurs,
I'’émergence de la résistance des bactéries patbsgehantibiothérapie a orienté I'industrie
pharmaceutique vers la découverte de nouvelles cule® antimicrobiennes. Grace a leur
mode d’action différent des antibiotiques convemtigls, les bactériocine comme la
mersacidine ou la lacticine 3147, pourraient étaswérées comme une alternative au
contrdle de la prolifération et a l'inhibition desuches bactériennes pathogénes devenues
résistantes aux traitements usuels. De nombreuws®érincines sont actuellement a I'étude

pour étre utilisées comme traitement médical (Datkal, 2011)

L’'objet de ma thése a consisté en lisolementetdractérisation d’'une bactériocine
produite  par une bactérie lactique,Leuconostoc pseudomesenteroidef n.
pseudomesenteroide&KM432Bz, présente dans une boisson fermentéealmilgppelée le

boza.

Le chapitre | de cette thése consistera en une étude bibliognapiportant d’abord
sur une présentation des bactéries lactiques latdleersité des bactériocines et enfin par une
présentation des applications actuelles et futdeeses molécules antimicrobiennes. Apres la
description des protocoles expérimentaux utiliséss |lde cette étudeMatériels et
Méthodeg, les résultats seront présentés dansHapitre Il : « Caractérisation d’une
bactériocine produite par une souche de. pseudomesenteroideisolée du boza ».
L’ensemble des résultats sera ensuite discuté gdmutir & une conclusion générale et ouvrir

sur les perspectives envisagees.



Les bactériocines produites par les bactéries a Gram positif
Origine, diversité et rdle dans la bioconservation

l. Les bactéries lactiques

1.1 Généralités sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des bactéries a @oaitif qui regroupent 12 genres dont
Enterococcus, Lactobacillug,actococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptaso€Ces
bactéries peuvent avoir des formes en batonneenaroquesHigure I. 1a, Figure I. 1b),

sont immobiles et non sporulan{@sableau I. 1)

Figure I. 1a. Lactobacillus Rosell-11 observé au microscope électronique a transmission
(M.E.T.) (X 10000) (http://www.institut-rosell-lallemand.com/uploadséges/souches/lactobacillus-R52_big.jpg)

Figure I. 1b. Leuconostoc lacti®bservé au M.E.T. (x 10000).

(http://www.oocities.com/cheezyfr/photos/Leuconogtgc
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Le tableau I. 1 présente différentes caractéristiques des bast@giques dont quelques

propriétés cellulaire et biochimique ainsi que iesrmations génétiques.

Tableau I. 1. Caractéristiques de quelques bactémdactiques.

Bactérie lactique Propriétés cellulaires E_ropr_let_es In,for,njanons Référence
iochimigues génétigues
T° , ' o. Taille
Aspect Habitat optimale CO, ggzg%:@z%g é) C génome

(°S) (Mpb)
Bifidobacterium adolescentis . . . (Suzukiet al,
ATCC 15703 bacille intestin 37 - D, L, (D+L) 59 21 2006)
Bifidobacterium longum . intestin, tractus (Leeetal,
DJOL0A bacille génital 37-41 - D, L, (D+L) 60 2,3 2008)

. bacille viande, (Bartlettet al,
Carnobacteriumsp. AT7 chaine poisson 25-43 - L 35 24 2007)
Enterococcus faecalis A . ) (Feldgarderet
ARO1/DG coque isolé intestin 37 L 37 28 al., 2009)

. , . lait, tractus
Lactobacillus caseATCC bacllle gastrointestinal 25-42 +- D, L (D) 46 2.9 (Makarovaet
334 chaine . al., 2006)

et vaginal

. lait, tractus .
Lactobacillus fermentumFO bacille gastrointestinal 25-41 +/- D, L, (D+L) 51 21 (Morita et al,
3956 : 2008)

et vaginal
Lactobacillus helveticus . (Callananet
DPCe 4571 bacille fromage 25-36 +/ D, L, (D+L) 37 21 al., 2008)
Lactobacillus plantarum Taenls  PlANtES, tractus, - 3 (Kleerebezem
WCFS1 bacille isole gastrointestinal 25-35 *- bL (D) 4433 et al, 2003)

. . . lait, tractus
Lactobacillus reuteriDSM bacllle gastrointestinal 25-37 +- D, L (D) 38 2 (Copelandet
20016 chaine : al., 2007)

et vaginal

lait, tractus (Kankainenet
Lactobacillus rhamnosu$GG  bacille gastrointestinal 25-38 +/- D, L, (D+L) 46 3 al., 2009)

et vaginal ”

. . lait, tractus .
Lactqbacnlus sakesubsp. bacille gastrointestinal 25-39 +/- D, L, (D+L) 41 1,9 (Chaillouet
sakei23K . al., 2005)

et vaginal
Lactobacillus salivarius lait, tractus (Claessoret
UCC118 bacille gastrointestinal 25-40 +/- D, L, (D+L) 32 1,8 al., 2006)
et vaginal v
Lactococcus lactisubsp. coque, lait, fromage, 40 ) L 35 24 (Makarovaet
cremorisSK11 chaine, paire yaourt ' al., 2006)
Leuconostoc citreunKM20 coque isolé  viande, plante  20-30 + D 38 1,8 (2l(()|818)et al,
Leuconostoc mesenteroides o
. coque isolé, . (Makarovaet
g;gzp.mesentermdeATCC chaine, paire viande, plante 40 + D 37 2 al., 2006)
coque isolé, . ) (Makarovaet
Oenococcus oerfPSU-1 chaine vin 17-25 + D 37 1,8 al., 2006)
Pediococcus pentosaceus . * viande, plante, (Makarovaet
ATCC 25745 tétrade fromage 30 i D, L 37 18 al., 2006)
Streptococcus agalactiae s ) (Tettelinet
A909 coque isolé  peau 37 L 35 21 al., 2005)
Weissella paramesenteroide: s (Qinetal,
ATCC 33313 coque isolé  plante 30 + D, (D+L) 37 19 2009)

+ : Production de dioxyde de carbone @O: Absence de production de €O

D : L'isomeére optique formé de I'acide lactique dstconfiguration D ; L : L'isomére optique formé bacide lactique est
de configuration L ; D+L : L'acide lactique est sdiorme racémique.
*: Une tétrade est formée lorsque quatre bacténas associées entre elles.
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Les bactéries lactiques sont ubiquistes : elles setrouvées dans différentes niches
écologiques comme le lait et les produits laitides, végétaux, la viande, le poisson, les
muqueuses humaines et animales ainsi que dansdwidrdigestif ce qui explique leur
température de croissance hétérogdrableau I. 1). Leur ADN présente un pourcentage de
G + C compris entre 30 et 60% (Stiles et Holzaff@B7) et une taille de génome comprise
entre 1,8 et 3,3 Mphrableau I. 1).

Ces bactéries ont la capacité de fermenter legesygfucose, fructose, mannose, galactose,
saccharose et lactose) en acide lactique (KantMfegss, 1986). Elles ne produisent pas de
pseudocatalase et possedent un métabolisme areénotti ou aérotolérant (Hardie, 1986) en
raison de l'absence de chaine respiratoire. Enén, bactéries lactiques utilisées dans
I'alimentation sont considérées comme non pathageriese font attribuer le qualificatif
anglo-saxon d’organismes GRAS (Generally Regardedsafe) (Adams et Marteau, 1995,
Aguirre et Collins, 1993). Cependant, parmi ellaslques especes du gelteeptococcust
Enterococcussont considérées comme des pathogénes opportuiisgesre et Collins,
1993).

|.2. Habitat

Les bactéries lactiques sont présentes a I'éta tlans I'environnement ou vivent en
association avec un hote, tel que 'Homme ou I'adjrdans un écosystéme bactérien comme

le tractus gastro-intestinal ou génital des manmmed¢Kleinet al, 1998).

1.2.1. Culture des bactéries lactiques

Les bactéries lactigues demandent des milieux siare différents nutriments pour
croitre (sucres, acides amineés, acides gras,vé@s)ines) et pauvres en oxygene (Hammes et
Hertel, 2006). Elles sont essentiellement cultivé@ss le milieu Man Rogosa Sharpe (MRS)
(Tableau 1. 2. Le MRS est un milieu riche qui offre aux baatéria culture difficile
différentes sources de carbone et d’azote, teliesles peptones, le glucose et le Tween 80,.
Le Tween 80 était initialement utilisé comme énfidst dans la préparation des milieux de

culture avant d’étre considéré comme source deooarpour les bactéries.
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Tableau I. 2. Composants du MRS.

MRS pH 6,2 +/-2

Composition Quantité (g/ )
Peptone 10
Extrait de viande de boeuf 8
Extrait de levure 4
Glucose 20
Citrate d’'ammonium 2
Acétate de sodium 3-8 5
Sulfate de magnésium 7,6 0,2
Sulfate de manganése 4GH 0,05
Hydrogénophosphate de potassium 5
Tween 80 1mi

(http://www.oxoid.com/fr/index.asp?mpage=iprodutil&pre=CM036 1&I=FR&Xx)

[.2.2. Présence des bactéries a I'état libre dans Fenmement

Dans I'environnement, les bactéries lactiques sontvent retrouvées dans le lait et
ses dérives (lait fermenté, fromages, ...). Les uhbfikes espéces deactobacillus,
Lactococcus lactiLc. lacti§ et/ oulLc. garvieae les plus rencontrées dans le lait et le
fromage, sont communément utilisées comme ferm@nssarter culture ») par I'industrie
agroalimentaire pour la production de produitsidest Un ferment désigne un micro-
organisme, bactérie ou champignon, responsablea derientation. Aussi, les bactéries
lactiques sont a l'origine de la fermentation aék pour la préparation de boissons a partir de
plantes (boza, cidre, ...). Parmi elles, on distingles especes appartenant aux genres

LactobacillusetLeuconosto¢Galvezet al, 2011).

Acidotolérantes, les bactéries lactiques sont dapate survivre dans des milieux tres
acides en raison de leur production d'acide laetigDe plus, I'acidification du milieu
participe a l'inhibition de la croissance de cersamicroorganismes pathogénes, tels que
Listeria monocytogenes (Li. monocytogen&gtte espece bactérienne pathogene présente
dans les aliments (lait, fromage, boissons) egporsable d’infections graves comme la

listériose chez ’THomme, qui affectent en partieula femme enceinte (Galvetal, 2011).

1.2.3. Présence des bactéries lactiques en associatioruavete

Les bactéries lactiques peuvent vivre en symbergee elles et avec un héte. La
symbiose est une association intime et durableeedéux organismes hétérospécifiques

(espéces différentes), parfois plus.
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Le tractus gastrointestinal des mammiferes esinisd par des bactéries lactiques
telles queBifidobacterium, Lactobacillus, Leuconostet Weisseilla Par ailleurs, I'appareil
génital chez la femme est principalement coloniaé ges bactéries lactiques, telles que
Lactobacillus auxquelles il apporte des nutriments comme leaggne. En acidifiant le
milieu, ces bactéries apportent une protectionreaihds pathogénes responsables d’infections
vaginales commeTrichomonas vaginalis(T. vaginali§, pathogene responsable de la
trichomonase vaginale (Bjorkroth et Holzapfel, 206%uiz et al, 2009) et/ ouCandida

albicansa l'origine de la vulvo-vaginite (Falagasal, 2006, Pirottaet al, 2004).

1.3. Les fermentations

[.3.1. Définition des fermentations

La fermentation est un processus produisant ceidige par oxydation de composés
organiques, principalement des glucidesunuwonneur d’électron, NADH cede ses électrons
a un accepteur endogéne, le pyruvadtigyre |. 2). Dans la respiration les électrons sont
donnés a un accepteur exogene, I'oxygene pousfaragion aérobie et le nitrate ou le sulfate
pour la respiration anaérobiea fermentation ne nécessitant pas I'absence tdtaleg/gene,
certaines levures comm®accharomyces cerevisid®. cerevisiag et certaines bactéries
comme Lactobacillus plantarum(Lb. plantarum utilisent la fermentation en présence
d’oxygene pour dégrader les sucres (Prestait, 2003, Weis®t al, 1968).

Les sucres tels que le glucose, le fructoseclesa ou le saccharose sont les substrats
les plus utilisés pour la fermentation, engendfanproduction d’énergie et de métabolites
comme l'acide lactique et I'éthanol avec un dégag@nde gaz (Cg dans certains cas.
Cependant d’autres métabolites, moins communs cohatide butyrique et I'acétone sont

produits au cours de la fermentation.
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Glucose
ATP
ADP D
Glucose-6-P
NAD* NADH + H*
N \7
e
Fructose-6-P Gluconate-6-P
ATP NAD*
ADP 1 co, (c NADH + H*
Fructose-1,6-P Ribulolse-S-P
Hldolase Xylulose-5P
Pi
_/ A Transcétolase
Glycéraldéhyde-3-P <«—— Dihydroxyactone-P  Glycéraldéhyde-3-P Acétyl-P
2NAD* 2Pi Pi NAD* CoA
2H++2NADHw \; NADH + H* ; Pi
2 (1,3-Diphosphoglycérate) 1,3-Diphosphoglycérate Acétyl-CoA

ADP u ADP on (K NADH + H
ATP -
ATP NAD

2 (3-Phosphoglycérate) 3-Phosphoalvcérate Acétaldéhyde
phogly NADH + H*
K NAD*
2 (2-Phosphoglycérate) 2-Phosphoglycérate Ethanol
2H,0 Ho
2 Phosphoénolpyruvate Phosphoénolpyruvate
2ADP
| g
2 Pyruvate Pyruvate
2H* + ZNADHu NADH + H*
2NAD* ; NAD*
2 Lactate Lactate
Homofermentation Hétérofermentation
a. b.

Figure I. 2. Représentation schématique des princgles voies de fermentation des
hexoses chez les bactéries lactiques.

ATP : adénosine triphosphate.
ADP : adénosine diphosphate.
NAD*/ NADH, H" : Couple oxydant/réducteur du nicotinamide adédinecléotide.
P, : phosphate inorganique.

Il existe plusieurs voies de fermentations, doat fermentation alcoolique, la
fermentation lactique, la fermentation butyrique lat fermentation propionique. Les
fermentations alcoolique et lactique sont les plusnues et les plus couramment utilisées par
les microorganismes. La fermentation alcooliquegipalement réalisée par les levures telle
queS. cerevisiaeproduit de I'éthanol et du GOElle est souvent utilisée pour la production

de biéres et de vins.
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La réaction bilan de la fermentation alcoolique:est

CsH120s+2 ADP+2 R —» 2C,HsOH +2 CGQ + 2 ATP

Glucose Ethanol

La fermentation lactique est réalisée par les dvss lactiques pour produire
principalement de I'acide lactique et d’autres rhétiies tels que I'éthanol et le GQFigure
2a, 2.

La réaction bilan de la fermentation lactique est :

CsH12O0s+2 ADP + 2 P —» 2C3HeO3+ 2 ATP

Glucose Acide lactique

Suivant les microorganismes, I'isomere optique #®mst soit I'acide lactique D, soit I'acide
lactique L, soit la forme racémique (D + Lableau 1). Par ailleurs, la proportion d’acide

lactique formé augmente en fonction de I'aciditémilieu (87% a pH 5, 61% a pH 9).

1.3.2. Les fermentations lactiques

Les bactéries lactiques utilisent la fermentatiactique pour dégrader les glucides et
synthétiser de I'énergie sous forme d’ATP. Il exisieux voies principales de fermentation
lactique. L’homofermentation regroupe la voie deligcolyse, aussi connue sous le nom de
voie d’Embden-Meyerhof (Parnadjigure I. 2a), suivie de la conversion de 2 molécules de
pyruvate en 2 molécules de lactate. Elle est surtlisée par les bactéries appartenant au
genreStreptococcugt a certaines especesldectobacilluscommelLactobacillus bulgaricus
(Lb. bulgaricug, Lactobacillus case(Lb. case), Lactobacillus caucasicus, Lactobacillus
lactis (Lb. lactig et Lb. plantarum et de Thermobacteriumcomme Thermobacterium
yoghurti Au cours de cette voie de fermentation, ces hasté@égradent le glucose, le
fructose, le mannose, le galactose, le sacchatokelactose.

L’hétérofermentation Kigure I. 2b), communément appelée voie des pentoses phosphate
(transcétolases) (Kandler, 1983) se produit chez espéces appartenantLactobacillus
telles que Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermenét a Leuconostoc telles que
Leuconostoc mesenteroiddsn. mesenteroid¢set Leuconostoc pentosaceudu cours de
I'hétérofermentation, les bactéries dégradent lesxobes avec formation quasi

stcechiométrique d’'une molécule d’acide lactiquand molécule de CQet d’'une molécule



Chapitre | — Les bactéries lactiques

bY

d’éthanol (Kandler, 1983). Les sucres a cingq atomhescarbone ou pentoses, comme le
fructose, peuvent parfois étre fermentés et donadésrs une molécule d'éthanol et une
molécule d’acide lactique. Outre ces produits, rgprésentent plus de 80% des métabolites
obtenus, on obtient également de I'acide acétiqulel glycérol. Cependant, il existe d’autres
types de fermentations telles que la fermentaticalolactique, moins connue, qui est
principalement utilisée pabenococcus oenfO. oen) pour la désacidification du vin. La
fermentation malolactique commence apres la feratient alcoolique et consiste en la
conversion de I'acide malique en acide lactiquecalégagement de G@QZaunmdlleret al,
2006).

Les bactéries lactiques forment un groupe hét@mg®a raison non seulement de leur
métabolisme mais aussi de leur aspect, leur habitalette hétérogénéité confere aux

bactéries lactiques une diversité qui a permisededresser une taxonomie.

1.4. Diversité et taxonomie

1.4.1. Origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont été retrouvées dansatbsents datant de 2,75 milliards
d’années bien avant I'apparition d’'oxygene dansri@sphere, ce qui pourrait expliquer leur
caractére anaérobie (Quiberatial, 2001). De plus, des études sur la phylogénietbaone
mentionnent leur apparition avant celle des cyacidi@s (Quiberonét al, 2001). D'autres
études montrent que certaines bactéries lactigquoesimelb. lactis, sont en voie d’acquérir

une chaine respiratoire (Duwettal, 2001).

1.4.2. Diversité des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques regroupent de nombreux egerractériens tels que
Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, baeicillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetrageowso Vagococcus, Weissella
(Tableau I. 1, Figure 1. 3).

De plus, l'utilisation des séquences de genes c¢olan ARN 16S et 23S a conduit a
I'identification de nouveaux genres bactériens padas bactéries lactiques, tels que
Carnobacteria, Enterococcus, Tetragenococces Vagococcusissue d’une evolution

taxonomique(Vandammeet al, 1996).
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Parmi les bactéries lactiqudsactobacillusprésente le genre le plus répandu. Ce dernier
comprend a lui seul de nombreuses especes quiretiffepar leurs caractéristiques

phénotypiques, biochimiques et génétiques (Vandagirak 1996).

Lb. delbrueckii

L ) Weissella
euconosto ) )
Lb. casei-Pediococcus
Oenococcus
Tetragenococcu Lactococcus
Vagococcu
Enterococcu

Streptococcus
Carnobacteriu

Bacillus
Staphylococcus

Aerococcus Listeria

Figure I. 3. Arbre phylogénique des bactéries laajues et comparaison avec les genres
AerococcusBacillus, Listeria et Staphylococcusl’aprés Axelsson, 2004.

1.4.3. Taxonomie des bactéries lactiques

La classification des levures, des bactéries, @es et des protistes est basée sur la
taxonomie polyphasique. Ce terme est apparu darenieees 70 défini par Colwell (Colwell,
1970) et se référe a une taxonomie basée sur ga &rsemble de criteres regroupant les
caractéristiques écologiques, phénotypiques, hiaigoies et génétiques (Pot, 2008). De
nombreuses classifications des bactéries lactignésté proposées. Parmi elles, figure la
classification selon la composition de la paroiludalre bactérienne (de Ambrosiet al,
1996), incluant la nature des acides gras, telsl'quigle lactobacillique (.0 et les acides
gras insaturés (&o Ciso Cisg qui la composent (Gilarov&t al, 1994). Une autre
classification, basée sur les différents modelefeduentation du glucose définit 3 groupes
(McLeod et al, 2008). Le groupe | renferme les bactéries réalisaxclusivement
I’'homofermentation. Ce groupe comporte majoritaieaimdesLactobacillus Le groupe |l
inclut les bactéries réalisant I'hétérofermentatie@d regroupe lesLeuconostoc les

OenococcuslesWeissellaet quelques espéces appartenant au gexatebacillus.Le groupe

11
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[l regroupe quant a lui quelques espéces appartenegenrd.actobacilluset la majorité des
especes appartenant au geffieterococcs, Lactococcuset Streptococcus Ce groupe
présente une position intermédiaire entre le grdugtell réalisant ainsi 'homofermentation

ou I'hétérofermentation selon les conditions enwrementales (McLeoet al, 2008).

Les études d’hybridation ADM ADN, puis des structures et des séquences d’ARN
ribosomaux sont aussi devenues depuis quelquessmies éléments essentiels permettant
I'identification et ainsi la classification taxonanue des bactéries lactiques (Makelaal,
1992, Stanckebrandt et Teuber, 1988, Vandaminat, 1996, Woeset al, 1990). Une étude
basée sur la comparaison des séquences d’ARN 168ue23S des bactéries lactiques
propose une classification en 3 groupes restr@irgertaines bactéries lactiques : groupe des
Leuconostocgroupe ded.actobacillus delbruecki{Lb. delbrueckii et groupe dekb. casei-

PediococcugRodrigueset al, 1991).

I.5. Utilisation des bactéries lactiques

1.5.1. Utilisation des bactéries lactiques productrices de
bactériocine(s)

Cest durant le XIX siécle, au Danemark, que la premiére boisson faése
fabriquée a partir d’'un mélange de souches baoté&® isolées a partir de lait cru a été
commercialisée. Le concept de ferment a ensuitéduévau début du XXsiécle apres
I'identification de quelques souches impliquéessdarfermentation.

Grace a leur propriétés d’acidification et de puithn de polysaccharides, les bactéries
lactiques ont souvent été utilisées en co-cultpms initier et/ ou améliorer la fermentation
de nombreux aliments comme la choucroute, les ssegiou les olives vertes (Settanni et
Corsetti, 2008). Cependant, une des caractéristiqas bactéries lactiques qui leur permet de
se placer comme bio-conservateur est leur productle molécules antimicrobiennes
(Settanni et Corsetti, 2008). La production de é@atine in situ offre de nombreux
avantages comparée a la production de bactériesisity comme le colt ou 'augmentation
de la compétition avec la microflore résidente aegtant ainsi I'inhibition de croissance des
bactéries pathogenes. La diminution du colt degpedion pourrait généraliser la pratique
permettant aux pays en voie de développement sadarité alimentaire est le plus souvent
compromise de bénéficier de ces applications (Hidé2a2002). D’autres qualités ont depuis
été associées aux bactéries lactiques lorsqu’sthes associées aux produits alimentaires

comme l'augmentation des valeurs nutritionnelsalgsents, la réduction de la formation de
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produits toxiques et la propriété de probiotique. diis de la propriété de bioconservation,
plusieurs propriétés ont été attribuées aux bastgnioductrices de bactériocines telles que la
diminution des gaz dus a la fermentation ainsi dia@élioration du godt et de la qualité du

produit fini.

Grace a leur activité protéolytique et leur acadifion importante du milieu, les
bactéries productrices de bactériocines sont égiisoit pour initier la fermentation soit pour
jouer le role d’adjuvant en présence d’'une bactéiteatrice de fermentation (Galvez al,
2011). Aussi, la croissance de la co-culture nd dooir aucun effet sur les propriétés
physicochimiques et organoleptiques du produit, fimiinterférer avec celles-ci. De plus, la
bactérie productrice doit étre prédominante et lolgpde produire sa bactériocine a n'importe
quelle température, pendant la réfrigération oerapgrature ambiante, afin d’empécher la
croissance et la prolifération des bactéries patheg dans les aliments (Holzapél al,
1995).

Les bactéries productrices sont aussi utiliséesme cultures bio-protectrices dans les
aliments non fermentés dans la mesure ou ellesasement aucun effet négatif sur le produit
fini. De nombreuses souches bactériennes prodestide bactériocines sont actuellement
utilisées dans les produits alimentaires fermenéds que les produits laitiers, les viandes, les
poissons ou les légumes. Les souches bactériemngsradelLactococcussont les bactéries
productrices de bactériocines les plus utiliséassauche bactérienne productrice de la nisine,
Lc. lactis est souvent utilisée lors de la fermentationrdenbges comme le Manchego ou le
Camembert en raison de ses propriétés antibaatésedirigées contriei. monocytogenest
Staphylococcus aureySta. aureus(Galvezet al, 2008). Les souches productrices de nisine
Z sont aussi utilisées pour limiter les gaz pradiors de la fermentation, qui sont le plus
souvent dus a une surcroissance de spore<ldstridium et en particulier deCl.
tyrobutyricum La souche productrice de lacticine 3147 est augisee pour le contrdle de la
prolifération deLi. monocytogenedans les aliments tels que les fromages fabriqugsrtir
du lait écrémé (O'Sullivaet al, 2006). L'optimisation de I'aréme du fromage pa@itriétre
réalisée par l'utilisation des souches productdeelacticine 3147 en combinaison avec des
cultures bactériennes productrices d’aminotransé&aet de décarboxylases (Fernandez de
Palencieet al, 2004).

Du fait de leur robustesse, leur présence natudalhs différents produits alimentaires

et leur production de nombreuses bactérioci@gerococcus faecali€En. faecaliy et En.
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faeciumproductrices de bactériocines sont largemenségh comme adjuvants (Frastzal,
2007). Les bactéries appartenant au g@mdiococcugproductrices de bactériocines ne sont
pas adaptées a la fabrication des produits laiteersentés de par leur manque ou leur lenteur
de fermentation du lactose (Papagianni et Anastasja2009). En revanche, la souche
Pediococcus acidilacticproductrice de pédiocine PA-1/ AcH s’est révélée éesponsable
de la bonne conservation de la viande en diminlesnpopulations dei. monocytogenest
deClostridium perfringengRodriguezt al, 2002).

Les bactéries lactiques sont, de loin, la catégieienicroorganismes la plus utilisée
dans la production de produits alimentaires coa#itt ainsi a la texture et au go(t des
produits fermentés. Par ailleurs, la production ¢ges bactéries de métabolites tels que les
peptides antimicrobiens et l'acide lactique, pern@#inhiber la prolifération des
microorganismes pathogenes et d’assurer ainsi oneebconservation des aliments (Pot,
2008).

1.5.2. Notion de probiotique
a. Définition d’'un probiotique

Les probiotiques sont des microorganismes vivamus, lorsqu'ils sont ingérés en
quantité suffisante, exercent un effet bénéfique Isu santé de I'hdte (FAO, 2001).
Consommeés depuis des centaines d’années, les {rdaitiers ont toujours été considérés
comme source de santé et de longévité, dans lea€awet au Moyen-Orient. Ce n’est qu’a
partir du XX siécle, gu’Elie Metchnikoff évoqua une éventuetiation entre la longévité de
certaines populations et leur consommation de gmgdantités de lait fermenté. Plus tard, il
isola deux espéces bactérienfteptococcus salivariusubspthermophilus(Str. salivarius
subsp.thermophilu$ et Lb. delbrueckiisubsp.bulgaricusauxquelles il attribua les bienfaits
de « longue vie »Ce n’est qu’en 1954, que le terme « probiotiqueétéapour la premiére
fois introduit dans la littérature par Ferdinandrdie (Vergin, 1954). Pour optimiser leur
croissance, les probiotiques nécessitent la présdacfibres composées d'oligosaccharides

comme l'inuline extraite de la racine de chico@gyelées prébiotiques.

De nombreux microorganismes sont considérés conmmot@gbiques, parmi eux des
bactéries lactiqgues telles queBifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum,Lb. acidophilus Lb. bulgaricus Lb. casei et Streptococcus
thermophilus(Str. thermophilus Lb. bulgaricuset Str. Thermophilussont les premieres

souches bactériennes qui ont été utilisées pdablecation de yaourt. Ainsi, la dénomination

14



Chapitre | — Les bactéries lactiques

yaourt ou yoghourt se référe a lait fermenté obtenu, selon des usages loyaux rettants,
par le développement des seules bactéries lactithersophiles spécifiques ditestr.
thermophiluset Lb. bulgaricusqui doivent étre ensemencees et se trouver vivatdes le
produit fini & raison d'au moins 1Bactéries par gramme. D'autre part, des levures®s
boulardii etS. cerevisiascommunément utilisées dans la fabrication du piera biére et du
kéfir, sont également reconnues pour leurs prasi@robiotiquesS. boulardiia été isolée
pour la premiére fois a partir de fruits de litcetsde mangoustans par le scientifique Francais
Henri Boulard en 1923. Il a été démontré, plus,tguS. boulardiipermet la restauration de

la flore du gros intestin apres des diarrhées emugaiVibrio cholerae(Diaset al, 1995).

b. Réle du probiotique

Pour étre considéré comme probiotique, un micr@aoggne ne doit présenter ni
toxicité ni pathogénie. Les probiotiques doiventeétapables de moduler la réponse
immunitaire (Schiffrinet al, 1997) et/ ou produire des substances antimicnoe® IIs
doivent étre aussi capables de survivre et def@refi dans les milieux naturels occupés par

des bactéries pathogenes.

Plusieurs études ont attribué de nombreuses gtépraux probiotiques dans lesquels
ils participent a I'activation de I'immunité et a téduction d’allergies chez les sujets a risque
(Gourbeyreet al, 2011, Kalliomakiet al, 2001, Savilahtet al, 2008). La résistance a l'acide
gastrique et a la bile, permet aux probiotiquesut®ivre dans le tube digestif oéiside une
partie de I'immunité (Grangetit al, 2002, Klaenhammer et Kullen, 1999). Les lymphesyt
sont présents a I'état isolé au niveau de I'épitinélet dans ldamina proprig mais ils sont
aussi regroupés dans la sous-muqueuse dans desirstsuspécialisées appelées les plaques
de Peyer. A chaque site de l'intestin, de I'épitivé@l de lalamina propriaet de la plaque de
Peyer, les types et fonctions des lymphocytes réiffie Dans ['épithélium, il s’agit
majoritairement de lymphocytes T CD8 et dankiaina propriaet a I'état isolé, il s’agit de
populations mélangées comprenant des lymphocyt€3D# et des lymphocytes B. Les
plagues de Peyer contiennent un coeur de lymphoBy&¢sin petit nombre de lymphocytes T
CD4. Aussi, les probiotiques participent au dévpépent du systeme immunitaire chez le
nourrisson et 'améliorent chez la personne agéaugmentant le nombre de phagocytes et
de lymphocytes natural killer, premiéres défensgreoun agent exogene (Donnet-Hugkées
al., 1999, Halleret al, 2002). lls agissent également sur 'immunité elomisant le tractus

intestinal, réalisant ainsi « un effet barrierebagan et Katzman, 2005, Penner et Fedorak,
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2005b). L'« effet barriere », empéche d'une partctdonisation de I'épithélium par des
pathogenes et renforce d’autre part 'immunité &aeau des muqueuses intestinales en
augmentant la production d’'IgA et de mucus, déferiseales au niveau des muqueuses
(Kaila et al, 1992).

C. Applications des probiotiques

Grace a leurs propriétés nutritionnelles et tharagees utilisées par les industries
agroalimentaires et pharmaceutiques, les probiesiqsont parfois utilisés comme
compléments dans des produits comme les yaourtsbien dans des préparations
pharmaceutiques sous forme de gélules. De nomlzyesmeches bactériennes ont montré
leurs bénéfices sur la santé humaine et sont d#jamercialisées par Danone telles que
Bifidobacterium lactigbifidus actif) utilisée dans la production de®yes Activid® (Figure
. 4a) (Picardet al, 2005) ou_b. caseiretrouvé dans Actim&l(Figure 1. 4b).

=
.\ Actimel
N .
N ;4%;_‘
YW ».
a. Activia® Danone. b. Actimel® Danone.
www.activia.co.id/img3/bottles.jpg media.telemarket.fr/.../00055875/00055875-10.jpg

Figure I. 4. Produits laitiers commercialisés fabrjjués a partir de bactéries considérées
comme probiotiques.

En Europe, toute nouvelle souche introduite datisnentation doit faire I'objet d’'une
évaluation selon le systeme QPS (Qualified Presiommtf Safety, présomption de sécurité
qualifiée ) depuis novembre 2007. Le systeme e@m@gPS, est un outil d’évaluation de la
sécurité des cultures de microorganismes utilisé IfEFSA (European Food Safety
Authority) pour lesquelles une demande d’autorisatie mise sur le marché est nécessaire.
Ce systeme s’appuie sur 4 piliers: lidentité psécide la souche (criblage), I'état des
connaissances, le type d’application (matrice)eetapport innocuité/ pathogénie (EFFCA,
2011).
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Les probiotiques ne sont pas seulement utilisgsw® additifs alimentaires mais aussi
en association avec des traitements médicaux ctiomeels dans quelques préparations
pharmaceutiques du fait de leur reconnaissancargrgtie GRAS aux Etats-Unis (Saarela
al., 2000, Salmineret al, 1998). L'agence Américaine du Médicament (Food &wug
Agency, FDA), estime que les produits contenant plebiotiques ne font pas objet des
mémes recommandations que les médicaments. EnctejaliAgence Européenne des
Médicaments (European Medicines Evaluation AgeitMEA) n’a toujours pas autorisé

cette utilisation.

. Traitement des diarrhées

Les souches probiotiquad. acidophiluset Lb. casei qu'on retrouve entre autres
dans le lait fermenté Bio-K% ont fait I'objet d'études montrant leur efficécitontre la
diarrhée associée a la prise d'antibiotiques ereuniiospitalier (Kelleheet al, 2002, Penner
et al, 2005a). Des études ont montré I'action préventdee probiotiques lors de diarrhées
infectieuses causées par un traitement antibigtigaeradiothérapie et apres des rechutes de
colite ulcéreuse (Plummet al, 2004, Reicet al, 2003b). La colite ulcéreuse est une maladie
inflammatoire chronique du cblon et du rectum diumaauto-immune qui S’apparente a la

maladie de Crohn.

. Traitements gastriques

Des travaux prometteurs sur I'amélioration desdraents gastriques sont en cours sur
la conjonction des probiotiques aux antibiotiques vaie de limiter les infections a
Helicobacter pylori(H. pylori), une bactérie impliquée dans la survenue et lediveés des
gastrites et ulceres gastro-duodénaux. Les étuglesestraitement se poursuivent car son

efficacité reste a démontrer (Ratlal, 2003b).

Les probiotiques réduisent la récurrence des fioies causées par des pathogenes au
niveau des mugqueuses. Des traitements probiotiguege des vaginites causées par
vaginalis présentant des résultats prometteurs sont toujenrgours d’études cliniques
(Jeavons, 2003, Pirot& al, 2004, Reid et Bruce, 2003a, Sobel, 1999).

Les applications des probiotiques se sont énormggtendues ces derniéres années,
tant dans le domaine agroalimentaire que médiatte@artie sera développée plus loin dans

le paragraph¥'. Les applications des bactériocines
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Il. Les peptides antimicrobiens produits par les baéra Gram
positif

1.1. Définitions, généralités

Il existe plusieurs définitions du terme bactémaciA 'origine, ce terme a été utilisé
pour désigner les protéines et peptides antimiersbsynthétisés selon la voie ribosomique.
Plus précisément, les bactériocines sont consisiéodeme des substances protéiques
présentant une activité antimicrobienag(re 1. 3). Ainsi les bactériocines, peuvent étre
isolées chez de nombreuses bactéries et archéeni@mmer, 1988).

Dans cette thése, nous parlerons des bactériopmodsiites par les bactéries a Gram positif
(Jacket al, 1995, Tageet al, 1976) et plus particulierement celles provenat bactéries
lactiques (Cotteet al, 2005b).

Les bactériocines sont des peptides antimicrobienglus souvent cationiques,
modifiés ou non post-traductionnellement, de mass&séculaires comprises entre 2 et 6 kDa
(Henget al, 2007a). Les bactériocines produites par les hastéactiques sont généralement
actives a faible concentration contre des bactfiggogénétiquement proches (Belguesmia
et al, 2011, Cotteet al, 2005b). Cependant, plusieurs genres de bac&@ram négatif tels
que Haemophilus, Helicobacteyu Neisseriase sont révélés étre sensibles a certaines de ces
bactériocines (Morencgt al, 2001). L’activité antimicrobienne des bactéri@sra un effet
soit bactéricide, provoquant la mort de la bactéilde, soit bactériostatique inhibant la
croissance bactérienne. Les bactériocines les @ludiees sont celles produites par les
bactéries lactiques connues pour leur réle dahetame conservation des aliments (Coéter
al., 2005b).

La biosynthése des bactériocines implique le @ogvent des groupes de génes ou
clusters comportant une ou plusieurs unités desdrgtion. Il existe une appellation
génotypique spécifique pour chaque bactériocine,egamplenis pour le cluster de genes
impliqué dans la biosynthése de la nisinenet pour celui impliqué dans la biosynthése de la
mersacidine. Les clusters de génes impliqués dansidsynthése des bactériocines sont
formés de trois groupes de genes. Un groupe reafdrmn géne de structure codant le
peptide précurseur et un géne d'immunité codantpuatgine d’immunité impliquée dans la
protection de la souche productrice contre sa prdyarctériocine. Le deuxiéme groupe de
génes rassemble un géne codant un transporteur ikBpGqué dans le transport de la

bactériocine vers le milieu extracellulaire ainsieqchez quelques bactériocines, un géne
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codant une protéine accessoire impliquée danamsport de la bactériocine, et enfin un géne
codant une protéine de fonction inconnue. Le demiieupe de génes est impliqué dans la
régulation de la biosynthese des bactériocinesggbupe un géne codant une protéine kinase
membranaire et un géne codant un activateur trigtiscmel. Le transport du peptide
précurseur sollicite un transporteur ABC chez daim@uses bactéries productrices. D’autres
souches productrices utilisent le systéme Sec pexport de leur peptide précurseur (Drider
et al, 2006, Maquedat al, 2008). Une fois synthétise, le peptide précursebit un clivage
par une protéase spécifique chez quelques badté&mafin d’acquérir sa forme mature qui
est exportée vers le milieu extracellulaire viatlensporteur ABC. La biosynthése des
bactériocines n’est pas constitutive et se troégeilée soit par la bactériocine elle-méme qui

joue le role de phéromone soit par une phéromoéeifggue (Diu et al, 2009).

Une fois dans le milieu extracellulaire, la baacéme interagit avec la membrane
plasmique de la bactérie cible via des interactiélestrostatiques. L'effet antimicrobien se
traduit généralement par la formation de pores dansmembrane de la bactérie cible.
Différents mécanismes d’action sont connus, le ptugant consiste en une permeéabilisation
de la membrane de la bactérie cible. Ce phénomerteaduit par la formation de pores
transitoires ou permanents provoquant la dissipatidTP, d’ions K, Na',... et la mort de la
bactérie cible (Nissen-Meyeat al, 2009, Nissen-Meyeet al, 2010). La bactériocine peut
également interagir soit directement avec la mendb@asmique ou bien via un récepteur
membranaire comme c’est le cas de la nisine avdipitbe Il (voir paragraphe Il Les
bactériocines de classe |: les lantibiotigued les bactériocines « pediocin-like » avec le
systéme mannose perméase phosphotransférase iénplans le transport des sucres (voir
paragraphdV : Les bactériocines de classe (Héchard et Sahl, 2002p’autres effets
antimicrobiens moins fréquents sont également r#né® comme I'inhibition de la synthese
d’acides nucléique et de la synthése de la paroiébanne, comme c’est le cas de la
mersacidine (Brogden, 2005). Cette partie sera ldgpée dans le paragraphe llLes
bactériocines de classe | : les lantibiotiques

1.2. Classification

Les bactériocines different entre elles par leuucstire primaire, leur structure
tridimensionnelle, leur mode d’export et leur mésare d’action. Cette forte divergence a
rendu leur classification assez difficile et plusg classifications ont été successivement

proposées. Se basant sur la structure primairemtele d’action et la structure
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tridimensionnelle, Klaenhammer et al. (KlaenhammE993) ont proposé deux classes
principales de bactériocines, la classe | regroudas bactériocines modifiées post-
traductionnellement, les lantibiotiques et la atads renfermant les bactériocines non
modifiées et thermo-résistantes appelées « pedieim». Ces deux classes ont été par la
suite subdivisées en sous-classes. Se rajoutedeagslasses une troisieme classe (la classe
[lI) qui renferme les bactériolysines, des protginbermosensibles pourvues d’activité
enzymatique (Klaenhammer, 1988) ainsi qu'une dezmfasse (la classe IV) regroupant des
complexes protéiques liés a une partie lipidiqueglucidique (Henget al, 2007a). Cette
derniére classe n’étant pas clairement caracteri@aombreux auteurs ont préféré I'écarter
de la classification. Considérant la classe IV camnappropriée, Diep et Nes (Diep et Nes,
2002) ont proposé une classification des bactérazcen accord avec celle de Klaenhammer,
mais sans la classe IV. Ensuite, différents auteumts proposé une nouvelle classe 1V,
composée des bactériocines circulaires et dan€teeremps, soit I'abandon de la classe lli
(Neset al, 2007), soit son maintien dans la classificatidar(get al, 2007a).

Parallélement, Cotter et al. (Cottet al, 2005b) ont proposé une classification
regroupant les bactériocines en deux groupes pengi La classe I, ou lantibiotiques, est
subdivisée en plusieurs groupes en fonction dedeucture primaire tandis que la classe Il
est subdivisée en quatre sous-groupes : les cléissees « pediocin-like », llb des « two-
peptides », lic des bactériocines circulaires dtdds bactéeriocines non modifiées et non
« pediocin-like ». Pourvues d’activité enzymatigies, bactériocines de classes Il sont plutot
considérées comme des enzymes que comme des pepiidienicrobiens et sont par
conséguent écartées de la classification (Cettat, 2005b). En fait, seules les classes | et Il
sont communément admises par la plupart des aut@apendant on peut remarquer que les
bactériocines circulaires peuvent constituer soitlasse IV (Hengt al, 2007a, Ne%t al,
2007), soit la classe lic (Cottet al, 2005b, Nissen-Meyegt al, 2009), selon les auteurs.
Récemment, une nouvelle classification a été pppsr Zouhir et al. (Zouhet al, 2010).
Elle est basée uniguement sur la structure primeirgpropose 12 groupes distincts de

bactériocines.

Dans notre étude, nous nous baserons sur le mddettassification de Paul Cotter
(Cotter et al, 2005b), qui propose deux classes principales at#éhocines la_classe |

appelée la classe des lantibiotiques regroupant Hastériocines modifiées post-
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traductionnellement dba_classe |l qui regroupe les bactériocines non modifiées. damss-

divisions de chaque classe de bactériocines sdéwmeioppées plus loin.

lll.  Les bactériocines de classes | : les lantibigues

Les lantibiotiques sont des peptidesnaictiobiens synthétisés par voie ribosomique et

subissant des modifications post-traductionneliegortantes. lIs se distinguent des autres
bactériocines, par la présence de résidus lantigoei 3’-méthyllanthionineFgure |. 5a).
La lanthionine et la 3’-méthyllanthionine, résulteaspectivement de la formation d’'un pont
thioéther entre une cystéine libre et un acide andéshydraté, la didéhydroalanine (Dha) et
la 2, 3-didéhydrobutyrine (Dhb). La Dha et la Dhbnts respectivement formées par
déshydratation de la sérine et de la thréorfinguge 1. 5b).

H 9 H O
%, .-N\ /uh.a‘ % -\-\ ,_—J'\ ¢
1 Y . &
|| )
HaC
2,3-didéhydroalanine Z}-2,3-didéhydrobutyrine

T, ol e oL
o S el
S(L) a] =L

Me
O / /Y
HN S Mo HN S >:o
N i ,
P - A, H,O Déshydratase H,O

Lanthionine 2S,3S,6R3-méthyllanthionine
(Lan) (MeLan) NH;' O NH3+
| .
S S Sérine Thréonine
a. b.

: Alanine : Acide a-aminobutyrique

Figure I. 5. Structures des résidus modifies commumnaux lantibiotiques et résultant de
modifications post-traductionnelles.

Les lantibiotigues sont actifs contre de nombrsubactéries pathogenesomme
Listeria ou Salmonella responsables d'infections. Cette particularitérnpmt aux
lantibiotiques d’étre utilisés comme conservatatlireentaires (Cotteet al, 2005b).

Le systeme génétique impliqué dans la biosynthéda eégulation de la biosynthése des

lantibiotiques est, le plus souvent, présent soud de groupes de genes (clusters). Ces
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clusters ont été largement étudiés ces derniémSeanBierbaum et Sahl, 2009, Jatkal,
1998, Sahl et Bierbaum, 1998).

I.1. Structure

Les lantibiotiques ont été classés en fonctiomede structure par Gunther Jung (Jung,
1991) en deux types principaux : le type A (exim@set le type B (ex. mersacidine) (Jung,
1991). Depuis, d’autres groupes de lantibiotiquearoe le type C ont été proposés (Boetth
al., 1996, Henget al, 2007a).

La nisine A

La subitiline

L’épidermine

Figure I. 6a. Structures de lantibiotiques de type I.

. didéhydroalanine. (s : lanthionine.

- didéhydrobutyrine. @S@ : 3-méthyllanthionine.

: acidea-aminobutyrique. @S-CHzCH-NH + S-[(2)-2-aminovinyl]-(3S)-3-méthyl-

D-cystéine.

Le type A regroupe les lantibiotiques linéairesrgia positivement (Twomegt al, 2002).
Les déshydratases catalysent la formation de teohdne et de la 3'-méthyllantionine par la
formation de ponts thioéthers. Cette réaction tésig la réaction d’'un groupement thiol de la
cystéine avec un acide aminé insaturé la Dha dbhla Le type A est subdivisé en deux
sous-groupes, A | et A lIFjgure I. 6), en fonction de leur structure. Les lantibiotig/Lok

groupe A | (nisine, subtiline, épidermine) possédarniquement une structure linéaire.
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Le groupe A Il (nukacine ISK-1, mutacine Il, lactie 481) regroupe les lantibiotiques
formés d’'une régioiN-terminale linéaire et d’'une régidd-terminale globulaire renfermant
les ponts lanthionines (Naga&b al, 2006). Contrairement aux lantibiotiques du grodpk

ceux du groupe A Il sollicitent une enzyme uniguanM) pour catalyser la formation de la

lanthionine et la 3’-méthyllantionine (Nagabal, 2006).

La nukacine ISI-1

La lacticine 481

Figure I. 6b. Structures de lantibiotiques de typeA Il.

- didéhydroalanine. ®S® : lanthionine.

. acidea-aminobutyrique. @-S@: 3’-méthyllanthionine.

Les lantibiotiques de type B-igure 1. 7) ont une structure globulaire (Twomey al,
2002). Pour former la lantionine et la 3'-méthytianine, le groupement thiol d’'une cystéine
réagit respectivement avec la Dha et la Dhb contérae structure globulaire et compacte a

ce groupe de lantibiotiques.
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La mersacidine La cinnamycine

Figure I. 7. Structures de lantibiotiques de type B

. didéhydroalanine. ®S® : lanthionine.
. didéhydrobutyrine. @)-s(»)  3-méthyllanthionine.
: acidea-aminobutyrique. @—S'CH=CH'NH: S-[(2)-2-aminovinyl]-D-cystéine.

: D-alanine.

Un troisieme groupe renferme les lantibiotiquetve-peptides » formés de deux
peptides agissant en synergie. Ce groupe renfeeséadtibiotiques comme la lacticine 3147
(Martin et al, 2004) Eigure 1. 8), la staphylococcine C55 (Navaratea al, 1999) et
I’'haloduracine (Coopeet al, 2008).

La lacticine 3147 Al La lacticine 3147 A2
(LtnA1l) (LtnA2)

Figure I. 8. Structure d’un lantibiotique « two-peptides » : la lacticine 3147.

: didéhydrobutyrine. @-S@ : lanthionine.
: acideo-aminobutyrique. @5@ - 3-méthyllanthionine.

. D-alanine.

Le mécanisme moléculaire a I'origine de I'actiomensgique de ces lantibiotiques est encore
mal connu a ce jour (Asaduzzaman et Sonomoto, 2008uliffe et al, 2000).

De nombreux nouveaux lantibiotigues ont plus réoemt été découverts comme la
nisine Q (Zendet al, 2003), la streptine (Wescombe et Tagg, 2003 plasine (Xiaoet al,
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2004) et la thermophiline 1277 (Kabudti al, 2009) qui est avec la sublancine 168 (Dorenbos
et al, 2002, Pailet al, 1998) Figure I. 9) un lantibiotique possédant un pont disulfure.

: didéhydroalanine.

- acideo-aminobutyrique.

@_S@ : 3'-méthyllanthionine.

Figure I. 9. Structure d’un lantibiotique non clas® possédant deux ponts disulfure : la
sublancine 168.

l.2. Biosynthése

Les genes impliqués dans la biosynthése sont @émmEn clusters dont le locus est
symbolisé patan (Asaduzzaman et Sonomoto, 200Big(re 1. 10). Le systeme génétique
impliqué dans la production des lantibiotiques restouvé sur le chromosome (subtiline)
(Banerjee et Hansen, 1988), sur un plasmide (no&adgiAso et al, 2004a) ou sur des

éléments transposables présents sur le chromosusime] (Buchmaret al, 1988).

Le systeme génétique codant la nisine est le pldiécet le mieux connu (Kuipeet
al., 1993). Il est symbolisé pais (Lubelskiet al, 2008). Pour les lantibiotiques, le géarA
(nisA pour la nisine) code le peptide immature ou peppdecurseur composé de 23 a 59
acides aminés (57 acides aminés pour la nisinepdptide précurseur est inactif et serait
impliqué dans la protection de la souche produgtmeais son réle précis demeure mal connu
(van der Meeet al, 1994).
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—
1kb
nisA nisB nisT nisC nisl nisP  nisR nisK nisF nisE nisG

a. : Lantibiotique de type A | : la nisine produptarLc. lactis.

o
o‘\\(\&?o@ o\@ 0\3&0“ N @8\

b. : Lantibiotique de type A Il : la nukacine ISKptoduite paSta. warneriSK-1

c. : Lantibiotique de type B : la mersacidine prieelparBacillus sp. strain HIL Y-85,54728.

Figure 1. 10. Organisation génétique des clustersedgenes impliqués dans la biosynthése
et la régulation de la biosynthese des lantibiotices.

Production

B Lan : précurseur

B LanBl CE DB M :enzymes responsables desficatibns post-traductionnelles.

A LanT : ABC-transporteur (contenant un sitdigison a I'ATP.

B LanP : enzyme responsable du clivage du geignal du précurseur (peut
étre associé a NisT).

Immunité

B Nisl/ NukH . protéine d'immunité de la sougim@ductrice.

] LanFB8 E[] G : ABC-transporteur responsakl&ichmunité de la souche productrice.

Régulation (systeme a 2 composants)

[] Lank - kinase.

B LanR : régulateur de réponse.

Chez les lantibiotiques de type A I, les géenasB (nisB) et lanC (nisC) (Figure I.
10) codent respectivement la déshydratase Lan B (NisBla cyclase LanC (NisC)
impliquées dans les modifications post-traductitiesedu peptide précurseur. LanB (NisB)
est responsable de la déshydratation de la séride la thréonine respectivement en Dha et
Dhb (Figure I. 11) (de Voset al, 1995, Sahét al, 1995).
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NisA (peptide précurseur)

MSTKDFNLD LVSVSKKDSGASPRITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCHCSIHVSK
\l/ NisB (déshydratase)

MSTKDFNLD LVSVSKKDSGASPRDhbDhd DheLCDhbPGCKDhbGALMGANMK DhbADhBCHCSIHVDheK
\l/ NisC (cyclase)

sl —s 1
MSTKDFNLD LVSVSKKDSGASPRDhbAIDhaLA PGAK GALMGANMK A AHASIHV DhaK
L s L s L. s I

Clivage .
protéolytique \l/ NisT (ABC-transporteur)

\l/ NisP (protéase)

S

Nisine mature e
(W)
LooR OO
(A) @0 o
%’G s Q

Figure I. 11. Voies de modifications post-traductionelles et d’export d’un lantibiotique
de type A | : la nisine.

: déhydroalanine. @S@ - lanthionine.
: déhydrobutyrine. @-S@: 3’-méthyllanthionine.

: acidea-aminobutyrique.

La séquence consensiENDL ) est représentée en gras.

LanC (NisC) est une métalloprotéine a zinc portha# résidus histidine et cystéine conservés
responsables de la fixation du zinc (Kopomtral, 2002, Okeleyet al, 2003). Le zinc est
impliqué dans la formation du pont thiol par I'atilai de résidu cystéine a la Dha et la Dhb
générant la lanthionine et la 3’-méthyllanthionine.

Le genelanM est présent chez les bactériocines de type A tleetype B 1fukM chez la
nukacine etnrsM chez la mersacidine) et code LanFMdure I. 12), une enzyme combinant
les actions de déshydratase et de cyclase (Cleatttrgl, 2005a, Xie et van der Donk, 2004).
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His-NukA (peptide précurseur)
MENSKVMKDIEVANLLEEVQEDELNEVLGAKKKSGVIPT VSHDCHMNSFQFVFTCCS

\l/ NukM ,(déshydratase)
MENSKVMKDIEVANLLEEVQEDELNEVLGAKKKSGVIP DhbVDheaHDCHMNDhaFQFVFDhbCCS
\l/ NukM (cyclase)

o8, -3
MENSKVMKDIEVANLLEEVQEDELNEVLGAKKKSGVIP VAHDAHMNAFQFVFDhbAAS
s — 1

|
Clivage
protéolytique

\l/ NukT (ABC-transporteur/ protéase)

Nukacine ISK-1 mature

Figure I. 12. Voies de modifications post-traductionelles d’'un lantibiotique de type A
Il : la nukacine ISK-1.

: déhydrobutyrine. ®s® : lanthionine.

. acidea-aminobutyrique. @-s() : 3'-methyllanthionine.

Comme LanC, LanM nécessite la présence d'un cafaateétallique, le zinc, pour étre
fonctionnelle. Sa régio@-terminale partage 20 a 27% d’identité en acidemésnavec celle
de LanC comprenant I'histidine et la cystéine impées dans la fixation du zinc (Chatterjee
et al, 2005a). Il n’existe, cependant, aucune homoldgieséquence avec LanB. Cependant,
LanB, LanC et LanM ne sont pas responsables deedol#s modifications post-
traductionnelles que peuvent subir les lantibiagjuEn effet, la cystéine amino-vinylée
présente chez la mersacidine et I'épidermine rédiline décarboxylation oxydative d’'une
cystéine du cot€-terminal, catalysée respectivement par les enzywhieb et EpiD Figure

I. 13) (Blaesseet al, 2003, Majetet al, 2002, Schmigkt al, 2002).
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LanD-FAD/FMN LanD-FADH/FMNH,

(o) H (0] H
Il I

C— NH— G- COOH C—NH—- C

Il |
| \' I
CH
CH, MrsD 2

| I
. SH
SH EpiD o,

Cystéine en région C-terminale Aminoenthiol/aminothitda

Figure I. 13. Décarboxylation oxydative d’une cyst@e en aminoenthiol/ aminoenthiolate
lors de la biosynthése de la mersacidine et de I'élermine.

MrsD : Enzyme catalysant la décarboxylation oxydativezcla mersacidine.
EpiD : Enzyme catalysant la décarboxylation oxydativez I'épidermine.

D’autre part, la thio-disulfure oxydoréductase Bdest essentielle a la formation du
pont disulfure chez la sublancine 168. Cette dezngavere étre le seul lantibiotique a
posséder deux ponts disulfure (Dorenkbosl, 2002), la thermophiline 1277 renfermant un
seul pont disulfure (Kabulat al, 2009).
Des modifications post-traductionnelles peu comrswré été reportées chez la cinnamycine
produite par Streptomyces cinnamoneu€ette modification post-traductionnelles est a
I'origine de la lysinalanine et I@-hydroxy aspartate présentes chez ce lantibiotique.
Cependant, les enzymes impliquées dans ces mdidifisgpost-traductionnelles sont encore
peu connues. Le séquencage du cluster de génest tadannamycine pourrait permettre de
les identifier (Widdicket al, 2003).

Apres avoir subi les modifications post-traductieltes, les peptides précurseurs de
type A | sont transportés dans le milieu extradaita via un transporteur ABC, LanT (NisT
pour la nisine), puis hydrolysés par une protéasériae, LanP (NisP)Y{gure 1. 11, Figure
[. 14).
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Milieu Nisine 00 0
extracellulaire
Peptide
p - précurseur
Membrane
cytoplasmique
H ,". @ ADP
: \f') ATP
g @ ADP ATP
E -
ADP ATP : ===
\Y
I
Milieu

intracellulaire . . . . . . . . . . .
nisA  nisB nisT  nisC nisl  nisP  nisR nisK nisF nisE nisG

Figure I. 14. Schéma de biosynthese, de sa régutati et d’immunité de la souche
productrice pour la nisine.

Production

B NisA : précurseur de la nisine.

B nNisBHC : enzymes responsables des modifieapmst-traductionnelles.

1 NisT : ABC-transporteur (contenant un sitdidison a I'ATP.

B nNisP . enzyme responsable du clivage du pegignal du précurseur (peut
étre associé a NisT).

Immunité

B nNisl : protéine d’immunité de la souche prodiget

[] LanFB8 E[] G : ABC-transporteur responsabléiaenunité de la souche
productrice.

Régulation

[] Nisk - kinase.

B NisR : régulateur de réponse.

O : peptide leader.

| . nisine mature.

P . promoteur.

Les transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) camstit une famille de protéines
membranaires tres vaste (Higgins, 1992). Ces taateps utilisent I'énergie fournie par
I'hydrolyse de I'ATP pour transporter une variéténsidérable de molécules (peptides,
lipides, ions...) au travers des membranes cellldalEa revanche, chez les lantibiotiques de
type A Il et de type B, LanT (NukT chez la nukaceteMrsT chez la mersacidine) possede
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une double fonction. LanT catalyse a la fois lgadie protéolytique du peptide précurseur et
I'export du peptide actif (Siegers et Entian, 19@5yure 1. 12).

Dans le cas de la nisine, les genes$ et nisFEG (Figure 1. 10a) codent des protéines
d'immunité conférant a la souche productrice unetgmtion compléte contre sa propre
production (Asoet al, 2004a).nisl code une lipoprotéine ancrée dans la membrane
cytoplasmique orientée du coté extracellulaifegre 1. 14). NisFEG code un ABC
transporteur qui joue le rb6le de pompe defflux.siREG permet la translocation du
lantibiotique vers le milieu extracellulaire, lotsxce dernier réussit a traverser la membrane
plasmique de la bactérie productrice (Stil, 2003, Steiret al, 2005) Figure |. 14).

Nisl fixe le lantibiotique via des interactions mgghobes, 'empéchant ainsi de pénétrer dans
la bactérie productrice. La protection engendra@eNisl| est plus efficace que celle réalisée
par NisFEG seul (Lubelslat al, 2008).

Certains lantibiotiques possedent uniquement Lanp€p5 et I'épicidine) ou LanFEG

(la mersacidine) et d’autre possédent les dewéjres d'immunité (la nisine et la nukacine
ISK-1), conférant ainsi une immunité totale a IeGte (Nagacet al, 2006). Les genes codant
les protéines d'immunité Lanl et LanFEG sont horgaks entre les souches productrices de
lantibiotiques. Ceci est étonnant car chaque soumbeuctrice devrait étre capable de
produire une protéine d’immunité unique la protégeaxclusivement contre sa propre
production (Nagaoet al, 2006). Ceci impliquerait I'existence d'un mécamés de
reconnaissance commun et donc l'existence de sk@sibcroisées entre les souches
phylogénétiquement proches productrices de larigjies. Des études sont toujours en cours
pour mieux comprendre le mode d’action de la pnaté’'immunité et son mécanisme de

reconnaissance vis-a-vis du lantibiotique.

1.3. Régulation de la biosynthése chez les lantibiotigue

La production des lantibiotiques est régulée aeau transcriptionnel en fonction de
la quantité de lantibiotique présent dans le miliees deux modeles de régulation les plus
étudiés sont retrouvés chez la nisine et la sobtiroduites respectivement par. lactis et
B. subtilis(Engelkeet al, 1994, Kleinet al, 1993).

Le quorum sensing est un systéme d’autoréguladems lequel les lantibiotiques

jouent le rdle de phéromones pour leur propre ol Lorsqu’il est présent en quantité
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suffisante dans le milieu extracellulaire, le lamgtique induit sa propre transcription (de
Ruyteret al, 1996, Engelket al, 1994, Kuiperst al, 1995).

Lorsqu’elles sont présentes dans le milieu exthale¢le, la nisine et la subtiline activent leur
propre production via un systéme de régulation i d®mmposants LanR-LanK (Engelle¢
al., 1994, Kleinet al, 1993).

Dans le cas de la nisine, la transcriptionniA est parfaitement autorégulée par
nisRK La nisine est capable d’induire la transcriptinson propre gene par NisR-NisK via
un signal de transduction (Engel&eal, 1994, Kuiperset al, 1995). Une fois activée par un
signal extracellulaire engendré par la nisine, N&aKo-phosphoryle un résidu histidine qui
phosphoryle a son tour un résidu aspartate de NMRR phosphorylée change de
conformation et induit la transcription du gamsA ainsi que celle des geneisFEG (Figure
I. 13). Dans ce type de régulation, la nisine joue faikle rdle de la phéromone qui induit le
signal de transduction et celui du peptide antioi@n lui-méme (de Ruytest al, 1996,
Kuipers et al, 1995). La séquence promotrice ainsi que le ntidéotl (« start ») de la
transcription denisAont été identifiés chez la soudbe lactisNZ9700 (Engelkeet al, 1992,
Kuiperset al, 1993). Il a été démontré que le promoteunidé contrélait la transcription de
nisTCIP mais pasisRK (Immonenet al, 1995). L'expression des genksR et lanK est
indépendante de la nisine, ce qui permet d’'assanemoduction de protéines impliquées dans

la transduction du signal méme en absence de nisine

D’autres systémes de régulation ont été identiflgsz les lantibiotiques. Le premier
régulateur a ‘effet négatif’ a été identifié poarlacticine 3147 (McAuliffeet al, 2001). La
protéine régulatrice de la lacticine 3147, LtnRuygade réle d’'un répresseur et permet le
maintien d’un rapport correct entre TARNmM du présaur et des autres protéines impliquées
dans la biosynthése du lantibiotique (McAuliéeal, 2001).

La mersacidine posseéde un systéeme de régulatifémetit de ceux déja présentés. Ce
dernier comporte un systeme a deux composants VK2R une protéine régulatrice MrsR1
(Guder et al, 2002). MrsK2 est une protéine histidine kinaseMesR2 est une protéine
régulatrice OmpR-like (Altenat al, 2000). MrsR2/K2 activent la transcription desFGE
(Figure 1. 10¢) codant le transporteur ABC impliqué dans I'immténile la souche contre sa
propre production (Gudest al, 2002). MrsR1 est une protéine régulatrice, gésente un
faible taux d’homologie avec les protéines OmpRxliElle active la transcription du gene

mrsA favorisant ainsi la production de le mersacidi@aderet al, 2002).
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Seule la plantaricine produite pab. plantarumposséde un systéme de régulation similaire a
celui de la mersacidine. La plantaricine possedss fprotéines régulatrices PInB, PInC et
PInD. PInC et PInD jouent respectivement le rélctivateur de production de la bactériocine
et de répresseur. La PInB est une protéine kirdiep et al, 1996, Diepet al, 2001).

Chez I'épidermine, seule la protéine LanR (Epi&) mésente (Peschet al, 1993).
Enfin, la biosynthése de la lacticine 481 n'impkgpas LanK-LanR. La production de ce
lantibiotique est stimulée par I'acidification dulieu due a la production d’acide lactique.
Cet acide activerait un régulateur non spécifiguefBRqui activerait, a son tour, la
biosynthése de la lacticine 481 (Chattegéal, 2005b, Dufouet al, 2007).

La régulation de I'expression des genes chez deglies est basée sur le niveau de
transcription et plus précisément sur la capacidixhtion de 'ARN polymérase aux sites
promoteurs. L’ARN polymérase est une holoenzymepmsée d’'un « coeur » contenant trois
sous-unités et d'une protéine supplémentaire apdal&eurs. Découvert pour la premiére
fois chezB. subtilis (Dubnau, 1991, Duffy et Geiduschek, 1975), le dact permet la
reconnaissance des sites promoteurs par I'holoemzyimtiant ainsi la transcription
(deHasetlet al, 1978, Hinkle et Chamberlin, 1972). Il existe pduss familles de facteurs
(6’°, 6> 6%,...) chez les bactéries (Helmann et Chamberlin, 1888ettoet al, 1992) qui,
en fonction des conditions environnementales, neai@sent des séquences différentes
spécifiqgues a chaque promoteur de genes. Il a éndrénque la production de la subtiline par
B. subtilis en fin de phase stationnaire, est associée amufagsH (Haldenwang, 1995,
Lonettoet al, 1992). De plus, SpaR (LanR) et SpaK (LanK) impdisi dans la régulation de
la biosynthese de la subtiline seraient fortemépieddants deH (Steinet al, 2002). Ainsi,
'absence desH provoquerait un arrét de la production de sul#il(Steinet al, 2002).
Cependant,cH semble ne pas avoir d’effet sur la régulation ldebiosynthese de la
mersacidine, un autre lantibiotique produit égaleinss fin de phase stationnaire (Schneitz
al., 2006).

1.4. Mode d’action

Les lantibiotiques ont principalement la membray@m@asmique pour cible. Pour les
lantibiotiques, I'effet antimicrobien est le résilta la fois de la perméabilisation de la

membrane cytoplasmique et de l'inhibition de lashitthése de la paroi bactérienne ou de
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I'inactivation d’'une enzyme essentielle a la bidbyse de la paroi bactérienne (Chattegee
al., 2005a, Twomewt al, 2002).

L’enveloppe des bactéries a Gram positif est co@pabune paroi, en contact direct
avec le milieu extérieur, formée de peptidoglycafoesmureéine), d’'un espace périplasmique
et d'une membrane cytoplasmique. Le peptidoglycestecomposé d’'une partie glucidique
formé d'un polymere d'unités disaccharidique dadidacétylmuramique (MurNAc) lié gh
(1—+4) a un résidu de N-aceétylglucosamine (GIcNAc). pelysaccharides sont liés entre eux
au niveau du MurNac par des chainons pentapepésidont la séquence varie en fonction
des bactéries (Prescatt al, 2003). Ched.i. monocytogeneka séquence peptidique de ces

chainons est: L-Ala, D-Glu, L-Lys, D-Ala, D-AleContrairement aux bactéries a Gram

positif, le peptidoglycane chez les bactéries anGnagatif est plus fin et enchassé entre deux
membranes plasmiques : la membrane externe compespbospholipides, de nombreuses
protéines intrinséques, notamment les protéinesratesport appelées porines, ainsi qu’un
composé non protéique appelé lipopolysaccharid&)LPes bactéries a Gram négatif telles
que Escherichia coli (E. col), Pseudomonas aeruginos@. aeruginosy Salmonella
typhimuriumet Serratia marcescensont résistantes aux lantibiotiques et en paréica la
nisine (Chunget al, 1989, Linnett et Strominger, 1973). Cette réaistaa été attribuée a la
membrane externe riche en LPS qui empéche lesrlmmités d’accéder pentapeptide du
lipide Il présent dans la membrane cytoplasmiquleaftérjeeet al, 2005a, Ganzlet al,
1999). Cependant il a été montré drextinatus frisingensigjn pathogene responsable de la
contamination de la biére, était sensible a lanrisia résistance de cette bactérie a la nisine
apparait aprés exposition répétée au lantibiotiQuatrairement aux autres bactéries a Gram
négatif, la résistance a la nisine résulte d’'unélifreation de la nature des acides gras, et en
particulier d’'une augmentation de la proportion desdes gras saturés composant la

membrane cytoplasmique de la bactérie (Chihib etoan, 1999).

.4.1. Le double mécanisme d’action

La perméabilisation de la membrane cytoplasmiquefqgranation de pores conduit a
la mort de la bactérie cible apres dissipationrdimtracellulaires. L’'exemple de mécanisme
d’action le mieux connu est celui de la nisine etdifférents lantibiotiques de type A |
(subtiline et épidermine) et de type A Il (lactieid81, nukacine ISK-1}F{gure I. 6).

Un premier contact est initié entre la nisine ahlembrane cytoplasmique de la bactérie cible

via des interactions électrostatiques (Ruhr et,S8/85). Chargée positivement, la régon
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terminale de la nisine interagit (Breukiekal, 1997, Giffardet al, 1997) avec la membrane
cytoplasmique de la bactérie cible fortement amjoai(Breukinket al, 1997). Les boucles
formant la lanthionine et la 3'-méthyllanthioninguges au niveau de la régidhterminale

interagissent avec le disaccharide-pyrophosphateiuie Il (Figure 1. 15), précurseur de la

biosynthese de la paroi bactérienne (Asaduzzahah 2006).

r-—AIIH
o-Ala

L l}" Pentapeptide
Fe-Glu
'_-."'\_|El
HO. . MurNAc
O HO.
WL I GIcNAC : N-acétylgl i
AN Aﬁ;j’ cNAc : N-acétylglucosamine.
o ?\ MurNAc : AcideN-acétylmuramique.
a
[rﬂ\ Prenyl chain

X

Figure I. 15. Structure du lipide 1.

Il existe des meécanismes daction engendrant lamdton de pores
transmembranaires, le modeéle ‘barrel-stave’ (Baal, 1991) et le modéle ‘wedge’ (Driessen
et al, 1995).

Dans le premier modéle, les monomeéres de nisingpnogues interagissent avec la
membrane cytoplasmique via des interactions élstattigues. Se positionnant
perpendiculairement a la membrane bactériennentsomeres s’'agrégent et forment ainsi
des pores (Gaet al, 1991). Cependant ces pores sont instables eittyaias en raison de
forces hydrophobes qui, via des réarrangementsndedsent les lipides membranaires a leur
position initiale.

Dans le modeéle ‘wedge’, la nisine adopte une pmsiinitiale parallele a la membrane
plasmique. L'interaction de la nisine avec le Ipid via des liaisons hydrogéne aboutit a la
formation d’'un complexe nisine-lipide 1l (Breukin&t al, 1999). Respectant la surface
membranaire, le lipide 1l fait passer I'orientatida la nisine de parallele a perpendiculaire a

la membrane plasmiqué&i@ure I. 16) (van Heusdeet al, 2002).
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Milieu extracellulaire

Nisine E
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Lipide Il

Membrane S A
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Milieu intracellulaire

lons/ Molécules

Pentapeptide(L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala)

Disaccharide (G:N-acétylglucosamine/
M: N-acétylmuraminique)

0 00

Pyrophosphate

Vue de haut

Figure 1. 16. Formation de pores membranaires pard complexe nisine-lipide llselon
Chatterjee Cet al. (Chatterjeeet al, 2005a).

L’extrémité C-terminale, libre, s'insére dans la membrane plgamiformant ainsi un pore
stable, unique et de structure uniforme dans la lonane plasmique (Breukingt al, 2003).

Ce pore hétéromoléculaire est constitué de 8 migéale nisine et 4 molécules de lipide Il
(Chatterjeeet al, 2005a) Figure |. 16). Ce modeéle est retrouvé pour la subtiline et
I'épidermine (Bonelliet al, 2006, Breukink et de Kruijff, 2006). En s’insératans la
membrane cytoplasmique, le complexe nisine-lipidenigendre un encombrement stérique
inhibant la synthése des peptidoglycanes. La nigosséde ainsi une double action sur les
bactéries cibles : formation de pores hétéromoéd@d nisine-lipide Il et inhibition de la
synthese du peptidoglycane (Bré&tzal, 1998b, Chatterjeet al, 2005a).

Les lantibiotiques « two-peptides » tels que I|didate 3147 Figure I. 8) utilisent
aussi le lipide 1l pour former des pores dans lanim@ane des bactéries cibles. Mais a la
différence de la nisine, le mécanisme d’'actionaeedn deux étapes. Le LtnAl (peptide
interagit d’abord avec le lipide Il. Une fois leroplexe LtnAl-lipide Il formé, le LtnA2

(peptidep) est recruté aboutissant ainsi a la formationategpet a 'inhibition de la synthese
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de la paroi bactérienne (Breukink et de Kruijff0BQ Morganet al, 2005, Wiedemanst al,
2006).

Il a été démontré que les lantibiotiques de typd @acticine 481, nukacine ISK-1,
mutacine Il) interagissaient aussi avec le lipidaboutissant a la formation de pores dans la
membrane plasmique ainsi qu'a linhibition de leodyinthése de la paroi bactérienne
(Asaduzzamaset al, 2006, Wiedemanat al, 2001).

1.4.2. Inhibition de synthese de la paroi bactérienne

Contrairement aux lantibiotiques de type A, leditaatiques de type B perturbent des

réactions enzymatiques impliquées dans la croissdecla bactérie cible, compromettant
ainsi sa survie (Brotet al, 1995, Brotzet al, 1997). Ainsi, la mersacidine agit en se liant au
lipide 1l et en inhibant la transglycosylation, geaclé de la biosynthese de la paroi
bactérienne (Brotet al, 1998a, Brotzt al, 1998b).
La cinnamycine, inhibe la phospholipase A2 en sgmaet son substrat, la
phophatidyléthanolamine (PE) (Chattergteal, 2005a, Markiet al, 1991). Insérée dans la
membrane cytoplasmique, la cinnamycine interagéicde PE via des interactions d’abord
électrostatiques puis hydrophobes séquestrant &nsubstrat de la phospholipase A2
(Chatterjeeet al, 2005a, Kesslegt al, 1991).

V. Les bactériocines de classe I

La classe Il forme un groupe relativement hétéanegeéle peptides de masses
moléculaires < 10 kDa. Contrairement aux lantiljoéis, les bactériocines de classe Il ne
présentent pas de modifications post-traductiogeaellLa classe Il peut étre subdivisée en

guatre sous-classes lla a lld qui seront décritapres.

V.1. La classe lla

Les bactériocines de classe lla sont aussi commemi& appelées bactériocines
« pediocin-like » en référence a la pédiocine, de® premiéres bactériocines de la classe lla
caractérisées. Ces bactériocines sont produites, laglupart, par des bactéries lactiques et
représentent le groupe de bactériocines de cldsise nhieux étudié (Dridert al, 2006,
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Fimlandet al, 2005). Les bactériocines de classe lla ont fuggtucoup d’'intérét en raison
de leur production par des bactéries isolées dienBatation et ce, combiné a une activité
antimicrobienne dirigée contre des pathogenes msjesponsables d’infections, tels due
monocytogenede facon générale, les bactériocines « pedidken» présentent un spectre
d’activité étroit limité aux bactéries a Gram pibsiDepuis la découverte de nombreuses
bactériocines pendant les années 90, telles qumriaacine A (Tichaczelet al, 1993)/
sakacine A (Axelsson et Holck, 1995, Holek al, 1992), la leucocine A (Hastingg al,
1991), la mésentéricine Y105 (Fleuey al, 1996, Héchareet al, 1992), la pédiocine PA-1
(Hendersoret al, 1992) et la sakacine P (Huhee al, 1996, Tichaczelet al, 1994), de
nombreuses nouvelles bactériocines ont été dédesvet sont régulierement découvertes,
comme la mundticine L (Fergg al, 2009) et I'avicine A (Birriet al, 2010).

Les bactériocines de classe lla sont des peptihgnicrobiens cationiques et
partiellement amphipathiques et/ ou hydrophobesdese moléculaire inférieure a 5500 Da.
Elles sont constituées de 37 a 49 acides aminéstruature primaire des bactériocines de
classe lla est formée d’'une régibirterminale conservée portant une séquence consehsus
d’'une régionC-terminale variableKigure I. 17). La régionN-terminale cationique renferme
une séquence consensus YGNGI[V/L] (Tyr-Gly-Asn-GlgiN/eu) appelée la « pediocin-
box » et deux cystéines formant un pont disulf@ette séquence consensus est le plus
souvent YGNGV, mais la découverte de bactériocteeslasse lla telles que la bactériocine
31 (Tomitaet al, 1996), la plantaricine C19 (Atriet al, 2001b) et la sakacine 5X (Vaughan
et al, 2001) a permis de montrer que cette séquenceemsas pouvait varier avec la
substitution de la valine par la leucine. Cettéédénce n’aa priori aucun impact majeur sur
la structure globale du peptide, les deux acidesn&sn présentant le méme degré
d’hydrophobie. Néanmoins, la chaine latéfaiméthyl de la valine perturberait la torsion du
squelette peptidigue en modifiant les anglest y. La région C-terminale variable et
hydrophobe renferme dans quelques cas un ponfuis@upplémentaire, comme c’est le cas
de la divercine V41 et de la pédiocine PA-1FigQre I. 17). La présence d’'un second pont
disulfure dans la parti€-terminale conduirait a un spectre d'activité plasye et a une
meilleure activité antimicrobienne (Eijsirét al, 1998, Fimlandet al, 2000, Richarcet al,
2004). L’'hétérogéneéité de la régi@iterminale a permis a Nissen-Meyer et coll. (Nissen
Meyer et al, 2009) de sub-diviser les bactériocines de clHasen 4 sous-groupes présentés
dans lafigure I. 17. D’autres caractéristiques communes aux bactéesaile classe lla sont

la résistance aux hautes températures et I'eftehamobien associé a la présence d’au moins
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un pont disulfure. Des bactériocines ne possédastlgp séquence consensus typique et le
pont disulfure de la régioiN-terminale ont néanmoins été classées dans laecl&spar
certains auteurs (Belguesneaal, 2011, Ennahaet al, 2000) : c’est le cas de I'acidocine A
(Kanataniet al, 1995) et de la bactériocine OR-7 (Stetral, 2006).
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Sous-groupe 1
Avicine A
Bavaricine A
Bavaricine MN
Coaguline
Divergicine M35
Divercine V41
Entérocine A
Leucocine C
Listériocine 743A
Mundticine
Mundticine KS
Mundticine L
Pédiocine PA-1
Piscicocine CS526
Piscicoline 126
Sakacine 5X
Sakacine P
Ubéricine A
Sous-groupe 2
Lactococcine MMFII
Leucocine A
Leucocine B
Mésentéricine Y105
Plantaricine 423
Plantaricine C19
Sakacine G

Sous-groupe 3
Carnobactériocine BM1
Curvacine A
Entérocine P

Sakacine A

Sous-groupe 4
Bactériocine 31
Bactériocine RC714
Carnobactériocine B2
Entérocine SE-K4
Hiracine JIM79
Pénocine A

1

MTRSKKLNLREMKN@#-----TY
KY
TKY
MKKIEKLTEKEMANIIGG-----KY
TKY
MKNLKEGSYTAVNTDELKSBS----TKY

MKKLTAKEMSQBE-----KY

MKKLTAKEMSQBE----KY

MKKLTSKEMAQAE-----KY

MKKIEKLTEKEMANIIGG-----KY

MEKFIELSLKEVTAITTGG----KY

MKTVKELSVKEMQLTG-----KY

KY

MEKFIELSLKEVTAITGG----KY
MNTIEKFENIKLFSLKKII GG--KTVN

TS
MMNMKPTESYEQLDNSALEQS--KY
MNNMKSADNYQQLDNNALEQVV GG----KY
MTNMKSVEAY QQLDNQNLK&S--KY
MMKKIEKLTEKEMANIGG----KY

KY
MKNTRSLTIQEIKSITGG----KY

MKSVKELNKKEMQQ®HS----AIS

MNNVKELSMTELQTEG---ARS
MRKKLFSLALIGIFGLVVTNFGTKMA---ATRS

MNNVKELSMTELQTEG---ARS

MKKKLVICGIIGIGFTALGTNVEA----ATY

ATY

MNSVKELNVKEMKQE&----VN
MKKKLVKGLVICGMIGIGFTALGTNBA----ATY
MKKKVLKHCVILGILGTCLAGIGTGIKVEA----ATY

MTEIKVLNDKELKNVE8G-----KY

20 30 40 Références
GKAISIIGNNSAANLATGGAANKS (Birri etal. , 2010)
GTAIGNIGNNAAANXATGXNAGG (Larsen et al. , 1993)

V GAIPGK (Kaiser et Montville, 1996)
cIINNGAMAﬁE«?GGHQGT < (Le Marrec  etal. , 2000)
GTAQ(8ID--VVIGQLGGGIPGKGKe (Tahiri  etal. ,2004)
GQAS CIGQTVVG@LGGAIPG--K g (Métivier et al. , 1998)
SIAGMSIGGFLGGAIPG--Ke (Aymerich etal. , 1996)
GKMTNIANNSVMNGLTGGN BN (Fimland et al. , 2002a)
GSAISTIGNNSAAATGGAALKS (Kalmokoff etal. , 2001)
GKAIGIIGNNSAANLATGGAAUSK (Bennik etal , 1998)
GKAIGIIGNNSAANLATGG S (Kawamoto et al. , 2002)
GKAIGIIGNNSAANLATGGAANIKS (Feng etal. ,2009)
GKATBIINNGAMAJATGGHQGNEK  (Marugg etal. ,1992)
GTAIGIIGNNAAANXATGGAAGXNKX (Yamazaki etal. , 2005)
SKAIGIIGNNAAANLTTGGA KG (Jack et al. , 1996)
SKAISIIGNNAVANLTTGGAAWKS (Vaughan etal. , 2001)
GTAIGNIGNNAAANATGGN K (Tichaczek et al. , 1994)
SETATTIVNNSIMNGLTGGNAMBISGGRA (Heng etal. , 2007b)
@\WIDVSELETYKAGTVSNPKDIL---- (Ferchichi etal. , 2001)
GEAFSAGVHRLANGGNGF- (Hastings et al. ,1991)
GEAFSAGVHRLANGGNGF- (Felix etal. , 1994)
GEAASAGIHRLANGGNGF-- (Fleury et al. , 1996)
GEAF{@SVSHLANFGN(& (Van Reenen etal. ,2003)
GQAF®GVNRVATGGNGKX (Atrih et al. , 2001b)
GQAWEEVNHLANGGNEV (Simon etal. ,2002)
B\W\KKAENKQAITGIVIGAYASSLAGMGH (Quadri etal. ,1994)
O\W\WWRGEATQSIIGGMISUASGLAGM (Tichaczek et al. , 1993)
CW\V\ﬂGEAKENIAGIVIS SGLAGMGH (Cintas etal , 1997)
O\W\WWRGEATQSIIGGMISUASGLAGM (Holck et al. , 1992)
BW\INKASREIGKIIVNGYVQHGP--- “APR (Tomita etal. ,1996)
WNQAKGEIGKIIVN NHGP--- [}AP (del Campo et al. , 2001)
SVNY)GQAFQERYTAGINSFVSGVASGAGSIGRRP (Quadrietal. , 1994)
W\ZMSRARSEIIDRGVKAYVNGFTKVLGGIGGR (Eguchi et al. , 2001)
(Sanchez etal. , 2007)

W\WNQAKGEIGKIIVN

8YVDIGQATASIGKIVNGYTQHGP--- ]AHR

NHGP--- “APRR
V'

(Diep

et al. , 2006)

Figure I. 17. Alignement de séquences peptidique dbactériocines de classe lld’apres Nissen-Meyer J. et al. (Nissen-Mesfteal, 2009).

La séquence spécifique au précurseur de la bacitégiest représentée en italique, le site de aiawtif GG ou XA) est représenté en violet. Lausdge consensus (YGNG[V/L]) est surlignée en
rouge, les résidus cystéine (C) impliqgués danstadtion des ponts disulfures sont surlignés en, s résidus tryptophane (W) impliqués dansdaiksation de la structure hélice-coude-hélice
sont surlignés en vert et les résidus asparagipet(Absartate (D) formant le coude séparant iamé¢- de la régiorC-terminale sont surlignés en jaune.

» : Site de clivage.
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IvV.1.1. Structures tridimensionnelles

Les structures tridimensionnelles en solution dat@ bactériocines de classe lla
(cing avec le variant de la curvacine A), la caawibriocine B2 (Wanget al, 1999), la
curvacine A (Haugeret al, 2005), la leucocine A (Fregeau Gallagletral, 1997) et la
sakacine P (Utengt al, 2003) ont été déterminées par RMN en présencstrdetures

mimant les membraneBigure 18).

Leucocine A(PDB : 1CW6) Sakacine P(PDB : 10G7)
(Fregeau Gallaghast al, 1997) (Utenget al, 2003)

Curvacine A (PDB : 2A2B) Carnobactériocine B2(PDB : 1CW5)
(Haugenret al, 2005) (Wanget al, 1999)

Figure I. 18. Structures tridimensionnelles de quejues bactériocines de classe lla.

Des études par dichroisme circulaire et par RMNrémélé que les bactériocines de cette
classe, n’étaient pas structurées en milieu ageewp’elles étaient capables d’adopter leur
structure tridimensionnelle seulement lorsqu’elestrouvent en contact avec des structures
membranaires ou mimant les membranes (FregeaugBetlat al, 1997, Haugeret al,
2005, Watsoret al, 2001). Les bactériocines de classe lla se compgsméralement d’'une
régionN-terminale formant un feuillgt a trois brins stabilisé par le pont disulfure leaen
régionN-terminale et d’une régio@-terminale consistant en une ou deux hélic¢kazazic

et al, 2002) formant une structure repliée en « épirgleheveux » (Nissen-Meyet al,
2009).

Chez la leucocine A, la régiddrterminale est structurée en un feuifleantiparalléle a trois

brins stabilisé par le pont disulfure localisé daeste région et conservé chez toutes les
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bactériocines de classe lla. Les régions centraleC#¢erminale plus hydrophobes
comprennent une hélice amphipathique (résidu 18 a 33) suivie d’'une extension

structurée. L’hélicer centrale est conservée chez la carnobactério@néaBakacine P et la
curvacine A. Un coude présent entre les deux relioenant une structure hélice-coude-
hélice (« helix-hinge-helix ») introduit de la fibXité et induit la topologie en « épingle a

cheveux »igure I. 18 et 19.

Milieu extracellulaire

Région N-terminale

. Coude
en feuilletsp

Interface
membranaire

Milieu intracellulaire Reégion C terminale
en hélicea

A B

Figure I. 19. Schéma de la structure et I'orientatbn de deux bactériocines des sous-
groupes 1/ 2 et 3p.41) dans la membrane plasmique de la bactérie cibi&apres Nissen-
Meyer J. et al. (Nissen-Meyet al, 2009).

A : Structure des bactériocines dont la rédisterminale est stabilisée par un second pont diszilf

B : Structure des bactériocines dont la régiterminale est stabilisée par la présence de désikus Trp
(W18 et W41) localisés a l'interface membrane-eau.

La structure hélice-coude-hélice adoptée par leonég-terminale est stabilisée dans le cas
de la coaguline, la divercine V41, la divergicin@3J I'entérocine A, la pédiocine PA-1, la
plantaricine 423 et la sakacine G par un secomd gisulfure formé entre un résidu cystéine
présent dans I'hélice et un autre situé a I'extrémi@terminale Figure I. 17). Cependant,
la majorité des bactériocines de classe lla necplesdg pas de cystéine en régidterminale.

La stabilisation de ces bactériocines impliquesddrs un tryptophane en position 18,
conservé chez la majorité des bactériocines, etegond proche de I'extrémi@terminale
en position 41, a I'exception des carnobactéricciB2 et BM1, de la curvacine A, et des
entérocines P et SE-K&igure I. 17 et 1§. Dans tous les cas, le coude situé entre les
régionsN- et C-terminales introduit une certaine flexibilité. Dégides de mutagenése ont
révélé que les deux résidus tryptophane se poséraient a l'interface membrane-eau et

seraient impliqués dans la stabilisation de lacttine hélice-coude-hélice (Fimlaret al,
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2002b) Figure 1. 19). D’autres études ont montré que la réduction aht pisulfure situé en
région N-terminale perturbait la structure de la bactérieci Ceci engendrerait une
diminution de la thermostabilité de la bactériociee la rendrait moins active a des
températures élevées (Fimlaedal, 2000). Cependant, les carnobactériocines B2 €t,Bd
curvacine A/ sakacine A et les entérocines P etK&Ene renferment ni un couple de
cystéines impliquées dans la formation du secomd gisulfure ni de tryptophanes impliqués
dans la stabilisation de la structure hélice-conéleee de la régionC-terminale. La
détermination de la structure tridimensionnelle lalecurvacine A (Haugeret al, 2005)
(Figure I. 18) révéle que sa regidd-terminale est structurée en deux hélice® six et onze
résidus reliées entre elles par un coude, ce qupeaserait 'absence de pont disulfure et de
tryptophane dans sa régi@rterminale (Haugeet al, 2005).

IV.1.2. Biosynthése et régulation

Le schéma commun d’organisation des systemes géeétiimpliqués dans la
biosynthese, le transport et la régulation de dsymthese des bactériocines de classe lla est
constitué de trois groupes de genes. Un groupdqo®idans la biosynthese et 'immunité a
la bactériocine renferme les genes codant le pséaurde la bactériocind®) et la protéine
d'immunité (). Un groupe impliqué dans I'export de la bactériecrenferme les genes
codant un transporteur AB(DJ), une protéine accessoirg)(et parfois une protéine de
fonction inconnue@) (Neset al, 1996). Enfin, un dernier groupe impliqué danselgulation
de la production de la bactériocine renferme lasegé&odant une protéine senseur histidine
kinase K) et une protéine effectrice régulatrid® @insi qu’une phéromon&)((Ennaharet
al.,, 2000) Figure 1. 20). Le systeme génétique est structuré en une sanile de
transcription comme pour la pédiocine PA-1, la cdiag et la plantaricine 423 ou en
plusieurs unités de transcriptions, chacune cooredgnt a un groupe de genes comme chez
la carnobactériocine B2 (Ennaledtral, 2000) Figure I. 20).

Souvent porté par des plasmides conjugatifs, s#éaye genétique peut étre aussi
présent sur le chromosome bactérien comme c’asidgoour la divercine V41 (Métiviet
al.,, 1998), I'entérocine A (Aymericlet al, 1996) et la sakacine P (Tichaczetkal, 1994)
(Huhneet al, 1996). CheLarnobacterium piscicolLV17B, le déterminant génétique de la

carnobactériocine BM1 est situé sur le chromosdarglis que celui de la carnobactériocine
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B2 est plasmidique. De plus, les génes impliquéss daxport et la régulation des deux

bactériocines sont localisés sur un plasmide (Quedd, 1997b).

—
1kb

van Be

and Si (van Belkum et Stiles, 1995)

Leucocine A [ca)

\A\® (O IcaD IcaE

Mésentéricine Y105nje3 Fremat (Fremauxet al, 1995)

Pédiocine PA-1ap)

Maruge (Marugget al, 1992)

Carnobactériocine Bzbn) Quadri  (Quadriet al, 1997b)

Q™ cbnK  cbnR cbnD cbnE Qr® o

Divercine V41 (lvn) Métivie (Métivier et al, 1998)

&®  dvnD &\?’d\l“\ dvnR  dvnK
Figure I. 20. Organisation génétique des clustersedgenes impliqués dans la biosynthese,
le transport et la régulation de la biosynthése debactériocines de classe llal’apres
Ennahar S. et al. (Ennahatral, 2000).

[] : précurseur de la bactériocine.

Jimmunité.

: export.

: régulation.

: fonction inconnue.
: promoteur.

8
[ |

a. Biosynthése

Les bactériocines de classe lla sont synthétisées ferme d’un précurseur, le plus
souvent inactif, portant une séquence signal. lcuesdce signal portée par le précurseur
détermine la voie de sécrétion de la bactériockigufe I. 17). Apres sa biosynthese, le
précurseur de la bactériocine est exporté paraesporteur ABC. Ce transporteur ABC
présente en régidi-terminale une activité protéasique qui réaliselileage du précurseur au
niveau d’un motif Gly-Gly aboutissant ainsi a lanfe active de la bactériocine (Havarstein
et al, 1995) Figure I. 17 et 2). Bien que I'export via un transporteur ABC sat plus
fréquemment rencontré chez les bactériocines dselda, il existe des bactériocines de cette
méme classe telles que la bactériocine 31, I'entéeoP, I'entérocine SE-K4 (Egucht al,
2001), I'niracine JM79 et la listériocine 743A quiilisent la voie générale Sec pour leur
export vers le milieu extracellulaire (Cintasal, 1997, Kalmokoffet al, 2001, Sancheet
al., 2007, Tomiteet al, 1996).
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b. Régulation

La régulation de la production des bactériocinesldsse lla répond au méme mode
de regulation (« quorum sensing ») que celui @tilmr les lantibiotiques (Eijsinkt al,
2002) 60.33-39. Le systeme de régulation est formé de trois awapts : le peptide
inducteur, ou phéromone, une protéine senseudimstkinase transmembranaire (PHK) et
une protéine effectrice régulatrice (PR) (Kleeramezet Quadri, 2001)F{gure I. 21). La
phéromone produite a faible concentration sous dode précurseur est clivée pour acquérir
sa forme active lors de son export via le tranguortABC. Une fois dans le milieu
extracellulaire, elle se fixe sur la PHK de la léaiet cible qui, activee, autophosphoryle un
résidu histidine présent du c6té cytosolique (Ndsijsink, 1999). La PHK activée, interagit
alors avec la PR en transférant le phosphate deésiu histidine sur un résidu aspartate.
Une fois phosphorylée, la PR est activée et joueble d’activateur transcriptionnel en
stimulant les génes impliqués dans la productiotad®actériocine (Nest al, 1996, Nes et
Eijsink, 1999) Eigure I. 21).

Dans certains cas, il semble que la régulatioh @as compliquée. Ainsi, un géne
codant une PR tronquée a été retrouvé thezsakeilLTH673 et ched b. plantarumNC8
(Straumeet al, 2007). Ceci pourrait suggérer la présence d'wtesye de répression utilisé
par certaines bactéries pour inhiber leur produactie bactériocine lorsque cette derniere se

retrouve en forte concentration dans le milieuaodHulaire.
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Bactériocine Phéromone

Milieu extracellulaire

A

Membrane
cytoplasmique

u

o W

Milieu intracellulaire

ADP M ATP

ATP ADP
=
N A I C NRWc

N ST C DR . E— e
- \ N S C DR . E—

P \ Précurseur de la Précurseur de la
P \ phéromone bactériocine

Figure I. 21. Schéma de la biosynthése, la régulati de la biosynthese et I'immunité des
bactériocines de classe lla.

: précurseur de la bactériocine/ bactériocine.
: immunité.

: export.

: régulation.

:11AB, IIC, 1ID ; sous-unités de E'ffan.

- . promoteur.

Im : protéine d’'immunité.

PHK : protéine senseur histidine kinase.

PR : protéine effectrice régulatrice.

Bcc : systéme génétique impliqué dans la biosynthekerégulation de la biosynthése d’'une
bactériocine de classe lla.

IV.1.3. Mode d’action et immunité

a. Mode d’action

Les bactériocines de la classe lla agissent surdetgries sensibles en perméabilisant
la membrane cytoplasmique ce qui entraine unepadissn de la force protomotrice et une
perte de I'ATP cytoplasmique (Chikindas al, 1993, Herranzt al, 2001a, Herranet al,
2001b). Le mécanisme exact de formation de cesmmmeure néanmoins mal connu (Diep
et al, 2007), mais il y aurait vraisemblablement uneoaisgion de plusieurs molécules de

bactériocines dans la bicouche membranaire (Enretfey 2000).
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Des études utilisant des bactériocines modifieésmamtré que c’est la régiot-terminale

qui s'insere dans la membrane cytoplasmique. Ldmees études consistait a produire une
bactériocine chimére formée par la régidterminale de la pédiocine AcH avec la région
terminale de la protéine de sécretion du maltosaltide Binding Protein, MBP) (Milleet

al., 1998b). Produite chei. coli, la pédiocine AcH fusionnée a la MBP emprunte d&ev
générale Sec pour étre exportée et ne nécessitepasrune co-expression de PapC et PapD,
des protéines habituellement impliquées dans sparefMiller et al, 1998a). Cette protéine
chimere présente une activité antimicrobienne saggeainsi que la régioN-terminale est
impliquée dans la reconnaissance et le premieracbatvec la membrane bactérienne cible
(Chenet al, 1997b, Fimlancaet al, 2006, Kazaziet al, 2002, Milleret al, 1998b), alors que

la régionC-terminale est la région de la bactériocine quigénla membrane aboutissant a la

formation des pores.

Une autre étude a porté sur le rble des tryptoggh@onservés dans la séquence des
bactériocines de classe llgigure 1. 17). Chez la sakacine P, la substitution des résldps
localisés en position 18 et 41 par des résidus aiqumes n'a pas d’effet sur I'activité
antimicrobienne de la bactériocine, mais celleaiient inactive lorsque ces deux Trp sont
remplacés par des résidus hydrophobes, non arareatigpgu hydrophiles (Fimlanet al,
2002b). La substitution du Trp33 par des résidudrdphobes n’a aucun effet sur I'activité
antimicrobienne du peptide mais ceci n'est pasak lorsqu’il est substitué par des résidus
aromatiques ou hydrophiles (Fimlaatial, 2002b). Ces résultats suggerent que les Trpl8 et
Trp4l permettraient le positionnement de la bamtére a I'interface membrane-eau et que le
Trp33, se localiserait au niveau de la région @mgre dans la membrane plasmidtigiyre
l. 18) en apportant une stabilité a la structure tridisiennelle du peptide lors de son contact
avec la membrane de la bactérie cible. Ces etndéguient ainsi un modele d’orientation des
bactériocines de la classe lla dans lequel la réfiderminale, cationique, portant la
séquence consensus serait impliqguée dans le preoriggict avec les phospholipides de la
membrane cytoplasmique. La régiGrerminale plus hydrophobe, stabilisée par un sgcon
pont disulfure pour quelques bactériocines ou patetaction des résidus Trpl8/Trp4l,
adopterait alors une forme hélice-coude-hélicerdsedu Trp33 présent en fin d’hélice dans
la région C-terminale induirait un coude et se trouverait toah» a lintérieur de la
membrane cytoplasmique (Fimlaatal, 2002b, Nissen-Meyeat al, 2009).De nombreuses
études ont montré que la régi@iterminale était impliquée dans la reconnaissaredad
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cible et confére ainsi la spécificité de l'activigddtimicrobienne a la bactérie productrice
(Fimlandet al, 2000, Johnseaet al, 2005b).

Des études ont montré que l'inactivation du gpeN codant la sous-unité®* de
'ARN polymérase chezi. monocytogenest En. faecalisconduisait a la résistance de ces
deux bactéries a la mésentéricine Y105 (Daleml, 2000, Robichoret al, 1997).¢>*
participe a I'expression de nombreux génes codastpiotéines impliquées dans des voies
d'export et métaboliqgues (Merrick, 1993, Thony etnHecke, 1989). Par ailleurs,
linactivation des génespoN, manRet mptAcodant respectivement* et deux sous-unités
de la mannose perméase phosphotransférasg.ERigure I. 22) induit la résistance dei.
monocytogene€GDe (Daletet al, 2001) etEn. faecalis(Héchardet al, 2001) a la
mésentéricine Y105. Comme la mésentéricine Y108utdes bactériocines de classe lla
telles que la leucocine A (Ramnagh al, 2000) ou la pédiocine AcH (Xuet al, 2005)
sollicitent Elfyan lors de leur interaction avec des bactéries cili#ya, est une mannose
perméase phosphotransférase impliqguée dans leptnardes sucres (glucose et mannose)
chez les bactéries a Gram positif. Elle est forae&ois types de sous-unités dans lesquelles
MptAB est une protéine localisée a la surface denéanbrane cytoplasmique et MptC et
MptD sont deux protéines transmembranaifégure 1. 22) (Diep et al, 2007, Héchard et
Sahl, 2002).

Milieu extracellulaire
Sous-unités de B|J,:

i : Sous-unité IID.
™ : Sous-unités IIAB.
B : Sous-unitéIC.

Membrane
cytoplasmique

Milieu intracellulaire

Figure I. 22. Structure de la mannose perméase dystéme phosphotransférase Eljan
chez les bactéries a Gram positifi'aprés Diep D.Bet al. (Diep et al, 2007).

Les études menées par Karine Dalet et al. (Calel, 2001) ont indiqué que c’est la sous-
unité MptD qui interagirait directement avec la em@gricine Y105 du co6té extracellulaire.
Plus récemment, Dzung Diep et al. (Digfpal, 2007) ont proposé un modele d’interaction

des bactériocines de classe lla aveb.gi(Figure I. 23).
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Milieu extracellulaire

N

c
N ¢ c c N\:\
c c [} AN
C
N
Membrane ¢
cytoplasmique N
ﬁaﬁ

Milieu intracellulaire

A B C

Figure 1. 23. Mode d’action utilisé par les bactémcines de classe lla et par les
lactococcines A et B (classe lId)'apres Diep D.Bet al. (Diep et al, 2007).

: Bactériocine.

(]
MHEL :nAB, IIC, IID ; sous-unités de Bk,

Ce modéle suggere que la bactériocine de classetdengirait directement avec les deux
sous-unités transmembranaires MptC et MptD lorsgpdemier contact avec la membrane
cytoplasmique de la bactérie cibldure I. 23A et B). L'interaction entre la bactériocine et
MptC/MptD perturberait la conformation de [gl,, provoquant alors la fuite d’organites
intracellulaires et la mort de la bactérie ciblg(ure I. 23C). Ceci indique que les
bactériocines de classe lla utiliseraient ce r@&eeptpour perméabiliser la membrane
plasmique bactérienne. Cependant, les bactériodmetasse lla seraient capables de former
des pores & la surface de liposomes en absenc'gdg EChenet al, 1997a, Cheret al,
1997b). En effet, présentes en concentration suiffs dans le milieu extracellulaire, les
monomeres de batériocines s’assembleraient en nodiggs et s’inséreraient dans la
membrane de la bactérie cible pour former des p@mesaharet al, 2000, Héchard et Sahl,
2002) Figure 1. 23C). Cependant, la nature exacte de ces pores esteemal connue (Diep
et al, 2007).

b. Immunité

La majorité des bactéries productrices de bacdiées sont capable de produire des
protéines d'immunité qui leur conférent une pratectontre leur propre toxine (Axelsson et
Holck, 1995, Huhneet al, 1996, Johnseet al, 2004). Les protéines d'immunité sont en

général spécifigues a chaque souche productrices peuvent aussi dans quelques cas
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protéger la souche productrice contre des bactéas@hylogénétiquement proches vis-a-vis
de sa propre bactériocine (Fimlaetl al, 2002c, Johnsert al, 2004). Vingt protéines
d'immunité de vingt bactériocines de classe llaé&tBtcaractérisées a ce jour (Fimladl,
2005). Les protéines d'immunité des bactériocinescldsse lla sont hydrophobes et sont
formées de 88 a 115 acides aminEgyyre I. 24). Une classification en trois groupes
principaux en fonction de leur séquence peptidiguété proposée (Dridest al, 2006,
Fimlandet al, 2002c, Martin-Visscheet al, 2008a).

PedB-PP MNKTKSEHIK QQALDLFTRLOFLOQKHDTI---- [EPYQYVLDILETGIKTKAN@T----P  [EROARVWYNK: 64
PedB-PA MNKTKSEHIK QQALDLFTRLQFILQKHDTI----  EPYQYVLDILETGISKTKHN@T----P  |[ERQARVVYNK|: 64
EntA-im - MKKN-AKQI-VHELYNDISISK ~ |DP----- KYSDILEVLQKVYL-KL--§K QKYELDPGPLINRLVNYL | 58
Psil  MGKLKWFSGGRENQAENIITDLLDD L-KT/ DLDNESIKKVLENYLEE---L----K-- | QKGAS--- [VPLILSRMNL | 64
(3] — MD IK -SQTLYLNLSEAYKDREVKAN--EFLSKLVVQCAG---KLTASN------- S |ENSYIEVISL| 53
al a? a3

PedB-PP |A SQALV-DKLHFTAE---EN KVL---AAINELAHSQ-K GNGKFNMIETNTWBQ------- 112
PedB-PA [|A SQALV-DKLHFTAE---EN KVL---AAINELAHSQ-K GNGKFNMIDTNTWBQ------- 112
EntA-im [YFTAYIN-- KIR FT- E---YQEE L--IRNLSEIGRT-A GINGLYRADYGDKS-Q---F--- : 103
Psii DI SKAIRNDGVTLS--DYQSKKLKELTS---ISN|RY  GY--omrrmmmrmmmemmencns : 98
ImB2 LS RGISS--YYLSHKRIIPSSMLTIYTQIQKDIKNGI\I-IDTEGIIVBVPYIYF--- 1111

a3 ab

Figure I. 24. Alignement de séquences peptidiqueg a@ing protéines d’immunité de cing
bactériocines de classe lla du group A (PedB-PA, BB-PP et EntA-im), du goupe B
(Psil) et du groupe C (ImB2)(Kim et al, 2007, Martin-Visscheet al, 2008a).

PedB-PP : Protéine d'immunité de la pédiocine PP-1
PedB-PA : Protéine d'immunité de la pédiocine PA-1
EntA-im : Protéine d’'immunité de I'entérocine A.

ImB2 : Protéine d'immunité de la carnobactériodd®e
Psil : Protéine d'immunité de la piscicoline 126.

Les structures tridimensionnelles déterminéesRMN des protéines d’'immunité de
la carnobactériocine B2 (imB2) (Sprulesal, 2004), I'entérocine A (EntA-im) (Johnsen
al., 2005a), de la pédiocine PA-1 (PedB-PA) et PPedBPPP) (Kimet al, 2007) et de la
piscicoline 126 (Psil) (Martin-Visschet al, 2008a) ont révélé une structure commune a ces
trois protéines formée de quatre héliceantiparalléles associées a une régterminale
flexible (Johnseret al, 2005a, Kimet al, 2007, Sprulegt al, 2004) Figure 1. 25). L'imB2
renferme une hélica supplémentaire du cété de la régi@tierminale. Contrairement aux
autres protéines d’'immunité, la protéine d'immurmi&la piscicoline 126 (Psil) présente une
région N-terminale plus longue et flexible et une régiGrierminale plus courte (Martin-
Visscheret al, 2008a) Figure 1. 25).
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ImB2 (PDB : 1TDP) EntA-im (PDB : 2BL7) PedB-PP(PDB : 2IP36)
(Spruleset al, 2004) (Johnseret al, 2005a) (Kim et al, 2007)

Psil (PDB : 2K19)
(Martin-Visscheret al, 2008a)

Figure I. 25. Structures tridimensionnelles des priéines d'immunité de la
carnobactériocine B2 (ImB2), de I'entérocine A (EmA-im), de la pédiocine PP-1 (PedB-
PP) et de la piscicoline 126 (Psil).

Les protéines d'immunité sont localisées dans igemintracellulaire et semblent
ainsi exercer leur action du c6té intracellulaieeld membrane plasmique. Bien qu’aucune
étude n’ait réussi a prouver une interaction deesitre les bactériocines de classe lla et leur
protéine d'immunité (Sprulest al, 2004), il a été montré que la régi@adterminale des
bactériocines interagirait probablement avec laoré@-terminale des protéines d'immunité
(Johnsenet al, 2005b). Ceci serait vraisemblablement, d0 a dailfilité de la queueC-
terminale des protéines d’immunité (Johnseml, 2005b). Dzung Diep et al. suggerent que
la bactériocine et la protéine d'immunité intera@nt mais de facon indirecte, via la i}
(Diep et al, 2007). Une fois la bactériocine fixée a'fl}, la protéine d’immunité viendrait
interagir avec le complexe Klh/bactériocine du coté intracellulair€igure 1. 26B) en
empéchant ainsi la fuite d’ions et d’organitesdnéilulaires (Diepet al, 2007) Figure |I.
26C).
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Milieu extracellulaire

Membrane
cytoplasmique

Milieu intracellulaire

A B C

Figure |. 26. Modele d’interaction de la protéine dimmunité avec la mannose perméase
phosphotranférase Elfya, pour les bactériocines de classe lla et certainésctériocines
de classe lld (lactococcines A et Byroposé par Diep D. Bt al. (Diep et al, 2007)

] : Bactériocine.
. Protéine d'immunité.
MEL :nAB, IIC, IID ; sous-unités de Eljan

IV.2. La classe IIb

Les bactériocines, communément appelées « twadesps, sont formées de deux
peptides différentsy et 8, dont I'activité antimicrobienne optimale nécesdd présence des
deux peptides complémentaires, le plus souventuamtigé équimolaire (Garneagt al,
2002, Nissen-Meyeet al, 2009, Oppegarét al, 2007b). Dans certains cas, ces peptides
peuvent étre actifs individuellement comme c’estds de la lactacine F (Allisat al, 1994)
et des plantaricines EF et JK(Andersséal, 1998).

Depuis l'identification de la lactococcine G cheh. lactis (Nissen-Meyeret al,
1992), environ 15 bactériocines de la méme class@te isolées et caracteriséEgyqre .
27). Ces bactériocines possedent une taille tresblariallant de 25 résidus (plantaricine J,
PInJ) a 62 résidus (thermophiline A, ThmA). Commee dutres bactériocines de classe ll, les
bactériocines de classe llb possédent un specuaité incluant de nombreux genres de
bactéries a Gram positif pathogenes telles Baellus Clostridium EnterococcusListeria,

Staphylococcuset Streptococcusou commensales commieactobacillus Lactococcuset
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PediococcugGarneatet al, 2002). Les systemes génétiques impliqués dabssynthése
et la régulation des « two-peptides » sont organéseclusters de génes comportant de un a
six opérons (Diegt al, 2009, Nissen-Meyeat al, 2010).

IvV.2.1. Structure

Des études de dichroisme circulaire et de RMNetitéalisées sur trois bactériocines
de classe llb : la lactococcine G et les plantaesiEF et JK (Fimlandt al, 2008, Hauget
al., 1998a, Hauget al, 1999, Rognet al, 2008, Rogneet al, 2009). Ces bactériocines se
sont révélées non structurées dans un environneaggiux. En revanche, elles acquierent
des structures en hélice lors d’'un contact avecemwvironnement plus hydrophobe, en
présence de trifluoroéthanol (TFE) ou exposeesaulactures mimant les membranes, telles
gue des micelles ou des liposomes (Fimlahdl, 2008, Haugeet al, 1998a, Hauget al,
1999, Rogneet al, 2008, Rogneet al, 2009). A I'exception de la plantaricineffSet de la
plantaricine NCS8B qui renferment respectivement des motifs AXXXA SXXXS, les
bactériocines de classe Illb présentent le motifseoe GXXXG impligué dans les

interactions inter-hélices transmembranaires (Sehak 2000, Senest al, 2004).

La lactococcine G est la bactériocine la plus iéridle cette classe (Hauge al,
1998a, Mollet al, 1996, Moll et al, 1998, Nissen-Meyeet al, 1992, Oppegaret al,
2007a, Oppegaret al, 2008, Rognet al, 2008). Elle est formée d’un peptidéLcnG o) de
39 acides aminés et d'un peptile(LcnG B) de 35 acides aminés. La lactococcine G
renferme deux motifs GXXXG chez Lcné (Gly7-Glyll et Glyl8-Gly22) et un seul chez
LenG B (Glyl8-Gly22). Les structures tridimensionnelles dleux peptides Lenéet LenG
B constituant la lactococcine G ont été déetermip@efRMN en présence de micelles de DPC
ou dans le TFE (Rogret al, 2008) Figure I. 28). En présence de micelles, Lca(résente
une régionN-terminale (résidus 3 a 21) et une régiGrterminale (résidus 24 a 34)
structurées en hélicas avec une région intermédiaire (résidus 18 a 22gzadlexible.
Comme pour LcnGu, les régiondN- et C-terminales de Len@ forment des hélicea en
présence de TFE, mais une seule hélice est obsegansela régioiN-terminale en présence
de micelles (Rognet al, 2008). De plus, les hélicesdes régiond\-terminales des deux
peptides sont amphipathiques. La structure tridsioemelle de la lactoccocine G suggere
que LcnGa et LenGp seraient orientées dans la méme direction, généemmninteractions
inter-hélices transmembranaires via leurs motifsX@%, Gly7-Glyll et Glyl8-Gly22
(Oppegarcet al, 2008, Rognet al, 2008).
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Bactériocine
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Plantaricine J/K Pin J
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Thermophiline 13 Thm A
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Figure I. 27. Séquences en acides aminés de baaiémes de classe llb.

La séquence spécifique au précurseur de la baotéziest représentée en italique, le site de aiamptif GG) est représenté en violet. Le motif G¥X caractéristique des bactériocines de classeditsurligné en bleu ou X
représente n'importe quel acide aminé. Les plasitess SB et NC8p possédent respectivement un motif AXXXA et SXXXBleu de GXXXG ; ils sont surlignés en vert. Lexctériocines de classe llb qui ont été partielldmen
séquencées n'ont pas été représentées ici : ladimecH (Blomet al, 1999), la lactococcine MN (van Belkughal, 1991a) et la lactococcine MMT24 (Ghragtial, 2005).” : Les numéros accessoires (NCBI) des Len& LcnGp

> : Site de clivage.

sont ACR43769 et ACR43770 respectivem*e*nI.Les (numéros accessoires NCBI) des PInE et PInF 8@Y69229.1 et ACY69224.1 respectivemeix. : Brochothriy.

Bactérie productrice Référence

Lb. curvatus (Cuozzo etal. ,2000)

Lb. lactis Nes 2009 *

Lb. lactis (Zendo etal. ,2006)

(Pridmore etal. ,2004)

Lb. plantarum Shojaei 2009

Lb. plantarum (Diep etal. ,1995)

Lb. plantarum (Maldonado etal. ,2003)

Lb. plantarum (Stephens etal. ,1998)

Lb. salivarius (Barrett  etal. ,2007)

Lb. salivarius (Fiynn etal. ,2002)

En. faecalis (Balla etal. ,2000)

En. faecalis (Maldonado etal. , 2009)

St. mutans

(Qi etal. ,2001)

Str. thermophilus (Marciset  etal. ,1997)

Bx. campestris (McCormick etal. ,1998)
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LenG o (PDB : 2JPJ) LenG B (PDB : 2JPK)
(Rogneet al, 2008) (Rogneet al, 2008)

PInK (PDB : 2KEG) PInJ (PDB : 2KHF)
(Rogneet al, 2009) (Rogneet al, 2009)

PInEF (PDB : 2JUI)
(Fimlandet al, 2008)

Figure I. 28. Structures tridimensionnelles de ladctococcine G et des plantaricines EF
et JK en contact avec des micelles.

L’extrémité N-terminale riche en résidus Trp (Trp3, Trp5, Trs®) situerait a l'interface
membranaire du cbté extracellulaire, alors queti&nrité C-terminale fortement cationique
(Arg35, Lys36, Lys37, Lys38, His39) se retrouverait contact avec les phospholipides

membranaires a linterface entre la membrane cgiwpique et le milieu intracellulaire
(Oppegarcet al, 2008, Oppegardt al, 2010b) Figure 1. 29).
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Milieu extracellulaire
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Figure 1. 29. Modéle de la représentation structurke des deux peptides constituant la
lactococcine G et de leur orientation dans la memlne des bactéries ciblesl’aprés
Oppegard @&t al. (Oppegarcet al, 2010Db).

Les liaisons hydrogénes et les interactions dedeanWalls entre les glycines (G7 et G18/ G11 et )Gzt
représentés par des traits rouges en pointillés.

Présentant des similarités de séquences avecttadacine G, la lactococcine Q et
I'entérocine 1071 pourraient partager la méme siredridimensionnelle.
Les structures tridimensionnelles de la plantaeidit et de la plantaricin JK ont également
éte déterminées par RMN (Fimlamd al, 2008, Rognest al, 2009) Figure |. 28). Les
plantaricines EF et JK sont composées de 33 (PBE)RINF), 25 (PInJ) et 32 résidus (PInK)
et renferment un (PInF et PInJ) ou deux (PINE aKPmotifs GXXXG. Comme pour la
lactococcine G, les plantaricines EF et JK sontcttirées en hélice. De plus, les peptides
complémentaires PInE et PInF d’'une part, PInJ eKRl'autre part, semblent interagir au
niveau de leurs motifs GXXXG via leurs structureshelice Figure 1. 28) (Fimlandet al,
2008, Rogneet al, 2009).

IvV.2.2. Biosynthése et régulation

Le systeme génétique impliqué dans la biosyntHeseansport et la régulation de la
biosynthése des bactériocines de classe llb aséfde un a six opérons. Un groupe de genes

impliqué dans la biosynthése et I'immunité des deeptides composant la bactériocine
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renferme un gene codant une protéine d'immunitieak génes codant les deux peptides. Un
méme systéme génétique peut porter jusqu'a tramipgs de génes impliqués dans la
biosynthése et 'immunité de trois bactériocinefédentes. Un groupe impliqué dans le
transport de la (ou des) bactériocine(s) renfeeseggenes codant un transporteur ABC et une
protéine accessoire (Diept al, 2009). Un groupe impliqué dans la régulation de |
production de la bactériocine renferme les géndarmoune protéine senseur histidine kinase
et deux protéines effectrices, I'une activatricd’aitre inhibitrice, ainsi qu’'une phéromone
(Diep et al, 2009) Figure I. 29).

Lb. plantarumC11 fIn) (Diep et al, 1996)

Lb. plantarumNC8 (pIn) (Maldonadoet al, 2003)

Roda® napA20rfZIR L KJ NC8-M P o &
Redecy I

Lc. lactisLMGT 2081 (ag) Nes I.F.et al, 2009*

Lc. lactisQU4 (aq) —-—d[: (Zendoet al, 2006)

AB

Figure 1. 30. Organisation génétique des clustersedgenes impliqués dans la biosynthese,
le transport et la régulation des bactériocines delasse Ilb produites pat.b. plantarum
(NC11 et NC8) eLc. lactis (LMGT 2081 et QUA) d'aprés Diep D. & al. (Diep et al,
2009).(* Le numéro accessoire sur NCBI est ACR43770).

LICIEIE - précurseurs des bactériocines. Lag : lactococcine G.
| . export. Laq: lactococcine Q.
HEE immunité. PIn : plantaricine.

EZ| B I : régulation.

] : protéinases de la famille des CAAX.

] : protéine de la famille des glycosyl transférde groupe 2.
= : transporteur NaH".,

] : protéines de fonction inconnue.

. promoteur.

a. Biosynthése

Les bactériocines de classe llb sont synthétiséas forme de précurseurs inactifs
comportant un peptide leader de 15 a 30 acideséamienfermant un motif Gly-Gly. La
bactériocine acquiert sa forme active aprés hydeobju précurseur en aval des deux résidus
glycine au cours de I'export via le transporteur@BHavarsteiret al, 1994, Havarsteiret
al., 1995, Higgins, 1992, Kaletta et Entian, 1989).
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Il existe, au moins, cing genes impliqués danditsynthése et la régulation des
bactériocines « two-peptides ». Les genes codarddax précurseurs sont toujours retrouvés
a c6té l'un de l'autre sur le méme opéron, suivisggne codant la protéine d'immunité
(Nissen-Meyer ett Nes, 1997, Oppegétdal, 2007b). Dans le cas de la biosynthese de la
lactococcine G, cet opéron porte les genes codantléux précurseurtagA etlagB) et le
géne codant la protéine d'immuniteadC), mais également les génes impliqués dans le
transport et la maturation des deux bactériociseg un gene codant le transporteur ABC
(lagD) ainsi gu'un géne codant la protéine accesstagE]. Chez d’autres bactériocines
comme la plantaricine NC8, la plantaricine EF etplantaricine JK les génes codant le
transporteur ABCHInD) et la protéine accessoirglifH) sont localisés sur un second opéron
a proximité de celui portant les genes codant éesxghrécurseurp(NNC8a, pInNC84, pInE,
pInF, pInd et pInK) et la protéine d’immunitép(nNC8c, pinlet pInL) (Diep et al, 2009,
Nissen-Meyeet al, 2010) Figure 1. 30).

b. Régulation

La production des bactériocines de classe llIb @stcenstitutive soit inductible par
une phéromone comme c’est le cas pour 'ABP-118nfirket al, 2002), la plantaricine NC8
(Maldonadoet al, 2004) et les plantaricine EF et JK (Digfal, 1995, Diepet al, 1996). La
régulation de la production des bactériocines desse Ilb répond au méme mode de
régulation (« quorum sensing ») que celui utiliaé les lantibiotiques et les bactériocines de
classe lla (Kleerebezem et Quadri, 2001)88-39. La production d’'un grand nombre de
bactériocines de classe Ilb est régulée au niveasdriptionnel via un systeme de régulation
a trois composants comportant un peptide phéromamne, protéine histidine kinase
membranaire ainsi qu’une ou plusieurs protéineslaggces (Diepet al, 2009, Kleerebezem
et Quadri, 2001Kigure I. 31).
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Figure I. 31. Schéma de la biosynthése et la régtilan de la production des bactériocines
« two-peptides »chezLb. plantarumC11.

CICIE : précurseur de la bactériocine/ bactériocine. PIn : plantaricine.

EE : protéine d’'immunité. B : protéine senseur histidine kinase.
. export. C : protéine effectrice régulatricéiatrice.
: régulation. D : protéine effectrice inhili.

. protéinases de la famille des CAAX.

: protéine de la famille des glycosyl transférdsegroupe 2.
: protéines de fonction inconnue.

: promoteur.

. activation.

- inhibition.

Comme pour les bactériocines, le précurseur gadaomone acquiert sa forme active
au cours de son export via ’'ABC transporteur apireslivage protéolytique en aval du motif
Gly-Gly. Les phéromones sont de courts peptide®rigues (19 a 26 acides aminés)
comprenant 3 a 5 résidus chargés positivementpdisedent la propriété de former des
structures en hélicesa différents degrés d’amphipathie (Kleerebeze@uetdri, 2001). Ces

phéromones sont dépourvues d’activité antimicraib@emalgré leur forte similarité de
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séquence avec les bactériocines, a I'exceptionadwe la plantaricine A (Diegt al, 1994,
Nissen-Meyert al, 1993b). Ainsi, la plantaricine A, phéromone dea2&les Figure |. 32)
aminés induit sa propre production et celle destplicines EF et JK (Diegt al, 1995, Diep

et al, 2003, Haugeet al, 1998b). Des analyses structurales de la plaitarié par
dichroisme circulaire (Hauget al, 1998b) et par RMN (Kristianseat al, 2005) Figure |I.

32) ont révélé un nouveau mécanisme d’interaction bramaire ente les phéromones et la

membrane cytoplasmique a 'origine de son actpitéromone (Kristiansegt al, 2005).

1 01 20

KSSAYSLQMGEAIKQVKKLFKKWGW

Figure I. 32. Séquence en acides aminés et structutridimensionnelle de la plantaricine
A (PDB : 1YTR) (Kristiansemt al, 2005, Nissen-Meyest al, 1993b).

A l'aide de variants tronqués dans la régibterminale, il a été montré que les deux formes
énantiomeéres D (ne contenant que des acides aménéanfiguration D) et L, présentent une
activité antimicrobienne, mais que seule la formiaduit la production des plantaricines par
Lb. plantarum C11. Ceci indique que lactivité phéromone dépedihteractions
stéreospécifiques entre la plantaricine A et soepteur membranaire la PHK (Kristianssn
al., 2005). Il a été alors suggéré que la plantaridineteragirait d’abord d’'une maniére non
chirale avec les lipides membranaires avant dergetsrer en hélice. en partieC-terminale
(résidus 12 a 21/23). L’héliaeamphipathiqué&-terminale s’orienterait ensuite parallelement
en pénétrant dans la membrane cytoplasmique pagsan hydrophobe, alors que sa région
hydrophile se retrouverait a l'interface membraaa:-eLa phéromone deviendrait alors
suffisamment structurée pour permettre a sa réflaerminale d’interagir d’'une fagon
chirale avec la PHK (Kristianseat al, 2005).
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IV.2.3. Mécanisme d’action et immunité

a. Mécanisme d’action

Toutes les bactériocines de classe Ilb dont le mg&eee d’action a été étudié, comme
la lactacine F (Abeet al, 1994), la lactocine 705 (Castellaabal, 2003), la lactococcine G
(Moll et al, 1996, Mollet al, 1998), la plantaricine EF (Modt al, 1999), la plantaricine JK
(Moll et al, 1999) et la thermophiline 13 (Marcisatal, 1997) agissent en perméabilisant la
membrane cytoplasmique de la bactérie cible, proaof des mouvements d’influx et
d’efflux d’ions et de petites molécules et condntsala mort de la bactérie. Les bactériocines
de classe llb sont actives a faible concentratmmirairement a d'autres bactériocines. Des
études ont montré que chaque bactériocine présetdai spécificites quant aux ions
concernés (Oppegaet al, 2007b). Ainsi, la lactococcine G perméabiliseriambrane aux
ions monovalents tels que N&™, Li*, CS et RB ainsi qu’a la choline mais pas a l'iori Hi
aux cations divalents tels que Mgpu les ions phosphate (Mad#t al, 1996, Moll et al,
1998). Les plantaricines EF et JK perméabiliseninmbrane cytoplasmique aux mémes
molécules que la lactococcine G, mais contrairemgenka lactococcine G, ces deux
bactériocines présentent une spécificité pour HoiiMoll et al, 1999). La lactacine F, quant
a elle provoque la fuite des ions’ Kt phosphate (Abeet al, 1994). Cette capacité a
différencier les ions passant a travers la membcgt@plasmique serait due a la formation
(ou a I'induction de la formation) de pores plusmains sophistiqués par ces bactériocines.
Ces pores présenteraient une spécificité quantians<dont ils permettraient le passage a
travers la membrane cytoplasmique. Par ailleurs, dté montré que la thermophiline 13
produite parStr. thermophilugFigure I. 27) induisait la dissipation et la perturbation de

'ensemble du potentiel électrique transmembraraisi que du gradient de pH.

La structure formée par les interactions entredlsx hélices transmembranaires des
deux partenaires de bactériocines « two-peptidedéterminée pour la lactococcine G
(Oppegardet al, 2010b) Figure I. 29), pourrait étre impliguée dans l'interaction avet
récepteur membranaire (Diep al, 2009, Nissen-Meyegt al, 2010), comme c’est le cas de
la lactococcine A et des bactériocines de class€Dlepet al, 2007, Haugeret al, 2011).
Un tel récepteur n'a cependant pas encore étéfident
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b. Immunité

Comme nous l'avons déja vu précédemment, le gedantda protéine d'immunité
est toujours présent en aval des génes codantdesrpeurs des peptidest et confere la
résistance aux deux peptides constituant la bactas.
Afin de mieux comprendre le mécanisme de reconaatesde la protéine d'immunité par les
bactériocines de classe llb, des variants de l@imed’ immunité de la lactococcine G, Lag C
ont été réalisés (Oppegaetal, 2010a). La régioil-terminale (résidus 1 a 13) de LcnGet
la régionC-terminale de Lcn@ (résidus 14 a 24) impliqguées dans l'interactiotmeeles deux
peptides Figure I. 29) seraient indispensables a la reconnaissance ldettecoccine G par
Lag C (Oppegardet al, 2010a). Cela sous-entend que I'immunité chedbéetériocines de
classe llb impliqgue une interaction entre la bactéme et sa protéine d’immunité comme

c’est le cas des bactériocines de classeplB&).

IV.3. La classe llc : les bactériocines circulaires

Les bactériocines circulaires se différencient aaises bactériocines par la présence
d’un cycle liant d’'une facon covalente leurs extitésiN- et C-terminales via un mécanisme
enzymatique encore mal connu a ce jour. La stractirculaire est responsable de la
protection de ces bactériocines a I'égard de laépitgse, en raison de I'absence de site de
clivage aux exopeptidases (Maqueeéa al, 2008), et joue un rble important dans
laugmentation de l'activité antimicrobienne dueaude stabilité accrue de la molécule. Par
ailleurs, le terme circulaire a été associé a eesébiocines pour les distinguer des peptides
cycligues comme les polymixines, la cyclosporinetdla gramicidine S synthétisées par la
voie des peptide-synthétases appellées NRPS (iosorifel peptides synthetase) (Koglin et
Walsh, 2009, Marahiel et Essen, 2009). Comme |é&esmlactériocines, les bactériocines
circulaires agissent par la perméabilisation deéanbrane cytoplasmique et la perturbation

de la force protomotrice membranaire de la bactébie aboutissant a la mort cellulaire.

Il existe des divergences quant a la classificatie ces bactériocines circulaires. Paul
Cotteret al. (Cotteret al, 2005b) ont intégré ces bactériocines dans lssel#ls alors que
d’autres auteurs ont préféré créer une nouvellsselgpour ces bactériocines : la classe |l
(Franzet al, 2007), la classe IV (Maquead al, 2008) ou la classe V (Kempermanal,
2003). Huit bactériocines circulaires ont été cana®ées a ce jour, parmi lesquelles cing sont
produites par des bactéries lactiques (carnocyéingasseéricine A/ reutéricine 6, entérocine

AS-48, lactocycline Q, ubérolysine), tandis quéudyrivibriocine AR10 et la circularine A
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sont produites respectivement palostridium beijerinckii(Cl. beijerinckii) et Butyrivibrio
fibrisolvens(By. fibrisolveng (Figure 1. 33). Quant a la subtilosine A produite f@rsubtilis
sa séquence est atypique. En effet, elle ne carmien35 résidus contre 58 a 70 résidus pour
les autres bactériocines circulaires et de plds, pssede des ponts thioéthers distincts de

ceux présents chez les lantibiotiques (Kawwkal, 2003).

La gasséricine A isolée dactobacillus gasseiiLb. gassel)i et la reutéricine 6 isolée
deLactobacillus reuter{Lb. reuter) possédent la méme séquence en acides aminési(Kawa
al., 2004) et aucun des deux peptides ne possede alanide (Arakaweet al, 2010). De
plus, les clusters de genes impliqués dans la bibége de ces deux bactériocines circulaires
sont identiques (ltet al, 2009). Ces deux peptides sont donc une seul@€mienbactériocine
circulaire (Arakawaet al, 2010). Tres récemment, une nouvelle bactériocineulaire
nommee garvicine ML a été isolée de. garvieae La garvicine ML est un peptide de 60

résidus caractérisé par un tres court peptide tedal8 résidus (Borreret al, 2011).

Nous nous intéresserons ici plus particulierenadréntérocine AS-48, la bactériocine
circulaire la mieux étudiée de nos jours, prodpée différentes soucheskti. faecaliset En.
faecium(Folli et al, 2003, Joostent al, 1996, Maquedat al, 2004, Martinez-Buenet al,
1994, Tomiteet al, 1997).

IvV.3.1. Structure

Les bactériocines circulaires ont été diviséesdenx sous-groupes en fonction de
leurs homologies de séquences en acides aminégi(€bal, 2005b, Martin-Visscheet al,
2009). Le groupe llc (i) regroupe la carnocyclingl& circularine A, I'entérocine AS-48, la
garvicine ML et I'ubérolysine, tandis que le groupme(ii) comporte la butyrivibriocine AR10

et la gasséricine A/ reutéricine leigure 1. 33).
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Bactériocine Bactérie productrice Référence

1 10 20 30 40 50 60 70
lic(i) " . . . . . .
AS-48  MVKENKFSKIFILMALSFLGLALFSASLQFLRIH M Adewv IIVSIL T-BV- [eEdes IAANERE TN Y LKEE- K- KKEeKREVIEY-- I En. faecalis (Martinez-Bueno  etal. ,1998)
CclA MLYE -L VBYENQeFAENNSLINIG L -1 [e- e ClISGVFTA [SAALY- KEJUKK—YIQL  Cb. maltaromaticum  (varinvisscher ~ etal. , 2008b)
CirA VERRYAGAL (e AAYTIVNYI [INEGERY TVRe | ESSHIASGd F - KOSMAR-INJAY C 1. beijerinckii (Kemperman etal. ,2009)
GarML VFD [ (WA TeMINQ AR TIATAYSAGMDIAIAL SLFSARF TRAEIMA - WG Gl |- ! Lc. garvieae (Borrero etal. ,2011)
LacQ VK AV OMGIAVG--NLA  SWVL--AlIVRE-P [EWAIXEWNAAL| OGKIVAA- A-- Lactococcusc.  Sp.  (sawaetal. ,2009)
Ubér MDILLE DIokeAAAR]! STERTV- - INVSASADH] R ENYISRNIK- AQ---- Str. uberis (Wirawan etal. , 2007)

0]

B-AR10 MSKKQIMSNCISIALLIALIP NI (N@FVABIK APAWYQDIVNWV& NEAR VGV PAVINTAANAZCESA By. fibrisolvens (Kalmokoff ~ etal. ,2003)
GassA MVTKYGRNLGLNKVELFAIWAVLVVALLLIAN [NYgWIABIOQ S TGTARKLLDAM CT”F ANLEVAL [ZAVAL AVACaL € TP& Lb. gasseri (Kawai etal. ,2009)

Figure 1. 33. Alignement de séquences des bactérines circulaires de classe lld’'aprés Martin-Visscher L.Aet al. (Martin-Visscheret al, 2009).

La séquence spécifique au précurseur de la bagitgi@st représentée en italique, le site de diveg) représenté en violet. Dans chaque-gouge, sont surlignés en rouge, bleu clair, k
foncé, vert et magenta les résidus conservés rigpment a 100 %, 83 %, 66 %, 50 % et 33 %. (AS-dBtérocine AS-48 ; B-AR10 : butyrivibriocine-AR1@clA : carnocycline A ; Cir :
circularine ; Gar : garvicine ; Gass : gassérigibac : lactocyclicine ; Ubér : ubérolysin€anobacterium maltaromatocunCbh. maltamoraticum
> . .

: Site de clivage.
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L’entérocine AS-48 est une bactériocine circulaicationique amphipathique
composée de 77 acides aminés (Gabteal, 1989). Des analyses par RMN (Gonzé&eal,
2000) et diffraction des rayons X (Sanchez-Barrenal, 2003) ont révélé sa structure est
constituée de cing hélices. résidus 9-21o1), 25-34 ¢2), 37-45 ¢3), 51-62 (4) et 64-5
(o5) (Figure I. 34) (Gonzalezet al, 2000, Langdoret al, 1998) formant une structure

tridimensionnelle compacte et globulaire (Gonz&teal, 2000) Figure 1. 34).

N-er Y] mm'ﬂmﬂﬂ.ﬁﬁ — STy e
MAKEF GIPAAVAGTVLNVVE AGG AV GSGGLSLLAAGRE KGKRAVIAW

ab al a3 ab

Figure I. 34. Structure secondaire de I'entérocinAS-48 (Gonzalezet al, 2000, Langdon
et al, 1998).

Le trait en pointillés représente la liaison pepue formée entre la méthionine (M-terminale et le
tryptophane (WXC-terminal au cours de la cyclisation.

Bien que la carnocycline A ne présente que 30 %edtité de séquence avec I'entérocine
AS-48, la structure tridimensionnelle de ces deagtdriocines est proch&igure 1. 35).

Cependant, la carnocycline A ne possede que 4nggio hélice.

La structure circulaire ainsi que I'oligomérisaticonferent a ces bactériocines une
activité biologique décuplée en apportant une Btélithermodynamique et une intégrité a

leur structure protéique ainsi qu’une protectionto® des protéases (Maquestal, 2008).
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Monomere d’AS-48 (PDB : 1083) Dimere FD-Il d’'AS-48 (PDB : 1084)
(Sanchez-Barrenat al, 2003) (Sanchez-Barrenat al, 2003)

Carnocycline A (PDB : 2KJF)
(Martin-Visscheret al, 2009)

Figure I. 35. Structures tridimensionnelles de la @nocycline A (Martin-Visscheret al,
2009))et des formes monomérique et dimérique (FD-II) deéntérocine AS-48(Sanchez-
Barrenaet al, 2003).

Iv.3.2. Biosynthése

Les génes impliqués dans la biosynthése des haaitées circulaires sont organisés
en clusters de génes retrouvés sur le chromosountgrifhbriocine AR10, circularine A,
subtilosine, ubérolysine) ou sur un plasmide coafifigentérocine AS-48, gasseéricine A). Le
systeme génétique impligué dans la biosyntheseaetégulation de la production de
I'entérocine AS-48 renferme 10 genes (Diez al, 2003, Martinez-Buenat al, 1998)
(Figure 1. 36).
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Entérocine AS-48gs-49 (Martinez-Buenaet al, 1994)

Butyrivibriocine AR10 bv) M@@E} (Kalmokoff et al, 2003)

Figure I. 36. Organisation génétique des clustersedgenes impliqués dans la biosynthese
et la régulation de la production de deux bactéridoes circulaires : I'entérocine AS-
48 (@s-49 (Martinez-Buenoet al, 1998)et la butyrivibriocine AR10 (bvi) (Kalmokoff et
al., 2003).

L] : précurseur de la bactériocine.

|| : export.

HEE : immunité.

N : régulation

| : protéine biosynthétique.

_|:| : protéines de fonction inconnue.
: promoteur.

Le géneas-48Acode un précurseur de 105 résidus comprenantptidpdeader de 35 résidus
sans motif Gly-Gly. Le gen@s-480 code une protéine d'immunité responsable de la
protection de la souche productrice contre sa prbpctériocine. Les genas-48GD et as-
48EFGH codent chacun un transporteur ABC impliqué respectent dans I'export de la
bactériocine et dans I'immunité de la souche prtrthec Le transporteur ABC codé par le
geneas-48EFGHjoue le réle de pompe d'efflux pour les molécutBentérocine AS-48
présentes dans le milieu intracellulaire de la drastproductrice (Diazt al, 2003). Ce
systeme de protection vient compléter I'immunit@a@pée par la protéine d'immunité codée
par le géneas-480 (Diaz et al, 2003). Se rajoute a ce systeme d'immunité, unéjppre
d'immunité auxilliaire codée par le geas-48Cdont le mécanisme d’action est encore mal
connu (Fernandeet al, 2008). Enfin, le genas-48Bserait impliqué dans la maturation de la
bactériocine (Martinez-Buen@t al, 1998) Figure |. 36). Produite sous forme d’'un
précurseur inactif, 'entérocine AS-48 subit ungesde modifications durant son export avant
d’acquérir sa forme active. En effet, le précursesird’abord clivé entre I'histidine (H et la
méthionine (M%) par une peptidase spécifique avant de subir wmdisation entre la
méthionine (M)N-terminale et le tryptophane (V@}terminal pour conduire a la forme active
du peptide (Maquedet al, 2008, Martinez-Buenet al, 1994) Figure I. 37).
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Précurseur de I'entérocine AS-48

1

MVKENKFSKIFILMALSFLGLALFSASLQFLP @AKEFGIPAAVAGTVLNWEAGGWVTTIVSILTAVGSGGLSLLAAGRESIK AYLKKEIKKKGKRAVIAW

1. Clivage protéolytique
2. Cyclisation

Entérocine AS-48 mature
ﬁhﬁﬁﬁ-ﬂﬁhv 1AW M"HEFGJHAA v

A
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Figure I. 37. Voie de maturation de I'entérocine ASA8 (Maquedeet al, 2008).

Le cluster de génes de la butyrivibriocine AR1@nporte principalement 6 géenes,
mais seul le génbviA codant le précurseur de la bactériocine a étéeataint identifié. Les
genesbviB etbviE coderaient respectivement un ABC transporteua grdtéine d’immunite.
Précédant ce cluster, deux phases ouvertes dedd@&F1/ ORF2) codant un régulateur a
deux composants, pourraient intervenir dans lalagign de la synthese de la butyrivibriocine
AR10 (Kalmokoffet al, 2003) Figure I. 36).

IV.3.3. Mécanisme d’action et immunité

a. Mécanisme d’action

Les bactériocines circulaires présentent un lapectre d’activité dirigé contre de
nombreuses bactéries & Gram positif. L’activité teondes bactéries a Gram négatif
n’interviendrait que lorsque la structure de lelenmbrane externe est altérée (Anaedal,
2005, Shelburneet al, 2007) ou dans des conditions particulieres (EDBAdium
tripolyphosphate (STPP), pH 5, pH 8,6, chaleur)gAsuet al, 2005, Martin-Visscheet al,
2011). Un modele de mode d’action a été proposé fentérocine AS-48 (Maquedet al,
2004, Sanchez-Barrerd al, 2003).

L’entérocine AS-48 agirait sous forme d’homodimérepermeéabilisant les membranes

cytoplasmiques des bactéries cibles par la formalies pores. Au cours de son interaction
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avec la membrane cytoplasmique de la bactérie,clit@atérocine AS-48 prendrait deux
formes homodimériques différentes, la FD-I (formenétique-l) et la FD-Il. Les deux
monomeres de l'entérocine AS-48 FD-l et FD-Il seméirespectivement liés par des
interactions hydrophobes via les héliodsa2 eta3 et par des interactions hydrophiles via les
hélicesa4 eta5 (Sanchez-Barrenet al, 2003) Figure 1. 38).

H . FD1 .
Ha | 3. B
™ ‘
i H2 . i-\/; 4 :’}3.‘;}? d
o LN,
FD-I ~— & X

& QL
R0 363 )(

Milieu extracellulaire

%S))\ K55
'u(\

W e

g‘)‘ Membrane
\‘)\ n i ' [ cytoplasmique
SEIBIRIRS | P
S M&’P

Milieu intracellulaire

Figure 1. 38. Représentation schématique du mode attion de I'entérocine AS-48
d’apres Sanchez-Barrena Mei al. (Sanchez-Barrenet al, 2003).

Les hélices (Hhydrophobes et hydrophiles sont respectivement représentées en vert et en lobs fleches
grises indiquent le mouvement de rotation des deomomeres de I'entérocine AS-48 ; FD : forme diopdei

Par sa forte charge cationique, localisée en pdigicau niveau des héliceg eta5 (Figure

l. 34), la FD-I de I'entérocine AS-48 interagirait fament avec la membrane plasmique
chargée négativement (Maqueeaal, 2004) Figure I. 38). Les diméres de bactériocines
ayant interagi avec la membrane se réorganiseraiesuite pour former la FD-Il afin de
faciliter I'insertion dans la membrane et la forinatdes pores (Sanchez-Barragial, 2003)
(Figure 1. 38).

b. Mécanisme d’'immunité

L’association de la protéine d'immunité & un systede transport ABC, jouant le réle
de pompe d'efflux, décuple la fonction d'immunitBez certaines souches productrices de

bactériocines circulaires (Maqueétal, 2008).

Chez I'entérocine AS-48, la protéine d'immunitédée par le genas-480, est une
protéine de masse moléculaire de 6,3 kDa catioregjdi@tement hydrophobe, suggérant étre
une protéine totalement membranaire (Maquetdal, 2008). Des études ont montré que le
gene as-48EFGH codait des protéines constituant un transporteBC Ampliqué dans la

protection de souche productrice contre sa propéhiocine en maintenant une faible
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concentration de la bactériocine dans le milievattllulaire (Diazet al, 2003). D’autres
études ont montré que le geem48Cprésent sur I'unité de transcriptias-48ABCqui porte

le géne codant le précurseur de I'entérocine ASedle une protéine d'immunité auxiliaire
(Figure I. 36). En effet, les genes codant la bactériocine giregine d'immunité doivent
étre co-transcrits pour que l'immunité soit instarite et effective des la production de la
bactériocine. Comme le gems-480 codant la protéine d'immunité n’est pas situéquet
coté de celui codant le précurseur d’AS-48, |laénat codée par le gers-48Cassurerait
une premiere protection en attendant la transonpties geness-480 et as-48EFGH

présents sur des opérons différents (Fernaatialz 2008).

V.4, La classe IId : les bactériocines linéaires, non difi€es, non
« pediocin-like »
La classe lld regroupe des bactériocines prodyigesdifférentes bactéries lactiques
ainsi que de&nterococcusLa classe lld forme un groupe hétérogéne deéhactnes qui ne
présentent pas de similarités avec les autresrimagt®es de classe |l (Cottet al, 2005b) et

n’ont pas de caractéristiques communes.

IV.4.1. Les différentes bactériocines de classe Ild

La diversité de caractéristiques de séquences staties d’export des bactériocines
de classe lld permet leur division en trois sous4ges :
a- Bactériocines sécrétées via la voie de sécr&@un
b- Bactériocines dépourvues de peptide leadeeetéduence signal.

c- Autres bactériocines.

a. Bactériocines sécrétées via le systeme Sec

Le systeme Sec est la voie d’export la plus emgrinhez les archées, les eubactéries
et les eucaryotes. Ce systéme d’export permefatslvcation des précurseurs portant une
séquence signd-terminale vers le milieu extracellulaire. Au codes 'export, le précurseur

est clivé pour acquérir sa forme mature.
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Parmi ces bactériocines, la divergicine A, progpar Carnobacterium divergens
LV13, est la premiére bactériocine découverte ptedpar une bactérie lactique n’utilisant
pas le transporteur ABC pour son export (Woratoal, 1995). La propionicine T1 est
produite par deux souches bactériennes différetgédopionibacteriumthoenii sous forme
de précurseur contenant une séquence signal Sgedfal, 2000). Comme la divergicine A
et la propionicine T1, la lactococcine 972 est prtalparLc. lactisIPLA972 sous forme d’un
précurseur renfermant une séquence signal Sec ifanret al, 1999). D’autre part, la
lactococcine 972 présente une forme active homattjon® ce qui pourrait jouer un réle
important dans son mode d’actiop.§0 (Martinez et al, 2000, Martinezet al, 2007,
Martinezet al, 2008) Figure I. 39).

1 10

Div A MKKQILKGLVIVVCLSGATFFSTPQG AAAPKIEQKQKNCVNG ILA (Worobo etal. ,1995)
Len 792 MKTKSLVLALSAVTLFSAGGIM@A EGTWQHG AYSNYHE < (Martinez etal. ,1999)
PctTL  MKKTLLRSGTIALATAAAFGASLAAAPBA VPGGCﬁYT NRDVI--- e < (Faye etal. ,2000)

30 40 50
Div A - € BN EGPGGVEEGIEARA-- E-mr [@oeee- (Worobo etal. ,1995)
Lcn792 ATVVNNNT-JER(EKDTQRIENVINRAT-- UGR TEKA- FYY w (Martinez etal. ,1999)
Pct T1 - [EQFRIR-EDCNNEPDKT PKVNYSV GQP SIS-- [FETK (Faye etal. |, 2000)

Figure 1. 39. Alignement de séquences peptidiquesesl bactériocines de classe Iid
Sécrétées via la voie Sec.
La séquence peptidique spécifique au précurseuepstsentée en italique, le site de clivage gsesenté en violet. Sont

surlignés en rouge et en bleu les résidus conseegpgectivement a 100 % et 65 %. (Div : divergicihen : lactococcine ;

Pct : propionicine).

Cependant, certaines bactériocines de classe dlame les bactériocines T8/ 743A (De
Kwaadstenieet al, 2006) et I'hilaricine JM 79 (Sanchez al, 2008), utilisent aussi la voie
Sec pour leur export. En raison de la présence déduence consensus YGNGV/L et de la
forte activité antikisteria, ces bactériocines ne sont pas placées dansskedld mais dans la

classe lla.

b. Bactériocines dépourvues de peptide leader et de
séquence signal (« leaderless »)

. Bactériocines produites par des bactéries du genre
Enterococcus

Les bactériocines « leaderless » peuvent étreufieodeules (auréocine 53, entérocine
Q, lacticine Q, lacticine Z), ou bien sous forme diux (entérocine 1/J, entérocine L50,

entérocine MR10) ou quatre peptides proches (Aiméok70) Figure I. 40).
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1 10 20 30 40 50 60

Aur 53A - KY-- GKKWSAA\EY €- EVLE---- WLN/-[€PT- LEW\NCKLE- K- uAGL (Netz etal. ,2002)

Aur A - - - €GGIASAL---- [€--------- WAA CE KAVG --- | (Netz etal. ,2001)

Aur B -- AGGATYA-- [eL[NKI I --------- (Netz etal. ,2001)

Aur C NMAGELGTYI C)—EIL ---------- €---------—- (Netz etal. ,2001)

Aur D WGAASEAGLYGIE (Netz etal. ,2001)

Ent G N----- {|E (Ruiz-Barba  etal. ,2007)
EntJ G D-- ElE (o (Ruiz-Barba  etal. ,2007)
Ent L50A G N----- {|E (Cintas etal. ,1998)
Ent L50B G D-- ElE (o (Cintas etal. ,1998)
Ent MR10A [VICAVA G N----- { ID (Martin-Platero etal. ,2006)
Ent MR10B | -- G D-- [lE I-- (Martin-Platero  etal. ,2006)
Ent Q """ V\EK' SC (Cintas etal. ,2000)
Ent RJ-11 N----- <|| -RMWRT (Cintas etal. ,1998)
Lng Q LDWLNA AlD UKQMLGIK  (rujta etal. 2007
Lng Z - LDW NA- [el¢AID -- UKQRLGIK  (watani etal. 2007

Figure 1. 40. Alignement de séquences peptidiquesesl bactériocines de classe Iid
dépourvues de peptide leader et de séquence signal.

Sont surlignés en rouge, bleu clair, bleu foncé, veagenta et gris les résidus conservés respectint a 100-90 %, 85-75
%, 70-60 %, 55-45 %, 40-30 %, 25-15 %. (Aur : aohé® ; Ent : entérocine ; Lnq : lacticine). La Ma ckes bactériocines est
formylée.

L’entérocine L50, produite pdEn. faeciumL50, est une bactériocine composée de
deux peptides, I'entérocine L50A (EntL50A) et I'érdcine L50B (EntL50B) partageant 72
% de similarité de séquence (Cinetsal, 1998) Figure I. 40). L’'EntL50A et I'EntL50B
sont co-transcrites a partir de deux genes présanige plasmide pCIlZ1 (Cintag al, 1998).
Chacun de ces deux peptides présente une fortgit@ctntimicrobienne seul ou en
association (Cintaset al, 1998). S ce n’étant I'absence du peptide led@&tjon synergique
des deux peptides EntL50A et EntL50B pourrait pétmaele placer I'entérocine L50 dans la
classe IlIb. L'entérocine L50 est également prodpie d’autres souches Etiterococcus
telles quEn. faecium6Tla etEn. faeciumMRR10-3. Elles sont respectivement appelées
entérocine I/ J (Florianet al, 1998, Ruiz-Barb&t al, 2007) et entérocine MR10R/ MR10B
(Martin-Plateroet al, 2006). Une autre bactériocine, I'entérocine RJekL un peptide unique
produit parEn. faecalisRJ-11, similaire a 'EntL50A. Contrairement auxé@otines Ent50A
et Ent50B, I'entérocine RJ-11 agirait probablensmtle (Yamamotet al, 2003). En plus de
porter les génes codant la batériocines L50, Ienpilde pC1Z2 renferme un gene codant une
autre bactériocine de classe lld, I'entérocine @t@s et al, 2000). Les genes codant les
précurseurs des deux bactériocines sont généralemaxprimeés (Cintast al, 2000, Criado
et al, 2006).
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. Bactériocines produites par des bactéries du genre
Staphylococcus

Parmi ces bactériocines, I'auréocine A70 et I'aomd® A53 sont produites respectivement
parSta. aureus\70 etSta. aureus\53 (Netzet al, 2001, Netzt al, 2002). L’'auréocine A70
est composée de 4 peptides dépourvus de séqugned SAUrA, AurB, AurC et AurD (de
Oliveira et al, 1998) Figure 1. 40). AurA, AurB, AurC présentent une activité
antimicrobienne lorsqu’ils sont présent seuls, nagisune activité synergique entre ces trois
peptides n'a été mise évidence. AurD ne peut paspérrifié séparément des autres peptides
mais son homologie de séquence avec les autreslgepiur suggere qu’AurD possederait
€galement une activité antimicrobienne (de Oliveiral, 1998). L'auréocine A53 présente
une charge globale cationique ainsi qu’une séquealce en tryptophane (Net&t al, 2002).
Elle est active contre un grand nombre de bacté&i€@am positif, telles gin. faecium
Listeria innocua (Li. innocuadu Sta. aureusavec des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) de I'ordre du nanomolaire (Nett al, 2002).

. Bactériocines produites par des bactéries du genre
Lactobacillus

D’autres bactériocines de la classe Ild sont ptedupar des bactéries du genre
Lactobacillusparmi lesquelles la lacticine Q (Fujigd al, 2007) et la lacticine Z (lwatamit
al., 2007) produites respectivement par lactisQU 5 etLb. lactisQU14. Ces deux peptides
présentent une homologie de séquence et leur métbiN-terminale serait formyléd={gure
l. 40). Par ailleurs, les lacticine Q et Z sont actigsgec des CMI de I'ordre du nanomolaire
contre des bactéries a Gram positif telles dgeillus Enterococcus, Lactobacillus
Leuconostoet PediococcugFujita et al, 2007, Iwatanet al, 2007). De plus, la séquence de

la régionN-terminale des lacticines Q et Z est proche de ckdl’auréocine A53.

C. Bactériocines « autres »

. La lactococcine A et les bactériocines homologues
La lactococcine A, produite par quelques souched delactis est la premiere
bactériocine de classe Ild identifiée et la mieaxactérisée a ce jour (Hoket al, 1991,
Stoddardet al, 1992). Le systeme génétique impliqué dans layhibgse de la lactococcine
A est situé sur le plasmide p94B4-6 chez lactissubsp.cremoris9B4 (van Belkumet al,
1991a) a l'origine de la production de deux autpestériocines, la lactococcine B (van

Belkum et al, 1992) et la lactococcine M (van Belkuet al, 1991a, van Belkunet al,
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1992). La séquence des peptides leader des lacinescA, B et M sont tres similaires, ceci
serait d0 a un mécanisme de maturation et dexpehtique Figure |. 41). Des
bactériocines produites par d’autres genre bac®sent trés similaires a la lactococcine A.
Parmi elles, la bovicine 255 est produite areptococcus gallolyticusRC0255 (Whitfordet
al., 2001) tandis que la thermophiline A est prodpide Str. thermophilusST134 (Ward et
Somkuti, 1995) Figure I. 41). De plus, toutes les bactériocines de ce groope roduites

sous forme d’un précurseur qui est clivé au nivskamotif Gly-Gly lors de I'export.

1 10 20
v

Bvc 255 MNTKTFEQFDVMTDEALSTSEGK GYCKPVYYAANGY--- BCRYSN (whitord ~ etal. ,2001)
Cbn A/ Psc 61 MNNVKELSIKEMQQEG DQMS)GVNYEK' GSS8- K (Holck etal. 1994, Worobo  etal. ,1994)
Dur TW-49M MQTIKELNTMELQKIIGG ENDHRMPELNRPNN{&- K (Hu etal. ,2008)
Ent B MQNVKELSTKEMKQBG ENDHRMPNELNRP K (casaus etal. 1997)
Lcn A MKNQLNFNIVSDEELSEAXK LTFIQ STAPEDLYYNTNTH- KYV (Holo etal. ,1991)
Lcn B MKNQLNFNIVSDEELAEVASG S LQYVMSAGPYTWKDIRT- €KTl  vanBekum etal. 1992)
Lecn M MKNQLNFEILSDEELQGISG IR GT- GK--- E- LAAAME- €AAM (vanBelkum etal. ,1991a)
Thm A MNTITICKFDVLDAELLSTVEG YS GKDCLKDNe-- GYA!—AG €SG  (ward et Somkuti, 1995)
30 40 50 60 70
Bvc 255 - \Y/| ANE----- WMVSSL-- [ElGYF----- C (Pwhittord  etal. , 2001)
Cbn A/ Psc 61 §S-—- [€PL-e- |1l - BOM-- [§ (Holck etal. 1994, Worobo  etal. ,1994)
Dur M G-- C-GPEGFI S- S VLECM (Hu etal. ,2008)
EntB  BEAA-|B-- IA- €] Fle] - EK--- [E€PLA-- MAAEL- AN-VY-- §----- KCN (Casaus etal. ,1997)
Lcn A YQ  QITQ-N-/AFe- AAANTI |Y-- Ne-----  WUMCefs- Iel(F------- :LHH (Holo etal. ,1991)
Lcn B D ASYTF- [e--- \YMAEE----- - [€KTF------------- H  wanBekum eta. 1092
Lcn M IE-- C--- nl e- A -- eAlM A“ - ‘AMKEl (vanBelkum etal. ,1991a)
Thm A AL- ----  [€AFV[EAHV- Nel[(FACMGM El\EFN (Ward et Somkuti, 1995)

Figure 1. 41. Alignement de séquences peptidiqguesesl bactériocines de classe Ild
« autres ».

La séquence peptidique spécifique au précurseurepsésentée en italique, le site de clivage («E@st représenté en
violet. Sont surlignés en rouge, bleu, vert et grgsrésidus conservés respectivement a 100 %5 85;50-50 % et 35-25 %.
(Bvc : bovicine ; Cbn : carnobactériocine ; Enttéeacine ; Lcn : lactococcine ; Thm : thermophijine

”: Site de clivage.

. L’entérocine B et les bactériocines homologues

L’entérocine B est co-produite p&n. faeciumavec I'entérocine A, une bactériocine
de classe lla T136 (Casaesal, 1997, Havarsteiet al, 1994). L'entérocine B présente des
similarités de séquence avec les carnobactérigviméscicoline 61 produites respectivement
par Carnobacterium piscicol§Cb. piscicola LV17A (Woroboet al, 1994) etCb. piscicola
LV61 (Holck et al, 1994).Enterococcus duran@U 49 produit la durancine TW-49M dont la
régionN-terminale est fortement semblable a celle dedertine B (Huet al, 2008) Figure
1. 41).
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IV.4.2. Mode d'action

La diversité de séquences peptidiques et de mddepatt chez la classe lld confere
des modes d’action difféerents aux bactériocinescelegroupe. Nous nous limiterons aux

bactériocines les plus étudiées, la lactococcinia fctococcine 972 et la lacticine Q.

a. La lactococcine A

La lactococcine A est active contre des bactépleglogénétiguement proches et
présente un spectre d’activité étroit (Heloal, 1991, van Belkunet al, 1991b). Comme les
bactériocines de classe lla, la lactococcine A pabrilise la membrane cytoplasmique et
perturbe le potentiel membranaire des bactéridexivan Belkurnet al, 1991b) en se fixant
au récepteur mannose phosphotransférasp.Eprésent dans la membrane plasmique des
bactéries cibles (Diegt al, 2007). La protéine d'immunité de la lactococcitag LCIA,
s’associerait a la membrane cytoplasmique (Nissegéevkt al, 1993a, Venemat al, 1994)
en se fixant au complexe lactococcine Affzl. Elle empécherait ainsi la perméabilisation
membranaire des bactéries productrices (Baeml, 2007). Il a été montré que les deux
composants membranaires IIC et [ID de'\g} étaient impliqués dans linteraction avec la
LcnA et dans la formation du complexe avec la pneté’immunité LciA (Diepet al, 2007).
Malgré les différences de séquence peptidique tidfaupactériocines de classe lld comme la
lactococcine B partagent ce méme mode d’actionp(Bial, 2007).

b. La lactococcine 972

La lactococcine 792 est une bactériocine de 6@eacaminés chargée positivement
produite parLc. lactis OPLA972 (Martinezet al, 1999). Contrairement aux autres
bactériocines de classe Il, la lactococcine 79gihj@as sur la membrane cytoplasmique. En
effet, elle agit sous forme d’homodimére et inhilae biosynthése du peptidoglycane,
empéchant la formation des septa lors de la divisigllulaire chez les bactéries du genre
Lactococcus(Martinez et al, 2000). De plus, la lactococcine 792 active let&sye de
régulation a deux composants CesSR (Cell Envel&ipess) chez les bactéries sensibles
(Martinezet al, 2007). Le systeme CesSR, impliqué dans des dei¢sansduction de signal
dépendantes des conditions extracellulaires, &sstuvent activé lorsque le lipide Il interagit
avec un antibiotigue (Maschest al, 2004). Des études montrant l'inhibition de la

polymérisation du lipide Il par la lactococcine 782vitro confirment linteraction de la
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bactériocine avec le lipide Il (Martinez al, 2008). La lactococcine 792 est ainsi la premiere

bactériocine non lantibiotique a interagir avetigale II.

C. La lacticine Q

La lacticine Q est responsable de la perméahdisates membranes plasmiques des
bactéries sensibles par formation de pores saressiéer une interaction avec un récepteur
membranaire, contrairement a la grande majoritébdet@riocines de classe lla (Yoneyasta
al., 2009a). En interagissant avec les phospholipie®sbranairesHigure 1. 42), la lacticine
Q induit la formation de pores toroides accompagtige mouvement de « flip-flop » des
phospholipides membranaires (Yoneyagtal, 2009b) Figure 1. 42). Ce type de pores est
retrouvé pour des peptides antimicrobiens procuatsdes eucaryotes tels que la magainine 2
(Yang et al, 1998) et la mélittine (Leet al, 2004). La lacticine Q est, pour le moment, la
seule bactériocine produite par des bactéries en@usitif pour laquelle la formation de tels

pores a été démontrée.

Milieu extracellulaire

A

Lacticine Q

YA YaaY oY

Membrane

cytoplasmique zi%asii‘i%iéiaisi

Milieu intracellulaire

2

8

Figure |. 42. Représentation schématique de la foration de pores toroides par la
lacticine Q d’apres Yoneyama, [et al(Yoneyamaet al, 2009b).

La fleche rouge indique le flux d’ions et de molésuintracellulaires.

V. Les applications des bactériocines

V.1. Les bactériocines en agroalimentaire

La bioconservation des aliments fait I'objet deptfisans de nombreuses études. Elle
consiste en une augmentation de la durée de vieeetmélioration de la sécurité sanitaire
des produits alimentaires, en utilisant des miganismes et/ ou leurs métabolites (Reks
al., 2002, Stiles, 1996).
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L’'HACCP (Hazard Analysis et Critical Control Pasiit ‘analyse des dangers et des
points critiques pour leur maitrisest un systeme de gestion qui identifie, évaluaaitrise
les dangers significatifs au regard de la sécu@e aliments. Malgré la mise en ceuvre de
technologies modernes et de concepts de sécunitaisas, 'THACCP n’est toujours pas
arrivée a contréler 'émergence de nouveaux patmegeolonisant les denrées. Dans ce
contexte, les bactéries lactiques et/ ou leurs lmoétas utilisées depuis des millénaires d’'une
facon empirique par de nombreuses populations, gugusontribuer a la conservation des
aliments (Rosset al, 2002) {Tableau I. 3 (p.12-19. C’est grace aux propriétés
antimicrobiennes de métabolites qu’ils synthétiset@ls que [I'éthanol, le peroxyde
d’hydrogéne, le diacétyle (Atrih et Foster, 2001@3,composés antifongiques (Corsettal,
1998), les acides phénictiques (Lavermicoccat al, 2000), les antibiotiques comme la
reutéricycline (Holtzelet al, 2000) et les bactériocinegue les bactéries lactiques sont
reconnues comme de bons agents de conservatioprodsits alimentaires (Abeet al,
1995, Klaenhammer, 1988). Afin de diminuer l'u@ili®n des additifs chimiques dans
I'alimentation et d’obtenir des aliments préts &dsmsommation et respectant les regles de la
sécurité sanitaire, l'industrie agroalimentaire Emrope s’intéresse a [l'utilisation des

bactériocines comme bio-conservateurs (Robersah, 2004).

L’absence de toxicité pour les cellules eucaryetda perte d’activité en présence des
protéases présentes dans le tube digestif présatgenpripriétés qui pourraient placer les
bactériocines parmi les substances sans danget’doonme. Elles doivent cependant, pour
le moment, étre considérées comme un moyen de rvaitis® complémentaire a ceux déja
existants (Deegarmt al, 2006). Pour améliorer leur conservation, les atita sont soit
supplémentés en bactéries productrices, la bactéei@tant produiten situ (p.12-14), soit en

bactériocineex situ
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Applications

Bactériocines

Classe Effets

Références

Dans les produits laitiers

Nisine

Prévenir la prolifération d'endospores @arbotulinum
et la contamination pdii. monocytogenedans le
fromage

(Wirjantoroet al,
2001)

Lacticine 3147

Inhibition deLi. monocytogenedans les yaourts

naturels et le fromage écremé (Morganet al, 2001)

Pédiocine PA-1/

Inhibition deLi. monocytogenedans les fromages (Rodriguezt al,

AcH lla blancs, crémes et sauces a base de fromage 2002)
. Inhibition rapide de.i. monocytogenest inhibition
Entérocine AS-48 lie lente deSta. aureuslans le lait écrémé (Ananouet al, 2010)
En combinaison avec . L . . .
des acides organiques, | (I:Dric(:ac;ntamlnatlon des surfaces de préparations dd%a(Thomaset al, 2000)
lysozyme, chélateurs
. , Inhibition des entérobactéries et des espéces teppat
Dans les viandes et les Nisine Sogs’forme de .ﬂlm’ I aCarnobacteriundans les tranches de bceuf pendant(l&rcolini et al, 2010)
. activée par de 'lEDTA e
volailles réfrigération
En combinaison avec | _Inh|b|t|on d_E. coli et desStaphylococcusp. dans le (Garrigaet al, 2002)
HPH jambon cuit
Pédiocines lla  Inhibition deLi. monocytogenedans les viandes crues (ZI(?)(())cziglguezet al,
Traitée a la chaleur | Inhibition totale deLi. innocuadans le caviar (Al-Holy et al,
) . (65°C) d'esturgeon ou de saumon (ikura) 2004)
Dans les poissons Nisine

Immobilisée a des
films plastiques

Inhibition deLi. monocytogenedans le saumon fumé

pendant la réfrigération (Neetooet al, 2008)

Tableau I. 3. Exemples d’applications des bactérismes comme conservateurs alimentaired’'apres Gélvez, Aet al. (Galvezet al, 2011).
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V.1.1. Applications

La nisine (Rogers, 1928) est aujourd’hui la sdadetériocine Iégalement approuvée
comme additif alimentaire (additif numéro E234) sl pays. Elle a été évaluée comme
sans danger pour I'Homme par l'organisation desioNat Unies pour I'Alimentation et
I’Agriculture (ONUAA) et I'Organisation Mondiale po la Santé publiqgue (OMS) en 1969
ainsi que par les autorités sanitaires Européeand®83. La nisine est commercialisée sous
une forme semi-purifiée & I'état lyophilisé sousniem deNisaplin™ (Danisco, France)
(Figure 1. 43) et deChrisin™ (Christen Hansen, Danemark) (Guinatel, 2005).

Figure 1. 43. Nisaplin™.

(http://www.tradekorea.com/products/anti%20micrdlitm|?pageNum=3&linkFlag=2&outMax=1Q)

La nisine est souvent utilisée pour le contréléaderolifération de pathogenes tels que
Clostridium botulinum(CI. botulinun), Cl. tyrobutyricumet Li. monocytogeneslans les
produits laitiers (Davies et Delves-Broughton, 190®le est également utilisée dans d’autres
produits alimentaires pasteurisés comme les cr@jaeses, les desserts sucrés a base de lait,
les laits aromatisés et de jaune d’oeufs (Thoetaa, 2000). De plus, I'effet antimicrobien
de la nisine se trouve décuplé lorsqu’elle est@éesm d’'autres agents antimicrobiens comme
le monolaurine, le systéme de lactoperoxidase (SeHysozyme ou la reutérine (Galvet
al., 2007) ou a des hautes pressions hydrostatiqueld)Blacket al, 2005).

D’autres bactériocines ont, depuis, été commaeaséisisous la forme d’'un concentré
obtenu apres fermentation par la souche produatti@gomisation d’'un substrat alimentaire
tel que le lait, par exemple. Considéré comme grelient fermenté, ce type de préparation
contiendra d’autres métabolites microbiens telsl@oéde lactique (Dortu et Thonart, 2009).
Parmi ces produits, figure la pédiocine PA-1/ Acthe bactériocine de classe lla
commercialisée sous le nomAita™ 2341 (Kerry Bioscience, Carrigaline, Co. Cork,
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Ireland) (Deegaret al, 2006). Elle est utilisée pour prévenir la contaation des fromages
blancs, les cremes fromageres et les produits €gqadi. monocytogene@Rodriguezet al,
2002).

Des tests réalisén vitro sur la lacticine 3147, un lantibiotique, ont méngu’elle présentait
un effet antimicrobien contrei. monocytogenest Sta. aureuslans les laits pour enfants et
dans les fromages blancs (Deegaral, 2006, Morencyet al, 2001, O'Sullivaret al, 2002,
Rosset al, 1999).

Une autre préparation commercialdflicrogard™ (Danisco,France) renferme des
propiocines produites p&ropionibacterium freudenreichgspp.shermanii(Weber et Broich,
1986). Elle est préparée a partir de lait écremécrddard™ 100) ou de dextrose

(Microgard™

200) fermentés et souvent utilisée comme additifentaire dans les fromages
blancs et yaourts.

Récemment, I'entérocine AS-48, une bactériocinecldsse llc, a montré des résultats
prometteurs quant a I'inhibition dgalmonella entericaans le lait écrémé (Martinez Viedma
et al, 2008). De plus, I'addition d’entérocine AS-48 sdarme lyophilisée a du lait écréemeé
inhibe la prolifération dé&i. monocyotgenest réduit progressivement le nombre des souches
de Sta. aureuwvivantes (Ananoet al, 2010).

D’autres bactériocines produites par des bacté@idgses que les bactéries lactiques sont
eégalement utilisées comme additif alimentaires.eHat, la variacine produite patocuria
variansinhibe la prolifération d®acillus cereuslans des desserts au chocolat et a la vanille

(O'Mahonyet al, 2001).

V.1.2. Conditionnements

Les bactériocines sont utilisées sous forme maifsemi-purifiée ou sous la forme
d'un concentré obtenu aprés fermentation d’'un sabstlimentaire comme le lait ou la
viande. Il est néanmoins, difficile de conditionies bactériocines sous forme purifiée. En
effet, la purification des bactériocines est ungcpdure longue et colteuse qui nécessite de
nombreuses étapes, a savoir une précipitation dfatesud’ammonium, différentes
combinaisons de chromatographies sur colonne p&ange d’ions ou interactions
hydrophobes et une étape finale de CLHP en phasesi. Ces traitements sont difficilement
applicables a I'échelle industrielle. Aussi, laagiigie souvent mise en ceuvre consiste en
I'adsorption de la bactériocine sur la cellule protice, ce qui est rendu possible par son

caractére généralement cationique, suivie d'unérit@gation (ou d’'une ultrafiltration) de la
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culture, puis de la désorption de la bactériociree pbaissement du pH (pH 2) et
augmentation de la concentration en chlorure déusudLes bactériocines semi-purifiées
sont ainsi conditionnées sous forme seche par abiomn ou lyophilisation (Dortu et Thonart,
2009, Parentet al, 1997).

Outre la forme lyophilisée des bactériocines, msvelles formes de conditionnement
alimentaire ont été développées (Gale¢al, 2007). Afin d’améliorer la durée de vie de la
bactériocine et d’en contréler la diffusion au @du processus de bioconservation, plusieurs
formes de conditionnement sont aujourd’hui propsséearmi elles, l'adsorption des
bactériocines dans des particules de silicone (@oyet al, 1996), I'encapsidation dans des
liposomes (Colaset al, 2007) ou l'incorporation dans différents matéxiafalginate de
calcium, cellulose, protéines de soja, films deypatcharides,...) (Luchansky et Call, 2004).
La bactériocine sera ainsi libérée dans le prauitours de la conservation.

Des emballages en polyéthyléne ou autres filmstigless contenant des bactériocines ont
également été développés. Ces emballages permatwntéduire la croissance des
microorganismes pathogenes ou indésirables poweatévelopper en surface (Deegaial,
2006, Galvezt al, 2007, Luchansky et Call, 2004).

V.2. Les applications médicales des bactériocines

L’émergence de la résistance aux antibiotiqueveutionnels ces derniéres années a
orienté la recherche vers I'étude de nouveaux agemtimicrobiens. Le mode d’action des
bactériocines qui different de ceux des antibiagconventionnels et l'innocuité des
bactériocines permettraient leur utilisation comumdeernative aux antibiotiques dans la
prévention et/ ou le traitement des infections daafes bactéries devenues résistantes aux
traitements conventionnels (Diclks al, 2011). Contrairement aux applications alimengaire
des bactériocines, aucune de bactériocine n’estj@uc commercialisée comme médicament.
Cependant, quelques-unes d’entre elles sont ers abassais cliniques pour le traitement
d’infections cutanées, respiratoires, systémigtlesieurogénitales ainsi qu’en tant qu’agents
contraceptifs parmi elles la rBPI21 en phase dliaidjl pour le traitement de la méningite
(Hancock, 2000).
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V.2.1. Applications

a. Traitements d’'infections cutanées

L’émergence de souches 8. aureusnulti-résistantes incluant une résistance a la
méthicilline (SARM) pose, depuis longtemps, un réebbleme dans les traitements
d’infections nosocomiales cutanées (Taybrl, 1992). La vancomycine est un antibiotique
a usage strictement hospitalier considéré commeelg traitement pour les infections aux
SARM. La mersacidine est un lantibiotique prodwt Bacillus sp. HIL Y-85,54728 active
contre de nombreuses bactéries pathogénes tadiesia, Staphylococcusu Streptococcus
dont les SARM (Sasst al, 2008). Injectée par voie intra-nasale chez dassmfectées par
des SARM et traitées a I'’hydrocortisone, la mediaei est active a des concentrations de 1, 5
et 10 mg/l contre les SARM, la CMI étant égale md/l (Kruszewskaet al, 2004). Comme
la vancomycine, la mersacidine agit en inhibargylathese de la paroi bactérienne chez les
bactéries a Gram positifp39 mais elle vise une cible différente, ce qui petraé
d’associer les deux agents antimicrobiens dans @martraitement et de contourner ainsi la
résistance bactérienne (Chattergteal, 1992). De plus, la mersacidine est active contre
Propionibacterium acnesine espece bactérienne rencontrée dans certainlempes cutanés
responsables d’acné, ce qui pourrait lui conférer wtilisation potentielle dans le traitement
de ce type d'infection (Niu et Neu, 1991). La lecte 3147, un autre lantibiotique, inhibe la
prolifération deSta. aureugt des SARM a différents pH ce qui permettraihdisager sont
utilisation contre ces infections (Galvat al, 1999). D’autres bactériocines du groupe des
lantibiotigues comme [I'épidermine et la galliderminproduites respectivement par
Staphylococcus epiderm(Sta. epidermiset Staphylococcus gallinarursont actives contres
Sta. aureu®t Sta. epidermis. des CMI de 4 et 8 mg/l (Kellnet al, 1988).

b. Traitements de la gingivite

La gingivite est une inflammation des gencivesoci#® a la plaque dentaire. La
plague dentaire est générée par un biofilm prineipant formé de bactéries du genre
Staphylococcusu StreptococcugFarge, 1998). Des tedts vivo réalisés chez les chiens ont
montré I'efficacité des lantibiotiques, comme Iginé, dans la prévention de formation de
plaques dentaires et d’apparition de gingiviteswelbet al, 1993). Depuis lors, la nisine a

été introduite dans des bains de bouche.

BLIS K12™ (Bacteriocin Like Inhibitory Substances K13, est un produit

commercial contenant des souchesSile salivariusqui produisent deux bactériocines, la
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salivaricine A2 et B actives contre des bactéresponsables de la mauvaise haleine (Tagg,
2004) Figure 1. 44).

Figure I. 44. BLIS K12™ |
(http://mwww.shopnewzealand.co.nz/en/cp/BLIS_Thf@asard)

C. Traitements de la mastite

La mastite est une infection bactérienne des glnmiammaires causée par des
bactéries pathogénes telles dbt. aureus Streptococcus agalactiaéStr. agalactiag et
Streptococcus uberigStr. uberiy et survenant pendant la période d’allaitemente El
provogue une importante perte économique dansulsii laitiere (Bradley, 2002, Riffost
al., 2001). Administrée par voie intra-mammaire cheg Vaches, la nisine A inhibe la
prolifération des souches @&taphylococcut Streptococcusa I'origine de cette infection
(Broadbentt al, 1989, Cotteet al, 2005a).

d. Traitements de I'otite

L’otite est I'infection la plus répandue chez legaamts ages de moins de 2 ans (Segal
et al, 2005). Elle est causée par des bactéries a Goaitif gommeHaemophilus influenzae
productrices de3-lactamasesMoraxella catarrhalis Sta. pneumoniaenulti-résistants Sta.
aureus Str. pyrogene®t des bactéries a Gram négatif contfeaeruginosa(Segalet al,
2005). La forme la plus grave de la maladie pettagmer une surdité chronique (Roland et
Stroman, 2002).

La nisine présente un effet bactéricide rapidetreoSta. pneumonia& l'origine
d'otite chez la souris a des concentrations infisee a 1 mg/l. Elle pourrait remplacer
I'utilisation de la vancomycine pour le traitemedé ce type d’infection afin d’éviter
I'apparition de résistance (Goldstedh al, 1998, Mota-Meiraet al, 2000). La bactériocine
ST4SA, une bactériocine de classe lla, produitéepégrococcus mundtést active contre les
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bactéries a Gram positif responsables d’infectidass I'oreille moyenne (Knoetzet al,
2008). ST4SA est plus active que dautres agentsmamobiens tels que les
aminoglycosides, céphalosporines, quinolones, diginolones et lincosamides, macrolides,
nitroimidazole, pénicilline et vancomycine contesgathogénes responsables d’'infections de
I'oreille moyenne. Ceci suggere que ST4SA poufedie I'objet d’'un nouveau traitement de
I'otite (Knoetzeet al, 2008).

e. Traitements d’infections systémiques

Les bactériocines de classe Il sont généralemetivea contre des bactéries
pathogenes a l'origine d’infections systémiqueslpamonocytogenedd. pylori, Sta. aureus
ou P. aeruginosg(Czuprynskiet al, 2002, Harbarttet al, 1998). L’'activité antiisteria des
bactériocines de classe Il suggere une utilisgiaientielle de ces bactériocines pour prévenir
la listériose. La listériose est une infectionLia monocytogenegparticulierement grave
lorsqu’elle survient chez la femme enceinte, ledams, les personnes agées ou
immunodéprimées. Malgré les nombreux tests réaliséso avec les bactériocines de classe
Il contre les bactéries du geriristeria, tres peu ont fait I'objet de tedtsvivo. Lorsqu’elles
sont injectées chez des souris infectéed pamonocytogeneda piscicoline 126 et I'abp-118,
deux bactériocines respectivement des classes llig ehibent la prolifération du pathogéne
(Corr et al, 2007, Inghanet al, 2003). La divercine V41, une autre bactériocirecthsse
lla, a récemment présenté une activité antimicroieedirigée contrdi. monocytogenes
EGDein vivo chez la souris (Rihakowt al, 2010).

H. pylori est une bactérie exclusivement retrouvée dan®iiesc humain impliquée
dans l'apparition d'ulcéres, de gastrites chrongquet/ ou de cancers gastriques lors
d’infections graves. D'autres especesialicobacter ont, cependant, été identifiees chez
d'autres mammiféeres, ainsi que chez certains oiseaunisine produite par les laboratoires
AMBI (Purchase, New York) a passé avec succeshds tliniques de phase | et peut dés lors
étre considérée comme un futur traitement conteeidiections dues a ce pathogene. Par
ailleurs, deux laboratoires pharmaceutiques, Astrslerck ont déja commercialisé la nisine

pour traiter des infections gastriques et des ekeausés p&t. pylori. (Dickset al, 2011).

f. Traitements d’infections urogénitales et contraioept

La flore vaginale est composée d'un grand nombespEces bactériennes parmi

lesquelles Lb. acidophilus Lactobacillus rhamnosugLb. rhamnosus Sta. epidermis,
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Micrococcus luteus.,. Lactobacillussp. constitue le genre bactérien le plus impordants la
flore vaginale chez la femme saine et assure uokegiron contre les infections vaginales et

urinaires en acidifiant le milieu et en produisdes bactériocines (Nomoto, 2005).

Différents Lactobacillussp. ont depuis longtemps été utilisés pour déypsloples
traitements préventifs et curatifs contre des indes vaginales (Barbés et Boris, 1999,
Maggi et al, 2000). Administrés par voie vaginale et oralezcteeguenonlb. rhamnosus
GR-1 et Lactobacillus fermentunLb. fermentum inhibent la prolifération d. coli a
I'origine d’infections urinaires et de champignaesponsables de vaginose (Reid et Bruce,
2001). D’autres études similaires ont été entreprisiais aucune n’a encore abouti a un

traitement.

La subtilosine A est un lantibiotique produit arsubtilis(Babasaket al, 1985) actif
contre des pathogenes parmi lesqukls monocytogenesGardnerella vaginalis (G.
vaginalig, Str. agalactiaeet Micrococcus luteugSutyaket al, 2008a). Son activité restreinte
a G. vaginalispermet un maintien de la flore commensale inté8tayaket al, 2008a). Des
tests de cytotoxicité de la subtilosine A réalig@svitro en utilisant un modele de tissu
cervical humain (Mat, Ashland, MA) ont montré qleetiétruisait seulement 5% des cellules
aprés 24 h d’exposition (Sutyait al, 2008a). L'innocuité de la subtilosine A a la #or
commensale vaginale ainsi qu’aux tissus humaimdaee parmi les meilleurs candidats a un
futur traitement aux infections vaginales. En pdtishiber la prolifération des pathogenes a
I'origine d’infections vaginales, la subtilosineadun effet spermicide. Testéevitro sur des

spermatozoides humains, la subtilosine A inhibe leotilité a une IG de 64,5 pg/ml
(Sutyaket al, 2008b).

V.2.2. Conditionnements

Malgré les résultats prometteurs des bactériogjuesit aux applications potentielles
dans le domaine médical, leur nature peptidiquesieth@e une instabilité une fois dans les
milieux biologiques. Plusieurs formes ont été psa®s afin de contourner ce probleme parmi
lesquelles la forme de distribution des bactériesientourée d’un film polymérique sous
forme de nanoparticules. Le film polymérique d’&cidctique (PolyLactic Acide, PLA) est
I'un des seuls polymeres utilisables pour I'admmion de bactériocines chez 'Homme qui
soit accepté par la FDA (Nair et Laurencin, 20Q7¢ncapsidation de la nisine dans du PLA

pour former des nanoparticules (Salmasal, 2004) permet la libération de la bactériocine
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active en fonction de la concentration en sele @H du milieu, permettant ainsi de cibler le
site d’action, pendant plus de 1000 heures. D’autbemes d’administrations plus récentes
comme les nanofibres (Heunis et Dicks, 2010) ptés¢ndes résultats prometteurs et

pourraient étre également utilisées comme futuwerds de conditionnements.

V.3. Limites d’utilisation des bactériocines

L’application des bactériocines constitue certase uméthode « naturelle » de
conservation des aliments, mais sa mise en oeuest pas aisée. En effet, les nombreuses
propriétés des bactériocines favorisant leur atili; dans le domaine agroalimentaire et/ ou
médical n'empéchent pas I'existence de contrairgizdives a leur utilisation. Le codt élevé
de préparations de bactériocines pures prétesmplie (0.86-87 entraine de loin la limite la
plus importante. D’ou ['utilisation plus communesdsouches productrices plutét que des

bactériocines isolées.

La composition de l'aliment représente le premiésteur pouvant réduire ou

totalement dissiper I'activité inhibitrice de ladb@riocine en raison de son adsorption sur des
composants du produit, la limitation de sa soltdbiit de sa diffusion, sa dégradation par des
protéases, l'interaction avec des additifs alimeesaou des ingrédients et/ ou un pH
inapproprié. Les traitements appliqués aux prodiotsstituent un deuxieme facteur pouvant
limiter I'effet antimicrobien de la bactériocine rdaun produit alimentaire. En effet, des
traitements thermiques trop élevés peuvent dégrhadebactériocines bien que la majorité
d’entre elles soient résistantes a la chaleur (DettThonart, 2009, Galvest al, 2007). Le
dernier facteur limitant I'activité des bactériogmest la présence de bactéries résistantes et de
microorganismes qui dégradent les bactériocine$gffat de protéases qu’elles produisent a
I'état physiologique. De plus, dans les produitbdes, les bactéries forment des biofilms
dont la résistance aux bactériocines peut étre@ase (Schobitet al, 2003). D’autre part,
il sera également important de considérer I'impuiecta bactériocine sur la flore résidente. La
sensibilité de la flore a la bactériocine entraime déséquilibre qui peut conduire a la
croissance et la prolifération de microorganismath@genes résistants aux bactériocines
(Dortu et Thonart, 2009).
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l. Méthodes bactériologiques

I.1. Souches et plasmides

l.1.1.

Souches bactériennes

Le tableau M. 1 répertorie les souches bactériennes utilisées tms tests

antibactériens et lors de la production de la bxtée; la souche productrice est indiquée en

gras.

Tableau M. 1.Souches bactériennes utilisées.

Souches

Source

Conditions de culture

Bactéries a coloration Gram positive

Bacillus subtilissubspsubtilisCIP 52.65 Institut Pasteur

Bacillus cereu<IP 66.24
Enterococcus faecali§IP 103015
Enterococcus faecalGIP 103214

Enterococcus faeciu@lP 103014

Enterococcus faeciutdKLHS

Leuconostoc pseudomesenteroides
KM432Bz

Lactobacillus plantarun€IP 104454

Lactobacillus plantarunsubsp.
plantarumCIP 102305
Lactobacillus sakesubspsakei
CIP 103139

Leuconostoc carnosu@IP 103319
Leuconostoc citreur@IP 103315
Leuconostoc gelidui@IP 103318

Leuconostoc lacti€IP 102422

Leuconostoc mesenteroidassp.
cremorisCIP 103009

Leuconostoc mesenteroidassp.
dextranicumCIP 102423
Leuconostoc mesenteroidasbsp.
mesenteroide€IP 102305
Leuconostoc pseudomesenteroides
CIP 103316

Listeria innocuaCIP 80.11

Institut Pasteur
Institut Pasteur
Institut Pasteur

Institut Pasteur

Leon Dicks
(Stellenbosch University)
Leon Dicks
(Stellenbosch University)

Institut Pasteur
Institut Pasteur
Institut Pasteur
Institut Pasteur
Institut Pasteur
Institut Pasteur

Institut Pasteur
Institut Pasteur
Institut Pasteur
Institut Pasteur

Institut Pasteur

Institut Pasteur

LB, 30°C, 180 rpm

LB, 30°C, 180 rpm

BHI, 37°C, 180 rpm

BHI, 37°C, 180 rpm

BHI, 37°C, 180 rpm

BHI, 37°C, 180 rpm

MRS, 30°C, sans agitation
MRS, 30°C, sans agitation
MRS, 30°C, sans agitation
MRS, 30°C, sans agitation
MRS, 30°C, sans agitation
MRS, 30°C, sans agitation
MRS, 30°C, sans agitation
MRS, 30°C, sans agitation
MRS, 30°C, sans agitation
MRS, 30°C, sans agitation
MRS, 30°C, sans agitation
MRS, 30°C, sans agitation

BHI, 37°C, 180 rpm
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Listeria ivanoviisubsp.ivanoviiN29 Leon Dicks o
ATCC 19119 (Stellenbosch University) BHI, 37°C, 180 rpm
Listeria ivanoviisubspivanovii . o
CIP 78.42 Institut Pasteur BHI, 37°C, 180 rpm
Listeria monocytogendsIP 80.110 Institut Pasteur BHI, 37°C, 180 rpm
Listeria monocytogendsGDe . o
CIP 107776 Institut Pasteur BHI, 37°C, 180 rpm

C ; Yann Héchard BHI+5ug ml érythromycine
Listeria monocytogendsGDe (poN') (Université de Poitiers) 37°C, 180 rpm
Staphylococcus auressibspaureus Institut Pasteur LB, 37°C, 180 rpm
CIP 4.83
Streptococcus salivariusIP 102503 Institut Pasteur TSYE, 37°C, 180 rpm
Streptococcus pneumoni@#P102911  Institut Pasteur TSYE, 37°C, 180 rpm
Streptococcus thermophil@P 102303 Institut Pasteur LB, 37°C, 180 rpm
Weissella paramesenteroidef? 102421 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation
Bactéries a coloration Gram négative

AM Pons

Escherichia colDH5a LB, 37°C, 180 rpm

(Université de la Rochelle)
Felipe Moreno

Escherichia colk12 RYC1000 (Hospital Ramon y Cajal, LB, 37°C, 180 rpm

(PBR322) Madrid)

Klebsiella pneumoniasubspozaenae . .

CIP 52.211 Institut Pasteur LB, 37°C, 180 rpm

Klebsiella pneumoniasubsppneumoniae . .

CIP 82.91 Institut Pasteur LB, 37°C, 180 rpm
1.1.2. Plasmides

Les vecteurs utilisés dans cette étude sont r@pestdans leableau M. 2 et leur

cartographie est représentée dansiggses M. 1 etM. 2.

Tableau M.2. Caractéristiques des plasmides utilisés.

Plasmides Taille (kb) Caractéristigues  Source

pBR322 Figure M.1) 4,46 Amp Tet E. coliK12 RYC 1000 pBR322
GEM®-T Eas

P Y 3,01 LacZ Promega

Vector Figure M.2)
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1.2. Milieux de culture

1.2.1. Milieux liquides

Les milieux de culture utilisés dans cette étudesiague leur composition sont

présentés dans tableau M. 3

Tableau M. 3.Composition des milieux de culture utilisés.

Nom Composition g/l
MRS de Man Rogosa Sharpe Peptone de caséine, digestions trypsic 10
(BD Biosciences Extrait de viande 10
Extrait de levure 5
Glucose 20
Tween 80 1
KoHPOy 2
CH3CONa 5
CsH14N207 (citrate d’ammonium) 2
MgSGOs; 7 HO 0,2
MnSQ, ; HO 0,1
pH 6,2 - 6,5.
BHI  Brain Heart Infusion Infusion de cervelle de veau 7,7
(BD Biosciences Infusion de cceur de beeuf 9,8
Protéose peptone 10
Glucose 2
NaCl 5
HNaPO, 2,5
pH7,2-7,6

LB Luria Bertani Hydrolysat trypsique de caséine

(BD Biosciences)
Extrait de levure (BD Biosciences) 5
pH 7

TSYE Trypticase Soy Yeast Extract Digestion pancréatique de caséine

(BD Biosciences) 17
Digest_ion f[rypsique de soja 3
(BD Biosciences)

Glucose (Sigma) 2,5
NaCl (Sigma) 5

K HPQO, (Sigma) 2,5

pH7-7,2
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1.2.2. Milieux gélosés

Les milieux gélosés ont été obtenus par additionkewillons de cultures d’agaBD
Biosciencega la concentration de 20 g/l pour les gélosesglet de 6,5 g/l pour les géloses
molles.

1.2.3. Antibiotiques

Les antibiotiques utilisés dans cette étude sgmertéries dans I¢éableau M-4. lls

proviennent de che&igma

Tableau M. 4.Caractéristiques des antibiotiques utilisés.

Antibiotique Concentration en pg/ml (solvant) Utiisation

o Sélection clones pBR322
Ampicilline 50 (eau)

Tests antimicrobiens

Chloramphénicol 37 (éthanol) Tests antimicrobiens
Erythromycine 5 (eau) Culture de la souche E@zN -
Kanamycine 50 (eau) Tests antimicrobiens
Tétracycline 50 (éthanol) Sélection clones pBR322

Les antibiotiques utilisés ont été conservés dans $olvant respectifT@bleau M. 4) a -
20°C. (F'ampicilline, la kanamycine et la tétradpe sont stockées a la concentration de 100

pug/ml, I'érythromycine a 50 pug/ml et le chlorampité@ha 50 pg/ml).

1.3. Identification bactérienne

[.3.1. Coloration Gram

Mise en place par le médecin danois Gram en 183échnique de la coloration
de Gram est la méthode la plus utilisée dans Eéwtdla classification des bactéries en
fonction de la composition de leur paroi. Les baegésont colorées en violet par un colorant
basique tel que le violet de gentiane puis paraamhation de lugol et enfin soumises a l'action
de l'alcool. Le violet de gentiane se fixe sur demposants cytoplasmiques et donne aux
bactéries une coloration violette. Chez les baetééi Gram négatif, la paroi est pauvre en
peptidoglycane laissant ainsi passer I'alcool desgtraine la décoloration du cytoplasme. En
revanche, chez les bactéries a Gram positif, l@ipest riche en peptidoglycane ce qui

constitue une barriére imperméable a I'alcool,idesytoplasme demeure coloré en violet.
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Une coloration a la safranine, nous permet aprasalisation au microscope (objectif 100/
grossissement x 1000), de distinguer les bact@&ieSram négatif, qui précédemment
décolorées a I'éthanol, adoptent alors une teiose alors que les bactéries a Gram positif
conservent la premiéere coloration violette.

L'identification par coloration de Gram est réadiseén utilisant le kit « Gram-color VD).
Une colonie a été prélevée a partir d’'une culturebgite et étalée sur une lame de verre. La
lame a ensuite été séchée a lair libre, passeefarhme afin de fixer I'échantillon puis
laissée refroidir a l'air libre. Aprés fixation, lame a été posée sur un porte-objet et colorée
avec le violet cristallisé pendant 1 min avantré@'&ncée au lugol. Recouverte avec du lugol
pendant 1 min, la préparation a ensuite été rikc€eau distillée pendant environ 5 s. La
lame ainsi rincée, a été soumise a une décolorati@hanol pendant environ 15 s jusqu’a ce
que I'étalement ait pris une couleur gris-bleu pinsée a I'eau distillée pendant environ 5 s
avant d’étre colorée a la safranine pendant 1 miicge a nouveau a l'eau distillée puis

séchée. Les lames ont été observées au microsmgpet{f 100/ grossissement x 1000).

[.3.2. Galerie API

La souche productrice a été identifiée en utilisane galerie APl 50 CHL
Medium (@ioMérieux France) destinée a identifier des bactéries daes du genre
Lactobacilluset apparentées en étudiant le métabolisme desc€ssde la galerie.
La bactérie a tester a été inoculée dans chague dabla galerie contenant un substrat
différent sur lequel elle allait réagir. Pendamdubation, le catabolisme des glucides conduit
a la production d’acides organiques qui provoquentirage de l'indicateur de pH ce qui
donne une coloration différente a chaque cupule.
La souchd.n. pseudomesenteroid&dl432Bz a été isolée sur boite MRS et cultivéedaarn
une nuit a 30°C. Plusieurs colonies identiquesadmlche productrice de bactériocine ont été
prélevées et inoculées dans 2 ml de milieu API BQ {Lisqu’a obtenir une suspension dense.
La suspension bactérienne ainsi obtenue a étédilags 5 ml de milieu APl 50 CHL jusqu’a
obtenir une absorbance a 600 nmytA,) €gale a 0,45 (égale a 2 McFarland) en transférant
un nombre de goutte (n) a partir de la premierpesusion dense. 2 x n gouttes de la seconde
suspension ont ensuite été transférées dans 5 mmidleu APl 50 CHL. Apres
homogénéisation, le milieu API 50 CHL ainsi inocalété réparti dans les tubes de la galerie

et les tests recouverts d’huile de paraffine poareg un éventuel dégagement gazeux. La
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galerie a été incubée a 30°C pendant 48 h. Lelfmofthimique obtenu a été analysé a l'aide
d’un logiciel d’identification :

http://www.techmicrobio.eu/index.php?option=com_teot&view=article&id=149&Itemid=191

1.4. Activité antibactérienne

.4.1. Tests en milieu solide

Les tests antibactériens en milieu solide ontrétdisés afin d’examiner I'activité
antimicrobienne de la bactériocine contre des sssitlactériennes potentiellement sensibles.
Les tests antimicrobiens en milieu solide nous patmis d'isoler les fractions actives
obtenues au cours de la purification et de réaliserspectre d'activité de la leucocine
KM432Bz. Les tests antibactériens ont été réalisgsmilieu solide sur milieu gélosé
spécifique & chaque souche cible recouvert d'uhesgémolle de méme type contenant 10
bactéries/ml de cette souche cible.

Des cultures bactériennes des bactéries ciblestéméalisées a partir de précultures de la nuit
(les conditions de culture sont présentées datableau M. 1). Les bactéries cibles ont été
cultivées jusqu’a ce que lBonmsoit comprise entre 0,2 et 0,4. Une suspensiora adelture
bactérienne a été mélangée a de la gélose maléerdaniére suivante :

Le volume de la culture bactérienne (ul) inoculBlaml de gélose molle = 30Anm

5 ul du produit a tester ont ensuite été déposéstdment sur la gélose molle préalablement
mélangée a la bactérie cible. Des contrdles pesiiit été réalisés en déposant 5 pl
d’ampicilline (50 pug/ml) sur le mélange gélose rabhactérie cible.

L’ensemble a ensuite été cultivé pendant la nuiis diamétres des zones d’inhibition de

croissance ont été mesurés apres 16 h de culture.

1.4.2. Tests en milieu liquide

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est oéé comme étant la plus petite
concentration provoquant I'inhibition de la croissa bactérienne.
Pour cela, les bactéries sensibles ont été cultiwésmu’a ce que I'donm SOIt comprise entre
0,2 et 0,4. Les cultures bactériennes ont enstgéteitiées dans le milieu ayant servi a leur
culture de maniére & obtenir unesé\m finale de 1G et de 5. 18 pour les souches
bactériennes du gentésteria (Li.). 10 ul de différentes dilutions de la leucocine 432Bz
et de la pédiocineSjgmg dans du tampon acétate d’ammonium 25 mM pH 65, 5
UM, 2,5 uM, 1,25 uM, 624 nM, 315 nM, 156 nM, 78 nB® nM, 19,5 nM) ont été incubés
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dans une plaque 96 puits avec 90 ul des suspensimidriennes préparées précédemment.
L’ensemble a été cultivé sans agitation pendanth 1€ pendant 13 h pour les souches
bactériennes du gentasteria (Li.). Des contrbles ont été réalisés en incubant |pesisson
bactérienne préparée seule ainsi que le miliewtare seul. La croissance bactérienne a étée
estimée par mesure de kAnm a l'aide d’'un lecteur de plague Multiskan FThérmo
Scientifi®).

Afin de déterminer si l'effet est bactéricide ouctgmiostatique, 100 ul des suspensions
bactériennes olion n’a pas observé de croissance bactérienge (A< 10°%t 5.10* pour les
bactéries du genid.) ont été prélevés des puits puis déposés surditestule pétri. La boite
de pétri ensemencée a été incubée pendant 16 tcolases bactériennes ont été ensuite

comptées.

1.4.3. Effet de la leucocine KM432Bz sur la croissancadra@enne

Une culture deLb. sakeiou de Li. monocytogenes été réalisée a partir d’'une
préculture de la nuit jusqu’a ce que d28nm Soit comprise entre 0,2 et 0,4. La culture a ¢asui
été diluée jusqu’a obtenir unesA.m €gale a 0,1. 90 pl de la suspension bactériems ai
préparée ont été incubés dans une plaque 96 pBit¥Gsans agitation. 10 ul de la leucocine
KM432Bz (10 uM) ont été rajoutés a la suspensiartéseenne lorsque celle-ci atteint une
As2onm €gale a 0,2. Un contrble positif a été réaliséinmubant 100 pl de la suspension
bactérienne sans bactériocine dans les conditigwsites précédemment. Lsfonm est
mesurée toutes les 30 min pendant 13 h a laide tBateur de plaques Multiskan FC
(Thermo Scientiffd).

Une mesure a 24 h de kfnma été réalisée pour déterminer si 'effet de letdrdocine est

bactériostatique ou bactéricide sur la bactérikecib

|.5. Biofilms

Un biofilm est formé d'une seule espéce ou d'unenmoinauté plus ou moins
complexe de microorganismes, adhérant entre eux whe surface produisant ainsi une

matrice protectrice résistante.

[.5.1. Formation de biofilms

Chaque bactérie sensible a la leucocine KM432Bréacultivée jusqu’a une ghonm

comprise entre 0,2 et 0,4. Les suspensions bawtéseont ensuite été diluées jusqugoh
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égale & 18. 100 pl ont été déposés sur plaque 96 puits 8vésila température optimale de
croissance bactérienne sans agitafiendant 48 h afin de permettre I'adhésion deséhbiast
au support. Les puits ont ensuite été vidés esslavieau Millid® stérile jusqu’'a obtention
d’'une solution de lavage limpide puis séchés pen@8@mmin a température ambiante (TA).
125 pl de Crystal Violet 0,4% (m/v) dans de I'eailli@ ® ont été rajoutés & chaque puits.
L’ensemble a été incubé pendant 45 min & TA. Lés punt ensuite été lavés a I'eau MilfiQ
stérile. Les lavages ont été répétés jusqu’a cd’gae de lavage soit limpide. Les puits ont
été séchés pendant 10 min & TA. 200 pl d'éthan® 9#v) dans de I'eau Milli® ont été
ajoutés a chaque puits. 100 pl de la suspensican@tCrystal Violet ont ensuite été
transférés dans un nouveau puits avant de mesArgbnh et Asosnm Un contrble négatif
utilisant le milieu de culture seul a été réali€h considere que I'on a un biofilm si les
différences Azonm- As20nm (milieu de cutture seult A6gsnm= Asgsnm (milieu de culture seuSONt SUPErieures

ou égales a 0,2.

[.5.2. Effet de la leucocine KM432Bz sur la faisabilitésdmofilms

Les conditions de culture initiales et de quacaifion de biofilm sont décrites dans le
chapitre 1.5.1. 90 pl de la suspension bactérienn@e Azonm égale & 18 ont été déposés
dans une plaque 96 puits auquels on a rajouté e 4 bactériocine a 5 et 10 uM. Les

plagues ont ensuite été incubées a 30°C sansiagipgndant 48 h.

[.5.3. Effet de la leucocine KM432Bz sur les biofilms

Les conditions de culture initiales et de quardificn de biofilm sont décrites dans le
chapitre 1.5.1. 90 pl de la suspension bactérienn@e Azonm égale & 18 ont été déposés
dans une plaque 96 puits auquels et incubées aMfCagitation pendant 48 h. On a rajouté
ensuite 10 pl de la bactériocine a 5 et 10 pM. plesjues ont ensuite été incubées sans

agitation pendant 48 h.
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Il. Méthodes de biologie moléculaire

1.1 Manipulation d’ADN
11.1.1. Purification
a. Extraction d’ADN génomique

L’ADN génomique de la souche productrice. pseudomesenteroidéd432Bz a été
extrait puis purifié sur des colonnes de silicecgrau kit « Genomic DNA Mini kit »
(Invitrogern). Cette technique est basée sur l'interactioriAleNl avec la silice constituant les
colonnes en présence de sels chaotropiques.

L’ADN génomique bactérien de la soudhe. pseudomesenteroid&d1432Bz a été extrait a
partir de 200 ml de culture bactérienne ensemelzcésille. La culture bactérienne a été
centrifugée pendant 15 min a 8000 g. La lyse dedeoi bactérienne a été réalisée en
resuspendant le culot bactérien dans du lysozy@@ rag/ml Sigma suivi d’'une incubation
pendant 30 min a 37°C. Le lysozyme est responsabléhydrolyse du peptidoglycane,
constituant de la paroi des bactéries a Gram pok#s protéines associees a I’ADN ont
ensuite été hydrolysées en incubant la suspensiciéienne en présence de protéinase K a
20 mg/ml pendant 30 min a 55°C. De I'éthanol 1008siaque le tampon de fixation ont été
rajoutés au lysat afin de permettre a 'ADN génamigle s’accrocher a la silice constituant
les colonnes. Les impuretés ont été éliminées eaalages successifs des colonnes par un
tampon de lavage fourni avec le kit. LADN génoneqour a été, ensuite, élué par de I'eau
MilliQ ®.

b. Extraction d’ADN plasmidique

. Bactéries a Gram négatif

Les plasmides ont été extraits et purifiés pamarigh d'ions grace au kit « Plasmid
Midi Kit » (Qiagen a partir d’'une culture bactérienne de 50 ou 10@meemences la veille.
Les parois bactériennes ont été lysées suivantdeegure de la lyse alcalindéniatis).
Cette méthode permet de préparer 'ADN plasmidapsebactéries, tout en éliminant I'ADN
du chromosome bactérien. Le principe de cette ndéthemnsiste a effectuer la lyse des
cellules au moyen d'un détergent, le dodécyl silfiat sodium (SDS) en présence de soude a
pH 8. Apres dénaturation de I'ADN, la solution asuwte été rapidement neutralisée
provoquant ainsi la renaturation brutale de 'ADNADN chromosomique, tres long ne

parvient pas a se réapparier completement et fdesesnchevétrements insolubles alors que
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I'ADN plasmidique plus court parvient a se renat@tereste en solution. On sépare alors les
deux especes par centrifugation. Les protéinespirées, ont également été éliminées avec le
déetergent et 'ADN chromosomique. L’ADN plasmidigaesnsuite été extrait et purifié sur
des colonnes de résine échangeuse d’ions préakamieimuilibrées. Les impuretés ont été
éliminées par des lavages successifs en utilisartampon de lavage fourni par le kit et
I'ADN plasmidique élué par de I'eau MillQ

. Bactéries a Gram positif
La lyse bactérienne a été réalisée selon le prigtodextraction d’ADN plasmidique
d’Anderson et McKay (Anderson et McKay, 1983) atipat’'une culture bactérienne de la
souchelLn. pseudomesenteroid&®M432Bz de 200 ml ensemences la veille. Les pavais
été hydrolysées par lyse enzymatique au lysozyrh@ @g/ml(Sigma)pendant 1 h a 37°C
puis par traitement a la protéinase K a 20 mg(8igma) pendant 1 h & 55°C afin
d’hydrolyser les protéines encore associées a 'ADallyse a été complétée par agitation
pendant 30 s suivi d'une incubation pendant 10a®7°C.
Les plasmides présents dans la souaghepseudomesenteroid&d1432Bz ont été extraits et
purifiés par échange d’ions a l'aide du kit « PlasiMidi Kit » (Qiager) suivant le principe
décrit chez les bactéries & Gram positif.

11.1.2. Dosage d’ADN

a. Au spectrophotometre

La concentration ainsi que la pureté de I'ADN ot#& ééterminées par spectroscopie UV a
260 nm et 280 nm a l'aide d’'un spectrophotometrikdiv9x3 w Biosery).

La pureté de 'ADN a été évaluée par le rapposdody Sur Assonm L'’ADN est considéré
comme contaminé par de I’ARN ou des protéines sapport est respectivement supérieur a
2 ou inférieur a 1,65. La concentration de 'ADNpemée en pg/ml, a été calculée en

multipliant I'Azsonmpar la quantité d’ADN par unité de DO : 50 pg/ml.

b. Sur gel d’agarose

La concentration d’ADN a été estimée apres élebtvogse sur gel d’agarose et exposition
aux UV (vair 11.2.2.), en comparant l'intensité deandes d’ADN d’intérét aux bandes du

marqueur du poids moléculaire dont la concentrag&girconnue.
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11.1.3. Digestions

Environ 1 ug d’ADN plasmidique a été digéré par B tdes enzymes de restriction
suivantes :Apa, BamH, EcoR, Hindlll, Kpnl, Ncd, Smd (New England Biolabs, NEB
dans les conditions recommandées par le fournisseysrésence de tampon spécifique a
chaque enzyme de restrictiadEB) dans un volume final de 10 [Apa, BamH et Kpnl ont
éte utilisées en présence d’albumine de sérum &8A) a 10 pg/ml final. L'ensemble des
digestions a été incubé pendant la nuit a 37°Q€hation enzymatique a été arrétée par une

incubation a 65°C pendant 20 min pour inactivemigme.

1.2. Amplification d’ADN

Les amorces oligonucléotidiques utilisées dansecétitde sont présentées dans le
tableau M. 5.
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Tableau M. 5. Amorces oligonucléotidiques utilisées.

N° Nom Séquence 52 3' ;I;rg’)* Spécificité de séquence/ localisation
1 MI13-F TTTTCCCAGTCACGACG 52  pGEM-T Easy Vector/176-197

2 M13-R ACACAGGAAACAGCTATGACESs  pGEM-T Easy Vector /2949-2972
3 leuco_deg_1_f AAGTATTATGGKAATGGWGTS0,1 Prébactériocine

4  LeucoA-790R CACCATACCCAGCGTCAT 56 Prébactériocine/ 481-498

5 LeucoA-F2  ACGACTTGTTCGAGAGCA 53,7 Prébactériocine/ 718-735

6 PréleuB-R AACATGAAATCTGCGGATAA 56 Prébactériocine/ 759-776

7  PréleuB-F ACCAGAAACCATTTCCACCAB0  Prébactériocine/ 600-619

8 Leuco_deg 2 fAAGTATTATGGKAAYGGWGTS51,2 Prébactériocine/ prot. dimmunité

9 Leuco_deg 3 fAAZTATTATGGDAAYGGDGT 48,1 Prébactériocine/ prot. dimmunité

10 Leuco_deg 1 rAARGCGTCTCCCCAGTTWAGS8,3 Prébactériocine/ prot. dimmunité

11 Leuco_deg 2 rAARGCGTCWCCCCAZTTWAG6,3 Prébactériocine/ prot. dimmunité

12 LeucoA-150R TTGCATACCCTGTCTCCA 53,7 Prébactériocine/ prot. dimmunité/ 927-944
13 LeucoA-591F GCCATGTATTGGCCGTTT 53,7 Protéine dimmunité/ 281-299

14 LeucoA-1032F ATAAACCGCTCACGGACT 53,7 Protéine d'immunité/ 50-67

15 LeucoA-F1 TGGAGACAGGGTATGCAA 53,7 Protéine a fonction inconnue/ 922-939
16 LeucoA-R GGCATTAGCGTCCGTAAA 53,7 ABC transporteur/ 2205-2222

17 LcaD-R1 TTGCATTTGGTCATTATTCA 55  ABC transporteur/ 2395-2414

18 LcaD-R2 CTGTTGAGCGCTTTAATCGT 55  ABC transporteur/ 2466-2485

19 LcaD F GCCAAAACTGACATGGAAGGE7,3 ABC transporteur/ 1536-1554

20 LcaD R GCACCGGAGAATCGACTAAA57,3 ABC transporteur/ 1526-1543

21 LcaD_IC210_R CCTTCCATGTCAGTTTTGGC 57,3 ABC transporteur/ 1524-1543

N
N

LcaD_IC211_F TTTAGTCGATTCTCCGGTGC57,3 ABC transporteur/ 1524-1543

23 mesC_R1 TTGGAAAATTGCGGTAACG 52,4 ABC transporteur/ 3621-3639
24 mesC_R2 CATAGCACTTTGGCTGGAA 54,5 ABC transporteur/ 2727-2745
25 203_IC GCTCTCGAACAAGTCGT 52,8 ABC transporteur/ 718-735

N
(o2}

pBR322 F  CATGTTTGACAGCTTATCAT(S5,5 pBR322/5-26
PBR322 Rl GTGCCTGACTGCGTTAGC 58,2 pBR322/63-80

N
~

28 pBR322_R2 ACGATGAGCGCATTGTTAGAS5,3 pBR322/92-111
29 23f GAGTTTGATCCTGGCTCAG 58 ARN 16S/10-28
30 1385r CGGTGTGTRCAAGGCCC 57 ARN 16S/1392-1408

: Amorces dégénérées déterminées a partigigésment de séquences.

: La localisation de toutes les amorces oligténtaiques utilisées au cours de I'étude a étérdéhée a
partir de la séquence de la leucocingFAgure 11.3. p.156). Seules les amorces dont les résultatsesquuisés
sont représentées sur la figure 11.3.

La Tm (« melting Temperature ») a été calculéeaid® du logiciel Primer3Plugttp://www.biocinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi)

*k

1.2.1. Réaction de PCR (Polymerase Chain Reaction)

L’amplification d’ADN des génes codant la leucaxiiKM432Bz, de la protéine
d'immunité ainsi que I'’ABC transporteur présents leucluster impliqué dans la biosynthése
de la leucocine KM432Bz a été realisée en utiligamviron 1 pg d’ADN plasmidique extrait

de la souchelLn. pseudomesenteroideKM432Bz comme matrice et des amorces
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oligonucléotidiqgues a 10 nM décrites danstdeleau M. 5 1 UE de la polymérase Taq
(Promegq, dNTP a 10 uMRromega et MgCh a 20 mM Promega dans un volume final de
50 ul de tampon 1XRromegad. La réaction de PCR a été réalisée suivant tdecgle
température : [5 min a 95°C puis 35 cycles (3094, 30 s a 55°C, 3 min a 72 °C), puis 5
min a 72°C].

Un contréle négatif en absence d’ADN et un contrlesitif utilisant les amorces
oligonucléotidiqgues 29 et 30 amplifiant un fragmefADN codant 'ARN 16 S ont été
réalisés pour chacune des réactions PCR suivagtle de température décrit précédemment.
Les réactions PCR ont été réalisées a I'aide dy@nnocycleur Veriti Thermal CycleAB
Applied Biosystems

11.2.2. Electrophorese sur gel d’agarose

La technique d’électrophorese sur gel d’agarost aitilisée pour séparer les acides

nucléiques, chargés négativement, sous I'effet dnamp électrique.

a. Champ continu

5 pl des fractions d’ADN, préalablement mélangégamopon de migration 1X finaNEB),
ont été déposés sur un gel a 0,5, 1, 1,5 ou 2 ¢adbae Qbiogend dans du tampon TAE 1X
(tampon TAE : Tris 40 mM, acide acétique 0,001%wjvét EDTA 0,001% (v/ v), pH 8). La
migration a été réalisée & 100 V pendant 20 miaidel d’'un générateur Power Univef3al
(Biorad). La visualisation de 'ADN a été realisée soitegpincubation du gel dans 300 ml de
tampon TAE contenant 1 pug/ ml de bromure d’éthidilB&ET) ou bien directement aprés
migration dans un gel d’agarose contenant du gdl ®@005% (v/ v) YWR. Le gel a été
placé sur un transilluminator relie¢ a une camédaiBis Bioimaging SystemLes images
obtenues ont été analysées a I'aide du logicielCaglure.

Les marqueurs de poids moléculaires «1 kb DNA kadd NEB) et « 100 bp DNA
Ladder » NEB) ont été utilisés a raison d’1 pg/ puits.

b. Champ pulsé

La méthode d’électrophorése en champ continu ntagas permis de séparer le plasmide
renfermant le cluster de genes impligué dans laybihése de la leucocine KM432Bz, la
technique d’électrophorése en champ pulsé a dénatiisée.
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L’électrophorése en champ pulsé est une métholigéetipour séparer des fragments d’ADN
d’une taille moléculaire allant jusqu’au mégabdgb)( Le principe de cette électrophorése
consiste a alterner l'orientation du champ élegérigu cours du temps permettant ainsi aux
molécules d’ADN de grandes tailles de se réoriedi@ns le gel a chaque changement
d’orientation du champ électrique et de passelwets les mailles du gel. Le passage de
I’ADN a travers les mailles du gel d’agarose dépdada masse moléculaire, de la structure
3D de la molécule ainsi que de la vitesse de magratu fragment d’ADN dans le gel.

10 pl de la préparation d’ADN plasmidique purifigglon le procédé présenté en 11.1.1. ont
été déposés sur un gel a 1,2% d’agar@deogené dans du tampon TBE 0,5X (tampon TBE:
Tris 44,5 mM, acide borique 44,5 mM et EDTA disadigl mM, pH 8). La séparation a été
réalisée a I'aide du programme de migration suivaampérature 14°C, angle 120°, voltage 6
V/ cm, temps de pulse initial 0,2 s, temps de pfitsd 8,5 s, pendant 15 h dans un systeme
d’électrophorése Chef-DRIll Pulsed Field Electrophoresis SysteBiq-Rad. L’ADN a été
visualisé suivant la méme procédure présentée ldgparagraphe 1.2.2.a. Les marqueurs de
poids moléculaires utilisés sont « MidRange | PF&iédr » a raison de 0,5 pg/puidEB) et

« Low Range PFG Marker » a raison de 0,25 pg/[fNiEB).

11.2.3. Interaction sonde-ADN
a. Transfert sur membrane Hybond
. “Southern Blot”

Aprés migration électrophorétique des préparat®A®N plasmidique natif et digéré, le gel
d’agarose a été exposé aux UV pendant 2 min paer fes acides nucléiques. Le gel a
ensuite été traité par un tampon dénaturant (Na@®BHWOet NaCl 1,5 M) pendant 45 min a
température ambiante afin de permettre la dénauarde I’ADN bicaténaire et de faciliter le
transfert des acides nucléiques sur la membrandddation puis I'accés de la sonde au brin
d’ADN complémentaire, lavé dans de I'eau MiffiQpendant 30 min puis mis en contact
d’'une solution neutralisante (Tris 1 M et NaCl M5 pH 7,4) pendant 30 & 60 min avant
d'étre transféré par capillarité sur une membragkadd™-N* (GE Healthcarg (Figure M-

3) pendant une nuit a TA. Aprés transfert, la meméra été lavée au SSC 20X (NaCl 3 M et
citrate trisodique 0,3 M, 2 4, pH 7) pendant 10 min avant d’étre exposée auxetshfin
séchée dans une étuwdgmmer) a 80 °C afin de fixer 'ADN sur la membrane sdosne

covalente.

101



Matériels et Méthodes

Papier absorbant

Papier Whatman (GB 003) sec

Papier Whatman (GB 003 llé dans SSC 20 X
apler Whatman ( 3) mouillé dans Papier Whatman (GB 003) mouillé dans eau distillée

Membrane Hybond™-N* (GE Healthcare)
+

Figure M. 3.Montage du transfert d’acides nucléiques sur mengbkybond"-N".

4 ‘ Support

. “Dot Blot” :

1 ul de la culture bactérienne en phase statiomrti croissance a été directement
déposé sur une membrane HybBhtN* puis séché & TA. Deux papiers Whatman (GB 003)
ont été imbibés de solution dénaturante et nesé@maie respectivement et déposés
successivement sur la membrane seche pendant Znén.3La membrane a ensuite été
transférée dans une solution neutralisante peridantin puis dans une solution contenant du
SSC 2X et du SDS 0,1% (m/v) afin d’éliminer les ielsellulaires résiduels avant un lavage
par une solution de SSC 0,3X.

Les membranes ont ensuite été séchées puis coeserv°C entre deux papiers Whatman

(GB 003) en vue d’une utilisation ultérieure.

b. Marquage de la sonde adeyoxygéninell-dUTP (DIG-
11dUTP)

La sonde est formée d’'un fragment d’ADN renfermi@ngéne codant la leucocine
KM432Bz obtenu par PCR utilisant les amorces oligiiéotidiques 6 et #dbleau M. 5). La
sonde a été purifiée en utilisant le kit Genecle@iP Biomedicaly puis marquée a la
digoxygénine (DIG) Figure M. 4) a l'aide de la technique de «random priming a. L
technique de « random priming » consiste a polyseérie brin complémentaire de I'ADN
d’intérét (ou de la sonde) en utilisant des hexasénonobrins (brins composés de six

nucléotides aléatoires) comme matrice au fragmenilénow de I'’ADN polymérase |. La
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polymérisation a été réalisée a l'aide d'un mélamge dNTP dont un marqué a la
digoxygénine (DIG-11dUTP). Le brin d’ADN néosyntisét qui aurait incorporé le DIG-
11dUTP serait alors marqué et servirait de sondede I'hybridation.

Le mode opératoire du marquage est décrit dakis 4€DIG High Prime DNA Labeling and
Detection Starter Kit Il »Rochg.

>
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Figure M. &a digoxygénine-11-dUTP (DIG-11dUTP).

La quantité d’ADN marqué a été déterminée en suivan procédure de détection
immunologique de révélation décrite par le fouramissen utilisant un ADN contrble

préalablement marqué a la DIG fourni par le folgais.

C. Hybridation

Environ 1 pg d’ADN marqué a été dénaturé 5 min &€vant d’étre mis en contact avec la
membrane Hyborfd-N* (voir partie 11.2.4.a.dans un tampon d’hybridation (Tampon DIG
Easy Hyb) fourni par le kit « DIG High Prime DNA heling and Detection Starter Kit Il »
(Roché suivant le procédé décrit par le kit. L’hybridati de la sonde d’ADN avec la
membrane a été réalisée a 55°C pendant la nuit ravatton dans des tubes d’hybridation

dans un four a hybridation Isotenfpigher Scientifif.

d. Détection et révélation du signal

Les sondes hybridées ont été détectées immunokemigpot en ajoutant des anticorps anti-
DIG fourni par le kit « DIG High Prime DNA Labelirgnd Detection Starter Kit 1l >Roche
puis visualisées grace a la chimioluminescenceeemige a la déphosphorylation du substrat
chimioluminescent de la phosphatase alcaline idedium 2-chloro-5-(4-methoxyspiro [1,2-
dioxetane-3,2'-(5'-chloro) tricyclo [3.3.1.1(3,7}lecan]-4-yl)-1-phenyl phosphate (CSPD)
(Figure M. 5).
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Figure M. 5. Déphosphorylation du CSPD par la phosphatase iaécét DIG High Prime
DNA Labeling and Detection Starter Kit Il R¢che).

La chimioluminescence est basée sur une émissioturd@&re provoquée par la
dissipation de I'‘énergie d'une molécule qui sevieodans un état excité par une réaction
chimique. La déphosphorylation du CSPD par la phatgse alcaline provoque une émission
de lumiere dans le domaine du visible avec un mamind’absorbance a 477 nm. Pour cela,
la membrane a été lavée par du SSC 2X en préseng®8 0,1% (m/v), deux fois pendant 5
min puis par du SSC 0,5X deux fois pendant 15 miant d’'étre traitée suivant les
recommandations du fournisseur. Le signal a étél@égvar chimioluminescence a l'aide d’un

appareil de Fusion Fx¥{lber Lourmaj.

e. Déshybridation et conservation de la membrane

Afin d’hybrider la membrane HyboA-N* avec une nouvelle sonde, cette derniére a été

déshybridée suivant 'une des deux méthodes suw#gant

. Déshybridation thermique
La membrane a été immergée trois fois dans 500endodution bouillante de SDS a 0,1%
(m/v) puis rincée par une solution SSC 2X avantrd’@échée dans une étuefnmert a
80°C.

. Déshybridation chimique
La membrane a été rincée abondamment deux foisdevéeau distillée puis lavée avec du
NaOH 0,2 M contenant du SDS 0,1% (m/v) pendant iban87°C. La membrane a ensuite
été rincée 5 min avec une solution SSC 2X avarited®echée dans une étuidemmery a

80°C et conserveée a 4°C entre deux feuilles deep&hatman (GB 003) secs.
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.3. Clonages

11.3.1. Préparation des inserts d’ADN

Les inserts d’ADN ont été obtenus soit par PCR2(1l) soit par digestion
enzymatique paindlll (11.1.3.).
Les inserts d’ADN obtenus par digestion enzymatigareHindlll ont été directement extraits
a partir du gel a 0,5% d’agarog@hiogeng dans du tampon TAE puis ont été visualisés sur
plague UV suivant la méme procédure présentéeldgagagraphe 1.2.2.a.
La purification des fragments d’ADN a été realisiectement a partir du produit PCR ou
bien par élution du gel d’agarose suivant le précgmmmercial fourni par le kit « Geneclean
Turbo » MP Biomedicalg

11.3.2. Préparation des vecteurs

Les caractéristiqgues des vecteurs utilisés s@sepmtées dans fableau M. 2

a. Digestion

Le plasmide pGEMT Easy a été fourni sous forme linéaire par leckimmercial
« pGEM®-T Easy vector system sP{omega. Il n'était donc pas nécessaire de le digérer
avant la réaction de ligation. La digestion du gactpBR322 (environ 1 pg) a été réalisée en
rajoutant 1 UE dHindlll, (NEB) et 2 pl de tampon Tris-HCI 10 mM, NaCl 50 mM, MgC
10 mM, Dithiothreitol 1 mM, pH 7.9NEB) dans un volume final de 10 pl pendant une nuit a
37°C. La réaction enzymatique a ensuite été arg@ieeaine incubation a 65°C pendant 20

min.

b. Déphosphorylation
Les plasmides pBR322 linéarisés aprés digestiagneatique ont été déphosphorylés

avant la réaction de ligation afin d'éviter l'augation des plasmides. Les groupements
phosphate présents a I'extréemité 5’ du vecteuethgliminés sous l'action de la phosphatase
alcaline empéchant ainsi la formation de ponts phodiester entre les deux extrémités ainsi
déphosphorylées du plasmide avant traitementigdad. La réaction de déphosphorylation a
été réalisée en ajoutant a 1 pg de plasmide, 1dJiihdsphatase alcaline extraite d’intestin de
veau NEB) et 2 ul de tampon Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, ®Mgl10 mM, dithiothréitol

1 mM, pH 7.9 NEB) dans un volume final de 20 ul. L'ensemble a gt&lbé a 37°C pendant

1 h. La réaction enzymatique a ensuite été arggéane incubation a 65°C pendant 20 min.
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Afin d’éliminer les réactifs ayant servi a la digea et a la déphosphorylation, les plasmides
ont été purifiés grace au procédé commercial « Geae Turb8 » (MP Biomedicals

11.3.3. Ligation (conditions)

La masse de l'insert utilisé pour la ligation dégele sa taille ainsi que de la taille et
la quantité du plasmide dans lequel cet inseringégré. Pour la ligation utilisant les deux
vecteurs, la masse d’insert nécessaire a chaqogoréde ligation a été calculée en suivant la

formule suivante :

Masse insert (n )_masse vecteur (ng) x taille de I'insert (kb)insprt]
D= taille du vecteur (kb) [veotk

Des rapports molaires insert /vecteur de 6:1,18011, 15:1, 20:1 ont été réalisés.

Afin d’éliminer les réactifs, les produits de ligat ont été purifiés avant transformation des
cellules compétentes & l'aide du kit « Geneclearbdl» (MP Biomedicaly puis quantifiés
aprés migration sur gel a 1% d’agaro@bipgeng. Le proceédé de quantification est présenté

dans le pragaraphe 11.1.2.

a. pGEM®-T Easy

La ligation des fragments d’ADN dans le vecteulEpS-T Easy a été réalisée selon
le procédé commerciaP(omega.
L’isopropyl B-D-1 thiogalactopyranoside (IPTG), un analogue dalagose, induit
I'expression de |g-galactosidase qui hydrolyse a son tour le 5-brdraatioro-3-indolyl-
beta-D-galactopyranoside (X-Gal), un substrat clogéme, donnant ainsi une coloration
bleue aux colonies bactériennes. Le site de ligadtant situé dans le getaeZ codant |aB-
galactosidase, I'insertion d’'une séquence d’ADNsdnvecteur inactive I'enzyme qui n’est
plus exprimée dans les bactéries transformées reé@rpeesence d’'IPTG. L’X-Gal n’est donc
plus hydrolysé et les bactéries porteuses d’umpties recombinant observées sont alors de
couleur blanche.
La réaction de ligation a été réalisée en utilighing de vecteur pGEM-T EdSpuxquels
sont rajoutés 3 UE de ligase de I'ADN du phage Pfofnegq, 5 pl de tampon 2X
(Promega et d’insert, dont la masse a été calculée suilantapport présenté dans le

paragraphe 11.3.3., dans un volume final de 10 jghsemble a été incubé a 4°C pendant la

10¢€



Matériels et Méthodes

nuit. Un contréle positif de ligation comprenantingert d’ADN témoin fourni par le kit a été
réalisé dans les conditions de ligation décrités@demment.

b. pBR322

La réaction de ligation a été réalisée en mékinga a 70 ng de plasmide linéarisé
par Hindlll suivant les mémes conditions de digestions gmé&es dans le paragraphe 11.1.3.,
1 UE de ligase d’ADN . coli (NEB), 2 pl de tampon Tris-HCI 30 mM, Mg&t mM, NAD
26 UM, dithiothréitol 1 mM, BSA 50 pg/ml, pH 8.0lEB) et d’insert, dont la masse a été
calculée suivant le rapport présenté dans le papagrll.3.3., dans un volume final de 10 pl
pendant une nuit a 4 °C.

11.3.4. Préparation de cellules compétentes

Afin de faciliter la transformation bactérienne mdnoc thermique, les bactériesed’
coli DH50 ont été rendues compétentes par perméabilisagoleud paroi aprés traitement
chimique au chlorure de calcium (CadDagert et Ehrlich, 1979).

E. coli DH5a a été cultivée dans 50 ml de milieu LB a 37°C sagitation pendant 2 heures
jusqu’a une Axonm€gale a 0,2. Les cellules ont été ensuite cegtda a 3500 g pendant 12
min a 4°C et le culot bactérien repris dans 20 enCaC} 0,1 M froid et incubé 20 min dans
de la glace. L’ensemble a ensuite été centrifud® g pendant 10 min a 4°C avant d’étre
resuspendu dans 0,5 ml de CaG@ll M. Les bactéries ainsi traitées ont ensugeirgtubées

pendant la nuit & 4°C dans de la glace.

[1.3.5. Transformation

50 ul des bactéries rendues compétentes ont étddranées avec 10 a 100 ng d’ADN
issu du mélange de ligation aprés une incubatiorl@emin sur glace puis d'un choc
thermique a 37°C pendant 5 min. Les bactéries pstiige été cultivées dans 1 ml de LB
pendant 2 h. 100 ul des suspensions bactérienrest@rétalés sur des milieux sélectifs
(ampicilline 100 pg/ml, IPTG 0,5 M et X-Gal 80 ud/mour le vecteur pGEM-T
Easy/ ampicilline 100 pg/ml pour pBR322) et incubé7°C pendant une nuit.

Des bactéries non transformeées, utilisées commedterde stérilité, ont été étalées sur les
mémes milieux sélectifs décrits précédemment. Desubactéries transformées avec 10 a 100
ng de plasmide non recombinant, selon le méme @hdode transformation décrit
précédemment, ont été utilisées comme contrél@dgwétence des bactéries.
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11.3.6. Sélection des clones

Les colonies observées sur boites ont été sélaéds et repiquées sur des boites de
méme composition.
Afin de vérifier que les clones ont bien intégiédert, une amplification par PCR en utilisant
le cycle de température suivant [5 min a 95°C @aigycles (30 s a 94°C, 30 s a 55°C, 3 min
a 72 °C), puis 5 min a 72°C] a l'aide d’un thermdeyr Mastercycler Person&gpendorf a
éte réalisée en utilisant une colonie bactériedaag 20 pl d’eau distillée stérile) de chacun
des clones positifs sélectionnés comme matricesetunorces oligonucléotidiques servant a
amplifier l'insert (1 et 2 pour le vecteur pGEN Easy/ 6 et 7 pour le vecteur pBR322
(Tableau M. 5. Les conditions expérimentales de la préparaties échantillons sont

présentées dans le paragraphe I1.2.1.

1.4. Séquencage

Le séquencage d’ADN a été réalisé par les societgsfins MWG et Genomics.

L'interprétation logicielle des chromatogrammesgé@&rifiée manuellement.

lll.  Production et purification de la bactériocin&KkM432Bz

I.1. Culture de la souche KM432Bz

La souchd.n. pseudomesenteroid&#/1432Bz a été cultivée dans 2 | de milieu MRS

a 30°C sans agitation jusqu’a la phase stationo@ireroissance pendant une nuit.

1.2. Purification de la bactériocindKM432Bz

l.2.1. Préparation et traitement du surnageant de culture

Les cultures bactériennes ont été centrifugées GD &) pendant 15 min a 4°C, le
surnageant chauffé a 80°C pour dégrader les pestepeptides sensibles a la chaleur et le pH
ajusté a 6,5 afin de neutraliser I'acide lactiquedpit par les bactéries lactiques. L’acide
lactique possede des propriétés antibactérienniepaguraient interférer avec celles de la
bactériocine produite par la soudhe pseudomesenteroidks1432Bz.
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l.2.2. Précipitation au sulfate d’ammonium et dialyse

Le surnageant a été précipité a 60% de saturatiosubate d’ammonium (37,32 g de
sulfate d’ammonium pour 100 ml de solution) a 4@@s centrifugé a 20000 g pendant 30
min & 4°C. Le culot a été repris dans 200 ml d’&ElliQ © et dialysé pendant environ 20 h &
I'aide de membranes de dialysgpectra-Pof3, MWCO 3,5 kDa) contre de I'eau Milli®
Une fois I'exces de sels éliminé, 'ensemble alyphilisé pendant la nuit et conservé a -
20 °C.

1.2.3. Extraction en phase solide sur cartouchg(85cc)

Le lyophilisat du surnageant a été resuspendu 8iasml| d’acétate d’ammonium 25 mM
pH 6,5 et déposé sur une cartouche SepRak (Waters Corp. préalablement régénérée
avec 120 ml d’isopropanol 80% (v/v), lavée et équdle avec 200 ml d’acétate d’ammonium
25 mM pH 6,5. Des élutions ont été realisées adeSQ, 40, 50 et 60% (v/v) d’'isopropanol
dans de l'acétate d’ammonium 25 mM pH 6,5. Afinddiutifier les fractions renfermant le
peptide actif, les différentes fractions ont ététdes sur la souche sensille sakeien
utilisant la méthode des tests en milieu solidesgmé&e dans le paragraphe 1.4.1. Tout
I'isopropanol présent dans les fractions a été @éaples fractions actives a l'aide d’un
évaporateur rotatif L@borota 4000, Heidolphpuis les fractions ont été lyophilisées et

conservées a -20 °C.

1.2.4. Purification par chromatographie liquide haute
performance (¢ Inertsil ODS2)

Le lyophilisat a été repris par 250 pl d’'un tampbacétate d’ammonium 25 mM pH 6,5
renfermant 10% (v/v) d’acétonitrile (ACN) puis digi par chromatographie liquide haute
performance (CLHP) en phase inversg §lr une colonne Inertsil ODSkhi{erchim 5 um,

250 mm x 4,6 mm) a l'aide d’'une élution isocratiqiiacide trifluoroacétique (TFA) 0,1%
(v/v) dans HO 100% pendant 5 min puis d'un gradient d’acétdaiftACN) de 0 a 100%
pendant 30 min avec un deébit d'1 ml/min. Les défés pics ont été détectés a 226 nm sur
une chaine CLHP Ultimate 3000ipneX et ont été récoltés manuellement et testés contre
Lc. sakeisuivant la méthode des tests en milieu solideepitée dans le paragraphe 1.4.1 afin
d’identifier le pic renfermant I'activité antibaciénne.
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V. Caractérisation de la bactériocine KM432Bz

V.1 Dosage de la bactériocine KM432Bz

IV.1.1. Dosage de Bradford

C'est une méthode basée sur la formation d’'un m@apentre les protéines ou
peptides et un colorant : le bleu de Coomassie Ge2bréactif de Bradford. En milieu acide,
ce réactif, rouge/brun a l'état libre, prend unetéebleue lorsqu’il est lié aux protéines/
peptides et plus particulierement aux acides amipaéssques (principalement I'arginine) et
présente par conséquent un coefficient d'extinctimtaire élevé a 595 nm. Les fractions
actives en sortie de CLHP ont été dosées a I'addmette méthode.

Le dosage de Bradford a été réalisé en suivaningguctions du kit « Coomassie Protein
Assay Kit » Pierce. Afin de réaliser une gamme étalon, le réactiBdadford a été rajouté a
une gamme de dilution de BSA (30 2,5 pug/ml). L'Asosnm de chaque échantillon a été
mesurée a l'aide d’'un spectrophotométre Uvikon 3 @Biosery. L’échantillon d'intérét a
subi le méme traitement que la BSA et sa conceénmtrat été déterminée en se référant a la

gamme étalon de la BSA.

IV.1.2. Absorbance a 280 nm

Une mesure de l'absorbance de la fraction en esat® CHLP renfermant la
bactériocine KM432Bz a été effectuée a 280 nm apraporation de 'ACN au Speedvac. La
concentration de la bactériocine a été calculéeastila loi de Beer Lambert : A =IC, en
utilisant le coefficient d'extinction molaire thégue 14105 N.cm®* estimé & partir de la
séquence en acides aminBg://www.expasy.org/cgi-bin/protpargm

- A : absorbance.

- & : le coefficient d’absorption molaire en’Mm™.
- | : la largeur de cuve en cm.

- C : la concentration de la solution en M.

V.2 Electrophorése sur gel de polyacrylamide SDS Trisihe (SDS-
PAGE)

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide SDS-friggne (SDS-PAGE) permet la
séparation des peptides et des protéines en fora¢ideur masse moléculaire.
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vV.2.1. Préparation du gel et des échantillons

La tricine posséde une charge négative moins iraptatque la glycine ce qui lui
confére une migration plus rapide en électrophoedg®rmet donc la séparation de peptides
(Schagger et von Jagow, 1987).

Deux fois 10 ul de la fraction en sortie de CLHPrespondant a la bactériocine pure ont été
bouillis 5 min dans un mélange Laemmli/tampon dargé (Tris 80 mM, glycine 200 mM,
SDS 0,1% (m/v), dithiothréitol (DTT) 40 mM, glycért% (v/v), bleu de bromophénol 0,1%,
pH 8,8) avant d’étre chargés sur un gel de polyagrige SDS Tris-tricine. Un gel de
séparation : acrylamide 16,5% (m/v), bis-acrylamigg%o (m/v), Tris 3 M, pH 8,45, 0,1%
SDS (m/v) est surmonté d’'un gel de concentratiacrylamide 3,8% (m/v) et bis-acrylamide
0,1% (m/v), Tris 3 M, SDS 0,07% (m/v), pH 8,45. maégration a été réalisée a 90 V pendant
1 h dans un tampon anode (Tris 0,2 M, pH 8,9) déaompon cathode (Tris 0,1 M, tricine 0,1
M, SDS 0,1% (m/v), pH 8,25).

Trois marqueurs de poids moléculaire ont été aslisPolypeptide a raison de 40 pg/ puits
(Bio-Rad, Broad Range Marker a raison de 20 pg/ pWNRB) et Spectra Multicolor Low
Range Protein Ladder a raison de 10 pg/ puternientay Les deux fractions CLHP
correspondant a la bactériocine bouillie dans ulang& Laemmli/ tampon de charge ont été
déposées sur le gel Tris tricine (20 ul/ puits) nhigration a été réalisée a 60 V pendant 1 h a
I'aide d’'un générateur Pharmackirfe Chemicgl. A l'aide d’'un scalpel, le gel a ensuite été
délicatement séparé en deux parties dont I'undraeaMa coloration au bleu de Coomassie et

a l'argent et l'autre au test antimicrobien (getday).

IV.2.2. Colorations

a. Au bleu de Coomassie G-2ffrincipe présenté dans le
paragragraphe IV.1.a)

Le gel a été incubé dans une solution de colorgiétmanol 40% (v/v), acide acétique 7%
(v/v) et Bleu de Coomassie G-250 0,0025% (m/v))ssagitation douce pendant la nuit puis
rincé abondamment & l'eau MillfQavant d’étre mis en contact avec une solution de
décoloration (éthanol 40% (v/v), formaldéhyde 13,6%)) pendant 30 min. Le gel a ensuite
été rincé a I'eau Milli® pour éliminer la solution de décoloration avanttr@écoloré au
nitrate d’argent dix a cent fois plus sensible daeechnique de coloration au bleu de
Coomassie G-250.
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b. Au nitrate d’argent

La technique de coloration au nitrate d’argenbsepsur la réduction, facilitée par la
présence des protéines, de sels d'argent en ang¢aitique.
Le gel a été rincé directement & I'eau Miffi@'il a été préalablement soumis & la coloration
au bleu de Coomassie G-250, sinon directement éaldns une solution de fixation
(méthanol 40% (v/v), formaldéhyde 13,5% (v/v)) pamid10 min avant d’étre rincé a l'eau
MilliQ ® 2 fois 5 min. Le gel a ensuite été incubé 1 minsddu thiosulfate de sodium 0,02%
(m/v) puis rincé a I'eau Milli® avant d’étre incubé dans une solution de nitraaegent
0,1% (m/v) puis rincé & nouveau a I'eau MiffiQPuis, le gel a été traité par une solution de
développement (N&O; 3% (m/v), NaS,0; 0,0004% (m/v)et formaldéhyde 0,05% (m/v).
Enfin, le gel a été incubé dans 30 ml de solutierdéveloppement en présence d’'un agent
fixateur de coloration, le formaldéhyde a 15% juagiapparition de bandes d’intensité
adéquate puis la réaction de révélation a éteéarmgar addition d’'1,5 ml d’acide citrique 2,3
M. Aprés révélation des bandes protéiques, le ggéancubé 10 min dans la solution avant
d’étre rincé a l'eau. Les gels colorés ont été ldsudans une solution de séchage (10%
éthanol (v/v), 4% glycérol (v/v)) pendant 10 minséchés entre deux feuilles de cellophane,

préalablement immergées dans la solution de séchagdant 48 a 72 h.

IvV.2.3. Détection d’activité antibactérienne sur gel (getrbay)

Afin de visualiser la bande protéique correspondala bactériocine, la partie de gel
qui n'a pas été colorée est soumise a un testaatéibien avec la souché monocytogenes
La partie du gel qui n'a pas été colorée a étéémgpendant une nuit par une solution de
fixation (isopropanol 15% (v/v) et acide acétiqu@®4l(v/v)) puis lavée 4 h & I'eau MillfQet
enfin rincée a I'eau distillée stérile. Le gel aswite été dépose sur 3 ml de gélose molle de
BHI (Tableau M. 1) préalablement coulée dans une boite de pétmsemble a été recouvert
par 5 ml de gélose molle de BHI contenant 0,5%)(de la culture bactérienne de.

monocytogenesd Apsonn=0,2 et incubé pendant une nuit.

IV.3. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse consiste a déterminerakse moléculaire précise des
peptides et des protéines en produisant des idittad gazeux a partir d’'un échantillon
donné. La masse moléculaire de I'échantillon agagst ensuite mesurée a partir du rapport

masse/charge(/2.

112



Matériels et Méthodes

Dans mon étude, jai utilisé deux techniques: MAIF-MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight- Mass Specteimg) et la spectrométrie de masse en
mode ESI (ElectroSpray lonisation) et en mode tan#S-MS. Les analyses de la pureté et
la masse de la bactériocine ont été réalisees patDMTOF-MS et le séquencage des
peptides par MS-MS a l'aide d’'un appareil ESI-QqFT&lectrospray lonisation-Quadripole-
Time of Flight) @pplied Biosystems

V.3.1. MALDI-TOF

En spectrométrie de masse MALDI-TOF, la moléculélamgée a une matrice est
ionisée par un laser conduisant ainsi a la désorpdiun mélange matrice et molécules
d’intérét ionisées. Par sa position dans le praomgnt de la source, I'analyseur TOF peut
fonctionner en mode linéaire ou en mode réflect®eule I'analyse en mode linéaire a été
réalisée au cours de notre étude.

La bactériocine a été analysée sur spectrometmmatse MALDI-TOF Voyager-DE-PRO
(Applied Biosystems Les échantillons ont été co-cristallisés avee wmatrice d’aciden-
cyano-4-hydroxycinamique selon la méthode sandwidur cela, un volume de 0,5 ul de
matrice dans I'acétone a été déposeé sur la plaques séchage, 1 ul d’échantillon puis 1 pl
de matrice contenue dans une solution d’ACN a 7@#s dle I'acide formique (AF) a 0,1%,
ont été déposés sur la plaque. L'échantillon ai@giésé puis accéléré avec une tension de
20 000 V. Les mesures ont été realisées en moéaiignavec une détection des ions en mode

positif et un temps de latence de 150 ns sous df@isitions.

V.3.2. ESI-qTOF

La spectrométrie de masse en mode MS-MS réalisée awe source électrospray
permet d’obtenir des informations sur la séqueresepptides et consiste en la désolvatation
d’'ions générés sous linfluence d'un champ éleatridntense appliqgué a la surface d’'un
liquide et a pression atmosphérique.

L’échantillon en solution a été introduit dans @uce par infusion directe a I'aide d’'une
pompe a seringue. Un couplage a une CLHP permsépiarer préalablement les différentes
molécules de I'échantillon. Il a été introduit avet faible débit (1 & 10 pl.nify dans un

capillaire qui a été porté a un haut potentiel tégee. Afin de déterminer la masse
moléculaire précise de la bactériocine KM432Bz 'ebtknir les éléments de séquence, la

fraction en sortie de CLHP correspondant a la baci@e native a été analysée par LC-MS
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sur un appareil gQ-TOF, QSTAR Pulsapplied Biosystem£quipé d’'une source nanospray
(nano-ESI) en mode positif.

V.4, Détermination de la séquence peptidique

IvV.4.1. Réduction et alkylation

La réaction de réduction a été réalisée afin deiré les ponts disulfures formés par
des cystéines qui pourraient empécher I'hydrolyeeymatique et ainsi le séquencage
peptidique de la bactériocine. La réaction d’alkgla qui suit empéche la reformation des
ponts disulfures réduits préecédemment. L’ACN efTleA ont été éliminés de la fraction
CLHP renfermant la bactériocine KM432Bz & 20 puM @aaporation au SpeedVas0 pl de
I’échantillon renfermant la bactériocine a enséité ajouté a de 'lEDTA 2 mM, chlorure de
guanidium 6 M et DTT 4 M, dans du tampon Tris-HG ®, pH 7,5 puis dégazé a l'azote
avant d’étre incubé a 45°C pendant 1 h. Le mélaégetionnel a ensuite été incubé a 45°C

pendant 10 min apres addition de 2 pl de 4-vinytfiye (970 pg/ml final).

IV.4.2. Digestions enzymatiques

50 ul de la bactériocine réduite et alkylée a 20 quitiété ajoutés a 50 pl de tampon
NH4HCO; 50 mM, pH 8 contenant 20 ng/ul de trypsine boyBigma ou d’endoprotéinase
GluC (Roché et incubés a 37°C pour la trypsine ou a 25°C p@@IuC pendant la nuit. Les
mélanges réactionnels ont été dessalés sur ZipIk (Omix, Varia) avant analyse par

spectrométrie de masse.

IV.4.3. Séquencage par dégradation d’Edman

Cette technique permet de séquencer les peptidpsotines en identifiant le résidu
N-terminal & chaque cycle. La fonction amine ded@a@miné en position N-terminale de la
chaine peptidique est d’abord traitée a pH alqgadinle phénylisothiocyanate (PITC), appelé
aussi réactif d'Edman. Le dérivé phénylthiocarb@&m(fATC) de la protéine ou du peptide
ainsi obtenu est traité par un acide anhydre qunetle clivage de la liaison peptidique du
premier acide aminé en positibkterminale.

Apres réarrangement du dérivé anilinothiazolinonacide aminé instable, en
phénylthiohydantoine-acide aminé (PTH-Aa), ce dgérev été identifie par CLHP. La
dégradation s’est poursuivie en répétant plusitmissce cycle de réactions.
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Le séquencage a été réalisé par M. Jacques D’Alayela plate-forme d’analyse et de

microséquencage de I'Institut Pasteur.

a. Purification du peptide réduit et alkylé par CLHP

La bactériocine réduite et alkylée a été clivéelpdrypsine et injectée sur colonne en ligne
de DEAE (35 x 1,5 mm) - £g (150 x 1,5mm). Un lavage de 30 min a ensuite é&aése par
une solution contenant de I'ACN 2% dans du TFA agua 0,1% afin d’éliminer le DTT
utilisé lors de la réduction. Le peptide a enséitepurifié en utilisant un gradient de 2 a 70%
d’ACN dans 0,1% de TFA aqueux avec un débit delfaip.

Puis, le peptide a été transféré soit sur fibreselee Biobrene soit sur membrane ProSorb

(PVDF), deux supports qui retiennent le peptide.

b. Dégradation d’Edman

Le peptide immobilisé a été soumis a la dégradati@idman a l'aide d’'un séquenceur
Procise 492Applied Biosystemst les acides aminés identifiés en CLHP.

IV.4.4. Séquencage par spectrométrie de masse (LC-MS/MS)

La fragmentation a été réalisée par un transféri@fgie supplémentaire qui permet de
rompre les liaisons covalentes. Dans le spectremgilisé lors de cette étude, ce transfert
d’énergie a été la dissociation induite par cals(CID). L'ion a fragmenter est entré en
collision avec les atomes d’'un gaz non chargé.do#sions ont augmenté I'énergie interne
des ions pour les activer et provoquer leur décaitipa. Les rapportsn/z des fragments
produits ont été alors analyseés.

Les fragments générés lors de la digestion a lasimg ou I'endoprotéinase GIuC ont été
analysés par micro-CLHP-MS-MS (chaine Ultimate 3@6nex U3000, Q-STAR Pulsar
QQ-TOF). La séparation a été effectuée sur unennel@orbax 300 SB X300 A, 3,5um,
150 mm x 1 mmAgilen)) avec un gradient allant de 0 a 60% d’ACN dan®ddacide
formique pendant 20 min avec un débit de [0Onin. Les expriences de dissociations
induites par collisions onti nalisies sur le fragmer@-terminal avec une énergie de collision
de 100 eV.
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Caractérisation d une bactériocine produite par une souche
de Leuconostoc pseudomesenteroidefe du boza

La boza ou buza, signifiant céréales en persamnesboisson traditionnelle fermentée
(Figure 1l. 1a) consommée en Turquie et dans la région des Balfagure 1. 1b). De
consistance épaisse, le boza est sucré, acidyéuetlcoolisé. La recette de cette boisson
difféere en fonction des régions. Ainsi, le boza pstparé a partir de germes de blé en

Albanie, de blé fermenté en Turquie et de blé etd® céréales en Bulgarie et en Roumanie.

SERBIE

Tl MonT.

Cosono) BULGARIE

MAGEDOINE

WER
MEGITERRANEE [ b L fE i

Figure Il. 1°. Le boza. Figure Il. 1b. La région des Balkans.

(http://mww.recipeturk.com/viewing-recipe-1-228/detsgboza. htmjl (httg/www.ladocumentationfrancaise. fr/dossiers/europékans/carte-balkans-union-europeenne.shtml

Le boza a été fabriqué la premiére fois par lesJ d’Asie centrale au 9siécle. Plus
tard, il a été importé dans les Balkans et le Csaigar I'empire Ottoman. Cette boisson était
consommée librement dans ces régions jusqu’au®giétle lorsqu’elle a été interdite par le
Sultan Mehmed IV et remplacée par un nouveau tygpkaisson non alcoolisée, plus sucrée,
consommeée habituellement en Albanie. Malgré soerdindtion dans la région, le boza a
continué a étre consommeé en particulier par ledaselqui lui attribuaient des qualités
energisantes. Depuis, les habitants des Balkamstuwionféré de nombreuses propriétés telles
que la régulation de la pression artérielle, I'aegtation de la lactation chez la femme,

I'amélioration de la digestion ainsi que la bioo®mnstion(http://www.pacaraboza.com/eng/boza.php)

Par ses nombreuses vertus et sa popularité, ke dascité I'intérét de nombreux
chercheurs. Il a été montré que cette boisson nmaafe différents microorganismes
responsables de la fermentation parmi lesquels gesres bactériend.actobacillus
Lactococcus Leuconostocet Pediococcusainsi que des levures du gerBaccharomyces
(Gotchevaet al, 2000, Hanciglu et Karapinar, 1997, Kabadjow al, 2000, Zorbeet al,
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2003). Ensuite, il a été rapporté que parmi ceséhas, certaines comnid. fermentumLb.
lactis, Lb. plantarumet Ln. mesenteroideétaient productrices de bactériocines et porteuses
de propriétés probiotiques a I'origine d’'une padela bonne conservation du boza (Todorov
et Dicks, 2004, Todorov et Dicks, 2005a, Todoebval, 2006¢, von Mollendorfét al, 2006)
(Tableau II. 1).

Tableau Il. 1. Bactéries productrices de bactériocies isolées du boza.

Bactérie Bactériocine Référence

Enterococcus faeciuBT62BZ ST62BZ (Todorov, 2010)

Lactobacillus fermentudWw11BZ ND (von Mollendorffet al, 2006)
Lactobacillus fermenturdW15BZ ND (von Mollendorffet al, 2006)
Lactobacillus paracasesT242BZ ST242BZ (Todorowet al, 2006c¢)
Lactobacillus paracasesT284BZ ST284Bz (Todorov et Dicks, 2006d)
Lactobacillus pentosuST712BZ ST712BZ (Todorov et Dicks, 2006d)
Lactobacillus plantarundW3BZ ND (von Mollendorffet al, 2006)
Lactobacillus plantarundW6BZ ND (von Mollendorffet al, 2006)
Lactobacillus plantarun8T194BZ ST194BZ (Todorov et Dicks, 2006d)
Lactobacillus plantarun$T414BZ ST414BZ (Todorov et Dicks, 2006d)
Lactobacillus plantarunsT69BZ ST69BZ (Todorov, 2010)

Lactobacillus plantarunsT664BZ ST664BZ Todorov S.D., Dicks L.M.T., 2006
Lactobacillus rhamnosuST461BZ ST461BZ Todorov S.D., Dicks L.M.T., 2006
Lactobacillus rhamnosuST462BZ ST462BZ Todorov S.D., Dicks L.M.T., 2006
Lactococcus lactiST63BZ ST63BZ (Todorov, 2010)

Lactococcus lactiST611BZ ST611BZ (Todorov, 2010)

Lactococcus lactiST612BZ ST612BZ (Todorov, 2010)

Lactococcus lactisubsplactis BZ Lactococcine BZ Sahingil et al, 2009)

Lactococcus lactisubsplactis B14 Bozacine 14 (Kabadjovet al, 2000)
;?lg:gonostoc mesenteroidasosp dextranicum Mésentéricine ST99 (Todorov et Dicks, 2004)
Pediococcus pentosacet$18 Pédiocine ST18 (Todorov et Dicks, 2005b)

ND : Non Déterminé.

Les bactériocines produites par ces bactérieepré&st une activité antimicrobienne
dirigée contre des pathogenes responsables dimrectparmi eux,E. faecalis Li.
monocytogengs. (Todorov et Dicks, 2004, von Mollendorét al, 2006)). Enfin, la
propriété de bioconservation ainsi que les biemfaii boza pourraient encourager sa
consommation dans certains pays ou des épidémigfealions causées par une mauvaise

conservation des denrées alimentaires sont récas.en
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Parmi les bactéries retrouvées dans le boza,deseglactobacilluset Leuconostoc
sont les plus répandus (Hangio et Karapinar, 1997). Le genteeuconostoaegroupe des
bactéries lactiques a Gram positif hétérofermeegaianaéorobies facultatives et dépourvues
de catalase (Graviet al., 1986). Il renferme, par ailleurs, différentes egsebactériennes
parmi lesquellet.euconostoc carnosuifin. carnosurjy Leuconostoc citreuntiLn. citreun),
Leuconostoc durionjs Leuconostoc fallax Leuconostoc gelidum(Ln. gelidun), Ln.
mesenteroides. (Euzeby, 1997) présentes le plus souvent erciad®m avec des végétaux
et dans la viande mais aussi dans le lait et leslys laitiers (Hemme et Foucaud-
Scheunemann, 2004). Ces bactéries participent préparation de nombreux produits
alimentaires fermentés en optimisant leur godt eafr Itexture (Hemme et Foucaud-
Scheunemann, 2004, Steinkraus, 2002) ainsi quiadeconservation (Ogieet al, 2008,
Steinkraus, 2002, Triaat al, 2008). La bioconservation des aliments par cegehas se fait
principalement a travers I'acidification du milietila production de bactériocines (Héchard
al., 1999, Mathievet al, 1993, Steinkraus, 2002 yqir chapitre | V. Les applications des
bactériocines
L’effet antimicrobien di aux bactériocines prodsiparLeuconostosp. a été observe pour la
premiéere fois dans les années 90 (Ahn et Stile8D)1Plus tard, différentes bactériocines
produites pateuconostosp. ont été isoléeF ébleau Il. 2) parmi lesquelles quelques unes
ont été caractériséekigure 11. 2).

Parmi ces bactériocines, la leucocine A-UAL 187dpite parLn. gelidumA-UAL 187
(Hastingset al, 1991), la leucocine B-Talla produite par carnosuniralla (Felixet al,
1994), la mésentéricine Y105 produite par. mesenteroidesubsp.mesenteroide&’ 105
(Héchardet al, 1992),... Figure Il. 2). Depuis, de nouvelles bactériocines ont été Bt so
toujours découvertes (Save al, 2010). La détermination des séquences peptidigess
bactériocines produites pheuconostosp. a permis de montrer qu’elles faisaient paltida
classe Il et présentaient, par conséquent, unegitécantimicrobienne dirigée contre des
bactéries pathogénes incluant en particulisteria sp. (Stiles, 1994)Figure Il. 2). Ceci
pourrait peut-étre aussi étre le cas de bactémsdsolées de bactéries du gelneeconostoc

mais pas encore caractérisees comme la kimchieinexemple (Chanet al, 2007).
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Bactériocine

Bactérie productrice

Classe Origine

Rérence

Leucocine 4010 (A et BlLeuconostoc carnosu#010

Leucocine A-UAL 187

Leucocine B-Talla
Leucocine A-TA33a
Leucocine B-TA33a

Leucocine C(-TA334)

Leucocine A AC7)
Leucocine A-QU15
Leucocine Q
Leucocine N
Leucocine H ¢ etp)
Leuconocine J
Kimchicine GJ7
Mésentérocine 52A
Mésentérocine 52B
Mésentéricine ST99
Mésentéricine Y105
Mésentéricine B105

Leuconostoc gelidu-UAL 187

Leuconostoc carnosuiralla

Leuconostoc mesenteroideA33a

Leuconostoc mesenteroidBA33a

Leuconostoc mesenteroidEA33a

Leuconostoc pseudomesenteroi@esls
Leuconostoc pseudomesenteroi@esls
Leuconostoc pseudomesenteroi@esls
Leuconostoc pseudomesenteroi@esls
LeuconostodF215B

Leuconostosp. J2

Leuconostoc citreur@J7

Leuconostoc mesenteroidaghspmesenteroideBR52
Leuconostoc mesenteroidaghspmesenteroideBR52
Leuconostoc mesenteroidashsp dextranicumST99
Leuconostoc mesenteroidashspmesenteroide¥ 105
Leuconostoc mesenteroidaghsp mesenteroide¥105

lla
lla
lla
lla
lla
lla
lla
lla
lid
lid
lb
ND
?
lid
lid
ND
lla
lla

Viande
Viande
Viande
Viande
Viande
Viande

Riz

Riz

Riz

Riz

ND

Kimchi
Kimchi

Lait

Lait

Boza

Lait fermenté
Lait fermenté

(Buddeet al, 2003)
(Hastinget al, 1991)
(Felixet al, 1994)

(Papathanasopoules al,
1998)

(Fimlancet al, 2002a)

(Sawaet al, 2010)

(Blom et al, 1999)
(Choiet al, 1999)
(Changet al, 2007)

(Revol-Junellet al, 1996)

(Todorov et Dicks, 2004)
(Héchardt al, 1992)
(Héchardt al, 1999)

Tableau Il. 2. Bactériocines produites par des baéties du genreLeuconostoc

. Le kimchi est un plat traditionnel Coréen prépaggartir de végétaux fermentés (chou chinoissraai, piment rouge, oignorf): La séquence peptidique de la leucocine
C-TA33a a été partiellement déterminée par Papasitgnoulos M. Aet al. (Papathanasopoules al, 1998) puis complétée par Fimlandes al. (Fimlandet al, 2002a) et
appelée leucocine CBactériocines dont la séquence peptidique a éesrditée Eigure I1. 2).
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1 10 20 30 40
Classe lla v. . . . .
Leucocine A-UAL 187 - INMIGIEEYEQLDTAEQWGG ISl S EEIS oSN FSAGVHRLA-EGNeF-- [f
Leucocine A-TA33a - ENMIEIEEYEQLDFANEQWWGG YD SIS I FEAGVHRLA-NEGNEF--- [
Leucocine A ( AC7) KN Y GNElIGVHCTKSGCSVNW (GENEY/SIIW
Leucocine A-QU15 - INMISAEL YEQLDNNAQWGG Vel YOS FSAGVHRLA-NEGNEF--- [
Leucocine B-Talla IVENNIYISADN{Cle] i) INALEONAYEENK) Y G NG VHCTKSGCSVNW (GEAEIVEIRINEEN Cel) Gt
Mésentéricine Y105 I TNMKEVEAYEQLDNQEKKWCG EYEl- OIS SSYIEEAGEHRLA - NEGNEF-- [§
Leucocine C(-TA33a) D SRS YEYATN- FINNS VNNEL TEGNAJTN
Classe Iid
Leucocine N INZEYNSISNEKKITNEDEQNINGG FI-  [ERATE- BFVYHE- XL RE-- EG- (LY YEGK------ H
Leucocine Q - ENQLM--EGEVISEFEISTVQEG [KeLEKMIE]l BWLL-EINMBAVKQY--- BKD-- B F----
Mésentéricine B105 [I-QDKTNFKILSDSEIETI - GG [ EVE- EILEMEEARIEEPPNSQVIEAR! ENHE
Leucocine B-TA33a KACRWAVASIAIISUL TGPQOESE! L KHKESIHIR

Figure Il. 2. Alignement de séquences peptidiquesed bactériocines produites par
Leuconostocsp.

Sont surlignés en rouge, les acides aminés corsar8@-100 % ; en bleu les acides aminés consaré@s80 % ; en gris, les
acides aminés conservés a 40-50 % ; en vert ldssaaminés conservés a 20-30 % et en violet ldesaminés conservés entre
deux bactériocines. La séquence peptidique spaeify précurseur de la bactériocine est représentéalique, les séquences
des précurseurs de bactériocines manquantes imdique le géne codant la bactériocine n’a toujpassété identifié. Le site de
clivage (motif GG) est représenté en violet.

» . Site de clivage.

En se basant sur les homologies de séquences/ébsdtigure Il. 2) nous pouvons
constater que les bactériocines produited_paconosto@ppartiennent a deux classes (classe
lla ou classe lld). Les leucocines A (UAL-187 et33a) et les leucocines B-Talla et A-
QU15 ont la méme séquence en acides aminés eff@eedi que par la séquence de la région
leader de leurs précurseurs. Les séquences ensami@és des leucocines A et B sont
homologues a 95% a celle de la mésentéricine Yi08ee distinguent seulement par la
région leader du précurseur et deux acides amiaéla dactériocine proprement dite. La
leucocine C (-TA33a) se différencie des leucocmeglasse lla par la séquence de sa région
C-terminale. En se basant sur les homologies dees€gs, deux sous-groupes se dessinent a
I'intérieur des bactériocines de classe lld praskiipar ded.euconostoc D’'une part les
leucocines Q et N et d’autre part la mésentéri&he5 et la leucocine B-TA33a. Les fortes
homologies de séquences peptidiques entre lesrinaatés produites paceuconostocsp.
suggerent la possibilité d'un transfert génétigoezZontal des clusters de genes impliqués
dans la biosynthese des bactériocines entre bestduiméme genre.

Il a été montré que les bactéries du gdrmeconostoaenfermaient un ou plusieurs
plasmides de différentes tailles (Dessart et Steernk995). Ces plasmides portent différents
systemes génétiques parmi lesquels celui impligags da biosynthese des bactériocines

(Dessart et Steenson, 1995, Frematral, 1995). Le transfert horizontal cheeuconostoc
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sp. S'avere étre un phénoméne courant. Ainsi, dEpiences d'insertion (« Inversed
Sequences », |.S.) ont été identifiées et analypéeslohansen et Kibenich (Johansen et
Kibenich, 1992) chez des bactéries appartenantemwed .euconostoc suggérant ainsi la

possibilité d’'un échange génétique entre les difftes espéces bactériennes.

Dans notre étude, nous avons isolé et identifi€ souche provenant du boza
productrice de bactériocine. Apres analyse stratdutle la bactériocine et de son cluster de
genes, nous avons montré que cette bactériocindergtque aux leucocines B et A-QU15

produites respectivement dam. carnosunetLn. pseudomesenteroides

l. Publication

(En cours de soumission dafsod Microbiology).
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ABSTRACT

Many food-grade microorganisms are used to producariety of fermented food, among
which lactic acid bacteria (LAB). LAB inhibit foodpoilage bacteria by producing lactic
acid and growth-inhibiting peptides termed bact@ns. Bacteriocins are antimicrobial
peptides that are ribosomally synthesized and lysaelive against related species. Boza is
a fermented beverage from the Balkans prepared ftereals. Many LAB producing
antimicrobial compounds have been isolated frons theverage, such dssuconostoc
which produces peptides active agaihiteria, a pathogen responsible for animal and
human diseases. We here isolated a bacteriocinspiragl bacterium from boza that we
identified asLeuconostoc pseudomesenteroit@d432Bz. The primary structure of the
3930 Da peptide revealed that this antimicrobigitige is similar to leucocin A/B and
belongs to class lla bacteriocins. The plasmidtkdg@ene cluster encoding a precursor, an
immunity protein, an ATP-dependent transporter andaccessory factor involved in the
bacteriocin biosynthesis was identified and analydeeucocin KM432Bz inhibits the
growth of related species as well as pathogens likseria, Enterococcusand
Streptococcuspecies with minimal inhibitory concentrations unbéd in the 0.75-2.5 pM
range. Antimicrobial assay on mutated Listeria monocytogenesias performed using

leucocin KM432Bzin order to confirm that™*is required for its mode of action.

Keywords: boza, antimicrobial peptide, lactic acid bacterileucocin KM432Bz, Leuconostoc
pseudomesenteroiddsiosynthesis gene cluster.

Highlights

> An active strain has been isolated from boza aehtified as aleuconostoc
pseudomesenteroidesalled KM432Bz. > The amino sequence of the isolafctive
peptide is identical to those of leucocins A and>BThe gene encoding the precursor of
leucocin KM432Bz is identical to that of leucocin B Leucocin KM432Bz inhibits the
growth of pathogens such bisteria, Enteroccus and Streptococcud.ike other classs lla

bacteriocins, leucocin KM432Bz required'for its mode of action.
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1. Introduction

Boza is a traditional popular fermented beveragdelyi consumed in the Balkan
region. It is produced from fermented cereals, sashmaize, wheat or millet, with lactic
acid bacteria of the genelaactobacillus Lactococcus Leuconostocand Pediococcus
(Gotcheva et al., 2000, Hangla et al., 1997, Kabadjova et al., 2000). Becausé@so
popularity, a number of studies have been condumteloza and many lactic acid bacteria
have been isolated and described (Kabadjova e@00, Todorov et al., 2004b, von
Mollendorff et al., 2006). In one study, as many3&sstrains isolated from boza showed
antibacterial activity against various Gram-positlvacteria, including the food pathogens
Listeria innocua and Gram-negative bacteria suchEssherichia coli(Kabadjova et al.,
2000). Another study reports the probiotic progsrtof eight strains isolated from boza,
including survival in conditions simulating the gaitestinal tract and production of
antibacterial and antiviral compounds (Todorovlgt2908).

Bacteriocins are defined as ribosomally synthesa#dnicrobial peptides produced by
bacteria (Cotter et al., 2005, Tagg et al., 1976) axhibiting an antagonism against
phylogenetically-related species (Jack et al., J9Bacteriocins have been isolated from
different food matrices such as fermented produatgetables, fruits, meat and fish, and
have been mostly studied among lactic acid bacteRatential biotechnological
applications of bacteriocins produced by lacticdaoacteria include their use as natural
food preservatives (Abee et al., 1995, Settanal.eP008, Stiles, 1996). Bacteriocins may
be divided into two main classes based on genetidodchemical characteristics (Cotter et
al., 2005). Class | consists of the lanthioninetaming post-translationally modified
bacteriocins (Chatterjee et al., 2005, Jack efl@B5). Class Il commonly called “pediocin-
like bacteriocins” includes unmodified non-lanthiogcontaining bacteriocins, which are
subdivided into four subclasses namely, class piedipcin-like bacteriocins), class llb
(two-peptide bacteriocins), class lic (circular tesiocins) and class Ild (miscellaneous
bacteriocins) (Cotter et al., 2005, Drider et &Q06). The gene clusters encoding
bacteriocin synthesis generally include a struttgeme, gene(s) involved in immunity of
the producing strain, gene(s) encoding transpasteprs and gene(s) necessary to the

regulation of the production (Ennahar et al., 200@enhammer, 1993).

A total of fifteen bacteriocins have been detedtethctic acid bacteria from boza so

far, but only a few have been characterized (votiévidorff et al., 2006). Bacteriocin B14
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produced by.actococcus lactisubsplactis 14 was the first reported bacteriocin from boza
(Kabadjova et al., 2000). Mesentericin ST99, predudy Ln. mesenteroidesubsp.
dextranicum,was shown to be a heat- and acid-stable singleideeptith bacteriostatic
activity onLi. innocua(Todorov et al., 2004a). Other bacteriocins, preduby strains of
Pediococcus pentosacelsctobacillus plantarumLactobacillus paracaselLactobacillus
rhamnosusand Lactobacillus pentosubave been reported from boza. In most cases, the
spectrum of activity, the sensitivity to physicoeahical conditions (temperature, pH), and
the production kinetics have been determined, tegawith the preliminary purification of
the bacteriocins. The molecular masses of the bactes from boza range from 2.8 to 14
kDa, but the amino acid sequences, genetic clustareodes of action were determined for
none of them (von Mollendorff et al., 2006).

This study focuses on a bacteriocin produced byransisolated from boza that we
identified asLn. pseudomesenteroidaad called KM432Bz. We describe the purification
and identification of the bacteriocin and have dateed its spectrum of activity, as well as
the gene cluster involved in the bacteriocin praidmc We also compare the properties of
leucocin KM432Bz to those of pediocin, a commeized class lla bacteriocin used a food
microbial control agent. This is the first report @ thorough characterization of a
bacteriocin from boza, which presents a good pi@teas a food preservative to prevent

proliferation ofLi. monocytogenes
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2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains and plasmids

Escherichia colDH5a was provided by A.-M. Pons (Université de la Rdlehd-rance)E.
coli strains were cultivated in LB medium at 37°C. S$tran. pseudomesenteroides
KM432Bz from boza was provided by Leon Didl&tellenbosch University, South Africa).
Li. monocytogeneBEGDerpoN" was kindly given by Yann Héchard (Université detiecs,
France). Table 1 lists all the other bacterialistraused in this study, and their culture
conditions. Unless otherwise mentioned, all stramse obtained from the Institut Pasteur
CRBIP (Paris). The plasmid used in this study wagM®-T Easy Vector (Promega).
Lactic acid bacteria were cultivated without agaat(Table 1).

2.2. Antibacterial assays

2.2.1. Radial diffusion assays

The indicator strain was cultivated for 2 h in 10 (growth conditions are presented in
Table 1). When the absorbance at 260 nsdAeached.2, the bacterial growth was
stopped by incubation on ice. Melted soft agar @5 agar) was inoculated with 10
CFU/mL of this culture, and poured over Petri dshéve ul of the producing strain or 10
MM leucocin KM432Bz was spotted over the agar, thedplates were incubated for 16 h at
different growth temperatures, according to thecawbr strain (Table 1). All the tests were

repeated three times. Diameters of the inhibitiones were measured.

2.3.2. Determination of minimal inhibitory conceattons (MICs)

The bacteriocin concentrations were calculatecttsp@etrically according to the
absorbance at 280 nm (using the theoritical mokinetion coefficient 14105 M.cm*
estimated referring to the acid amino seque(it®://www.expasy.org/cgi-bin/protpargm).
Microtiter plate wells were inoculated with 90 ptsensitive bacteria at a concentration of
10° CFU/mL for all strains, except fdristeria strains for which a concentration of 510
CFU/mL was used. Ten pL of purified leucocin KM432Br of commercial pediocin
(P0098, Sigma) were added at different final cotre¢gions (10, 5, 2.5, 1.25 uM, 625, 312,
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156, 78 and 39 nM). The different dilutions wergadted using 25 mM ammonium acetate
buffer, pH 6.5. The plates were incubated for 13118t 30 °C. The &0 was measured

using a Multiskan FC reader (Thermo Scientific).

2.3. Bacterial growth in and leucocin KM432Bz protion

The effects of 10 uL of 10 uM leucocin KM432Bz dmetgrowth of straind.i.
monocytogene<CIP 80110 andLactobacillus. sakeisubsp. sakei CIP 103139 were
observed by following &y of 100 mL cultures for 35 h.

Production kinetics of leucocin KM432Bz were penf@d. Growth of the producing
strainLn. pseudomesenteroid&$1432Bz was monitored by following é¢ of a 100 ml
culture for 24 h. Two mL of culture were collectatd2 h-intervals and centrifugated at
8,000 x g for 10 min at 4 °C. One mL of the resgtsupernatant was heated at 80 °C for
10 min. The pH was monitored and adjusted to 6iBgu$ M NaOH. Radial diffusion

assays were then performed as described above.

2.4. Bacteriocin purification

The producing strain KM432Bz was cultivated in 2LMRS broth at 30 °C overnight
without agitation. Culture supernatants were sdpdrafrom bacterial cells by
centrifugation at 8,000 x g for 15 min at 4 °C dedhted at 80 °C for 10 min. The pH was
adjusted to 6.5 using 1 M NaOH. Proteins were prated by addition of 60% ammonium
sulphate. After centrifugation at 25,000 x g forr@th at 4 °C, the pellet was dissolved in
200 mL of Milli-Q® water, and dialysed against MillifQwater using Spectra-Pt8,
MWCO 3.5 kDa at 4°C for 20 h under gentle agitatibhe treated supernatant (37 mL)
was subjected to solid-phase extraction on a S&pcR8 cartridge (35 cc, 10 g, Waters
Corp.). The column had been previously regenenatd80% (v/v) isopropanol in 25 mM
ammonium acetate buffer pH 6.5, and washed withraQ0f 25 mM ammonium acetate
buffer pH 6.5. Elutions with 250 mL (v/v) of 20, 3@0, 50 and 60% isopropanol in
ammonium 25 mM acetate buffer pH 6.5 were performBute bacteriocin containing
fractions (50 mL) were identified by performing thadial diffusion assays described
previously, using 5 puL of each fraction. Activedtians were lyophilized and purified by
reversed phase high-performance liquid chromatégyrdRP-HPLC) on an Inertsil ODS2

column (5 um, 4.6 x 250 mm/ Interchim, France). &afions were performed using a
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gradient of 0% to 100% acetonitrile (ACN) in 0.1%uaous TFA for 30 min at a flow rate

of 1 mL/min. Fractions were monitored by followi@p at 226 nm.

2.5. Tricine-SDS polyacrylamide gel electrophoresis

Five pL of the purified bacteriocin was performeda sodium dodecyl sulfate (SDS)-
tricine 16.5% (v/v) polyacrylamide gel (Schaggemkt 1987) using an anode buffer (Tris
0,2 M, pH 8,9) and a cathode buffer (Tris 0,1 Ntite 0,1 M, SDS 0,1% (m/v), pH 8,25)
and a vertical slab apparatus at a constant vol@@eé/) for 1 h. The tricine-SDS-PAGE
gel containing the active sample was overlaid vidtain Heart Infusion (BHI) soft agar
inoculated with 1 CFU/mL of Li. monocytogeness described previously by Zlet al.
(2000).

2.6. Enzymatic digestions

Purified peptide were subjected to reduction arkylalion using the procedures already
described (Bulet et al., 1992). Purified leucocil432Bz at 20 uM was dissolved in 40
uL of 0.5 M Tris HCI containing 2 mM EDTA and 6 M guaidine hydrochloride, pH 7.5, to
which 2uL of 2.2 M dithiotreitol were added. The samplesevimcubated under oxygen-
free conditions for 1 h at 45°C. gL of freshly distilled 4-vinylpyridine at a final
concentration of 970 pg/ml (Sigma) were added,iandbation was continued for 10 min

at 45°C under Wto prevent oxidation. The reaction was stoppedpg®edvac evaporation.

Native peptide was subjected individually to Glu@deproteinase (Roche) and trypsin
(Sigma) treatments. GluC endoproteinase and Trypgdrolysis were performed at an
enzyme/substrate ratio of 1:100 (w/w) in a 1@0reaction containing 50 mM and 25 mM
NH4HCO; at pH 8 incubated for 16 h at 25 and 37 °C re$palgt The reactions were

stopped by acidification with 0.1% formic acid andre desalted on Zip-Tip C18 (Omix,
Varian) before ESI-MS analysis
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2.6. Mass spectrometry

2.6.1. MALDI-TOF-MS

Leucocin KM432Bz-containing fractions were analyzbg matrix-assisted laser
desorption ionization—time-of-flight mass spectrorpméMALDI-TOF-MS) on a Voyager-
De-Pro MALDI-TOF mass spectrometer (Applied Biogyss) operated in linear positive
mode, usingi-cyano-4-hydroxycinnamic acid as the matrix. Thatgand molecular mass

of commercial pediocin (P0098, Sigma) were assessiag similar conditions.

2.6.2. LC-MS-MS

ESI-MS analyses and MS-MS using nanoelectrospragsrapectrometry were carried
out on a gQ-TOF hybrid mass spectrometer (Q-StalsalPu Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France) operated in positive modeMEdata were acquired using a Dionex
U3000 micro-HPLC system using a Zorbax 300 SB dBroa (3.5 pm, 150 mm by 1 mm/
Agilen) connected to the Q-Star Pulsar QQ-TOF mass speeter operated in positive
mode. Separations were performed by gradient elditaen 0% to 60% acetonitrile in 0.1%
aqueous TFA for 20 min at a flow rate of @idmin. Detection wavelength was set at 226
nm and ESI source was operated in positive mode aviipray voltage of 100 eV.

2.7 Edman N-terminal sequencing

N-terminal sequencing was carried out at the magasncing platform of Institut

Pasteur, France, using a Procise 492 sequenceli¢diiosystems).

2.8. Plasmid DNA purification

Plasmid DNA of strain KM432Bz was purified usingetRlasmid Midi Kit Qiager).
Lysis step was carried out according to AndersahMoKay (Anderson et al., 1983). Two
hundreds mL of the producing strain culture wenmgtriigated at 8,000 x g for 15 min at 4
°C. The pellet was treated with 10 mg/mL lysozyi@&a) in Tris-HCI buffer 25 mM pH
8 for 1 h at 37°C, followed by 20 mg/mL protein&séSigma) in Tris-HCI 50 mM pH 7.7
for 1 h at 55°C. After vortexing for 30 s, the lisavas incubated at 37°C for 10 min.

Plasmid purification was performed as recommendeithé& manufacturer.
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2.9. PCR Amplification

Amplifications by PCR were carried out with 1 UEGTBNA polymerase (Promega),
100 nM of each primer (forward and reverse), 10 pfMeach dNTR(Promega), 20 mM
MgCl, (Promega) in 1X buffer (Promegahd 1 pL of DNA. The program was as follows
95 °C for 5 min, 35 cycles x (94 °C for 30 s, 48@®0or 30 s, 72 °C for 3 min) then 72 °C
for 5 min), on a Mastercycler Personal (Eppenddff)e primers used in this study are
listed in table 2.

The amplified products were separated on a 0.5%r(\/v) agarose gel stained with
Gel Red 0.0005% (v/v) (VWR) using an electrophoretic mtigra of 90 V for 25 min).
They were visualized under UV illumination and timages were analyzed with Gel
Capture USB2 (VWR). The molecular weight markersen® kb DNA Ladder (0.5 to 10
kb, NEB) and 100 bp DNA Ladder (0.1 to 1.51 kb, NEB
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3. Results and discussion

3.1. Identification of strain KM432Bz

Strain KM432Bz was isolated from boza, in the dpant of Microbiology in the
University of Stellenbosch.

A biochemical identification kit using carbohytametabolism tests (API 50 CH
strips/ Biomérieux) assigned strain KM432BzLio. mesenteroidesubsp.mesenteroides/
dextranicumwith a value of 99.5%. A 1400 bp-fragment of theS1IBNA gene of strain
KM432Bz was amplified by PCR using primers 27f 4885r (Table 2). Sequencing of the
amplicon followed by BLAST analysis revealed a s$amiy value of 98% withLn.
pseudomesenteroidestrain CAG16b. Although othdreuconostodacteriocin-producing
strains had been isolated from boza, none of theetonged to the specie

pseudomesenteroides

3.2. Bacteriocin production kinetics

In order to determine the optimal growth stagetfi@r production of the bacteriocin, the
inhibitory activities of culture supernatants oudy. sakeisubsp.sakeiCIP 103139 were
monitored during growth (Fig. 1). Antimicrobial adity was detected at 5 h post-
inoculation (logarithmic phase) until late station@hase, with maximum inhibition halos
(12-16 mm) corresponding to the early stationarggeh(17-21 h after inoculation). This
pattern of production is similar to those obserya@viously for other bacteriocins,
including bacteriocins JW3BZ, JW6BZ, JW11BZ and BBZ isolated previously from
boza (von Mollendorff et al., 2006).

3.3. Purification of bacteriocin KM432Bz

Purification of bacteriocin KM432Bz was performaorh a 2 L culture supernatant of
Ln. pseudomesenteroidid/1432Bz in early stationary phase. After precipda with 60%
ammonium sulphate, the protein pellet was resusggkitdwater and submitted to reversed-
phase extraction using an isopropanol gradient. fraetion corresponding to 40%
isopropanol exhibited the largest inhibition hatoldn. sakeisubspsakeiCIP 103139 (data
not shown). This fraction was further purified bgversed-phase HPLC (Fig. 2). Peaks
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were hand-collected and tested for antimicrobidiveg on Lb. sakeisubsp.sakei CIP
103139, Listeria ivanovii subsp.ivanovii CIP 78.42 and.i. monocytogene€IP 80.110.
Only one peak (43% of acetonitrile, retention ti87 min) retained antimicrobial activity
on sensitive strains, with an inhibition halo of i¥n and 12 mm for bothisteria strains.

The purified bacteriocin KM432Bz was subjected ¢éb gectrophoresis. Following overlay
of the gel withLi. monocytogeneseeded agar, an inhibitory zone was detected for a

compound having a molecular mass comprised betWgeand 4.6 kDa (data not shown).

3.4. Determination of the amino acid sequence @bticteriocin KM432Bz

The purified bacteriocin KM432Bz was analysed by NDA-TOF MS in linear mode
and by ESI MS. MALDI-TOF MS analysis revealed ag&nMH" ion atm/z 3928 (Fig.
3A.), while ESI-MS showed two ions [M+5P{]and [M+4HJ* at m/z786.96 and 963.21
respectively (Fig. 3B.), corresponding to a commbah3931 Da. This was consistent with
the range of the active peptide detected by gellaye

Edman degradation analysis revealed a 22-residuerminal sequence (Fig. 4,
underlined part of the sequence). The sequencd&eofbaicteriocin KM432Bz was also
analyzed by mass spectrometry from a digest wgh@GhuC endoproteinase (Fig. 4, arrow).
Two peptide fragments corresponding to the Lys12GIN-terminal moiety and the Ala21-
Trp37 C-terminal region were purified and analyzagl micro-LC-tandem MS (LC-
MS/MS). The combined results of these experimesisaled the full amino acid sequence
of the active bacteriocin (Fig. 4, black lettesshich was assigned to a 37 residue peptide,
in agreement with the 3931 Da mass obtained by MIALOF-MS. This sequence was
deposited in the Genbank database under accessmbens xxx. BLAS analysis revealed
100% identity of the bacteriocin KM432Bz with lewoo A from Leuconostoc gelidum
(Hastings et al., 1991) and leucocin B frarauconostoc carnosurfielix et al., 1994).
Therfore, bacteriocin KM432Bz was termed leucociM432Bz. Its amino acid sequence,
like those of leucocins A and B, harbours the YGNGdhsensus typical to class lla
bacteriocins (Fig 4, ligh grey background), as wadl the two cysteines involved in a

disulfide bond (Fig.4, dark grey background).
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3.4. Analysis of the gene cluster encoding leuckdid32Bz

Class lla bacteriocins are generally produced agactive precursor carrying a signal
sequence for export by an ABC transporter. Therhhitgal proteolytic activity of the ABC
transporter allows cleavage of the N-terminal legoptide to yield the active bacteriocin
(Ennahar et al., 2000). Leucocin A (Hastings et)91) and B (Felix et al., 1994) differ
from each other only by the sequence of their legquptides. In order to determine
whether the sequence of the leucocin KM432Bz leadetide was similar or not to those
of leucocin A or B, we aimed to sequence the géunster encoding leucocin KM432Bz.
We therefore aligned the DNA sequences of the gldgucocin gene clusters available in
Genbank (M64371, S72922) and designed primers fapezidifferent regions of the gene
cluster (Table 2). Several primer sets were us€&dR amplification, and two fragments of
expected molecular masses could be obtained usiners preleuB-F/ preleuB-R and
LeucoA-591F/ preleuB-R encompassing the struciyeak and part of the immunity gene,
primers preleuB-F/ LeucoA-150R encompassing therganic DNA sequence and primers
lcaD_F and mesC_R1 surrounding the ABC transpgeee. The general organization of
the gene cluster encoding leucocin KM432Bz seenfsltow the same pattern as that of
leucocin A fromLn. gelidum (Fig. 5) for which the genes encoding the bactémio
precursor and immunity are terméxhA andlcal respectively andcaC, IcaD andIcaE
encod the protein with unknown function, the AB@nisporter and an accessory protein
(Fig. 5).

Following cloning in pGEM-T Easy vector, the fragments were sequenced using
universal primers M13-F and M13-R and revealed 10000%, 96% similarities to genes
encoding the bacteriocin precursor frobm. carnosum (Felix et al., 1994),Ln.
pseudomesenteroideiSawa et al., 2010) andn. gelidum (Hastings et al., 1991),
respectively. ABC transporter gene is similar a¥9énd 81% to the gene encoding the
ABC transporter fromLn. gelidum (van Belkum et al., 1995) andn. mesenteroides
(Fremaux et al., 1995), respectively. For the imityugene, the partial sequence obtained
here displayed 99%, 99% and 90% similarities toegeancoding the immunity protein
from Ln. gelidum(Hastings et al., 1991).n. carnosum(Felix et al., 1994) and.n.
pseudomesenteroidéSawa et al., 2010), respectivly.

Translation of the nucleotide sequence of the sirat gene gene revealed that the
leader peptide was similar to that of leucocin B &ucocin A-QU15 (Fig 4). Leucocin B
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and leucocin A-QU15 are the same bacteriocin. \Waeefore designated that gelo&A
encodes the precursor of the leucocin KM432Bz. Hawreall our attempts to amplify the
DNA fragments located betweelckA and IckD, which potentially comprise a gene
encoding a protein of unknown function, were unssstul. It is possible that both parts of
the cluster may be physically separated, eithehersame replicon by insertion of a mobile
sequence, or on different replicons. If this is thse, it does not seem to affect regulation
of the production of leucocin KM432Bz in this strailnvestigations are currently
undergoing to elucidate this point.

Besides leucocin A and B/ A-QU15, leucocin KM432Bzalso very similar to yet
another bacteriocin produced by the getesiconostoc mesentericin Y105 fronin.
mesenteroides(Fremaux et al., 1995). The production of bacten®c of the
leucocin/mesentericin type could be a general dbanatic ofLeuconostosp. To address
this question, we investigated by a molecular apgno whether other species of
Leuconostoavere prone to produce these bacteriocins. PrimpesieuB-F and preleuB-F
were used to amplify a 178 bp-fragment of the bamtan structural gene of five species of
Leuconostoc(Ln. carnosum Ln. citreum Ln. gelidum Ln. pseudomesenteroide&n.
mesenteroidesusbspdextranicum and Ln. mesenteroidesubsp.mesenteroidgs In all
cases, the gene was present (data not shown), stimgpéhe presence of a gene cluster

encoding production of this type of bacteriociralhLeuconostospecies.

3.5. Antimicrobial activity of leucocin KM432Bz

The inhibitory activity of leucocin KM432Bz was ted over a large range of Gram
positive bacterial strains and one Gram negativ@rstusing the radial diffusion assay
(Table 1, first column). Leucocin KM432Bz does nohibit the growth ofKlebsiella
pneumoniagas generally reported for class Il bacteriocimsich are generally inactive on
Gram negative bacteria. The spectrum of inhibibbreucocin KM432Bz includes closely-
related strains ofLeuconostoc Lactobacillus or Weissella Interestingly, not all
Leuconostocstrains were resistant to leucocin KM432Bz, altifowur evidence suggests
that they may all possess the gene cluster. Thikldme due to differences in the regulation
of the expression of the bacteriocin and the imtyupiotein among the strains we tested
and/or to diversity of the immunity proteins.
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Leucocin KM432Bz also inhibits the growth of entepathogenic strains, such as
Enterococcus faeciurdKLHS andEnterococcus faecali€IP 103015, or one respiratory
tract pathogenStreptococcus pneumonid@P 102911. One characteristic of class lla
bacteriocins is their potent inhibition @fsteria strains. This was confirmed for leucocin
KM432Bz, which was active against the four strahkisteriatested herd,i. innocuaCIP
80.11, Li. ivanovii subsp.ivanovii CIP 78.42,Li. monocytogene€IP 80.110 and.i.
monocytogene€IP 107776. We determined the MICs of leucocin KI2Bz over a range
of sensitive strains as comprised between 78 nM1&nhdM, and compared them to those
obtained for pediocin AcH, a class lla bacteriopneduced byPediococcus acidilactici
(Motlagh et al., 1994). The molecular mass of themercial pediocin was determined by
mass spectrometry analysis and is identical toetlddshe pediocin AcH of 6622 Da (Data
not shown).

This bacteriocin has been shown to be highly effean controlling the growth of the

food pathogenLi. monocytogenesn raw meat and cheese-based creams and sauces

(Buyong et al., 1998, Foegeding et al., 1992, Sehlgt al., 1993). It is currently being
used in a commercial food preservative named 'Alt2341 (Carrigaline, Deegan et al.,
2006). In our experiment, leucocin KM432Bz reveatedbe more active than pediocin
AcH, regarding the inhibition ofisteria species, with a very low MIC (156 nM) dn.
monocytogene€IP 80110, while it is generally less effectivarhpediocin to inhibit
growth of other lactic acid bacteria. Thereforajclecin KM432Bz harbours a very good
potential to be used as a food preservative, sihadearly inhibits the pathogeni.
monocytogenesyhile preserving other non pathogenic bacteriaegaly considered as

positive for human health.

3.6. Insights into the mode of action of leucocM432Bz

To gain insights into the mode of action of leucokkM432Bz, we observed the impact
of the addition of the bacteriocin to liquid cukgrof two sensitive strains, one being the
human pathogehi. monocytogene€IP 80110 , the other beirdp. sakeisubspsakeiCIP
103139 (Fig. 6). For both strains, addition of 18l @f leucocin KM432Bz following
inoculation resulted in no growth for 12 h, whiled#ion during early log phase led to an
immediate decrease in viable cells (Fig. 6A and H)wever, after 25 h of culturéb.
sakeisubspsakeiCIP 103139 reached the samedg@kh as the control (Fig. 6A), whilei.
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monocytogenestill showed no sign of growth (Fig. 6B). This segts that leucocin
KM432Bz exhibits a bacteriostatic effect dub. sakeisubsp.sakei CIP 103139 and a
bactericidic effect orii. monocytogene€IP 80.110, a property which adds arguments to
the potentiality of this bacteriocin for use a®ad preservative.

The mode of action of classlla bacteriocins has lwéearly demonstrated in the case of
mesentericin Y105, whose amino acid sequence jsalese to that of leucocin KM432Bz
(V/I at position 26, fig. 2). Inactivation of thepoN gene encoding the sigma 54
transcription factor induces resistance lof monocytogeneso mesentericin Y105
(Robichon et al., 1997). The sigma 54 transcripfextor triggers transcription of a gene
encoding the Ellan manose permease, which has been proposed as déetore of
mesentericin Y105 on the surface of the targetirsifalet et al., 2001). To determine
whether the mode of action of leucocin KM432Bz veasilar to that of mesentericin
Y105, we performed antimicrobial assays over drstvLi. monocytogenesactivated for
rpoN. This strain (EGDEpoON) was resistant to leucocin KM432Bz, while the wiyge
EGDE strain retained sensitivity (Table 2).

This work is the first thorough characterizationaobacteriocin produced by a strain
isolated from boza. Leucocin KM432Bz is a class biacteriocin closely related to
mesentericin Y105 and leucocin A and B, with prdigsrthat indicate it would be a good
candidate to be used as a food microbial contrehgas it is more effective than pediocin
against the major human pathogen monocytogenesThis study also brings light onto

understanding the origin of the good conservatidnoaa.
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Table 1.

Strains used in this study and their
(Motlagh et al., 1994).

sensitivityleiococin KM432Bz and pediocin AcH

Strains Conditions Leucocin KM432Bz Pediocin*
PN
"Radial A
diffusion MICs MICs
assay (xM) (M)

Bacillus subtilissubspsubtilis CIP 52.65 37 °C, LB - ND ND
Enterococcus faecali€IP 103015 37 °C, BHI + >10 ND
Enterococcus faeciu@IP 103014 37 °C, BHI - ND ND
Enterococcus faeciutAKLHS 37 °C, BHI + 25 25
Klebsiella pneumoniasubsppneumoniaeCIP 82.91 37 °C, LB - ND ND
Lactobacillus plantarunCIP 104454 30 °C, MRS - ND ND
Lactobacillus sakesubspsakei CIP 103139 30 °C, MRS ++ 0.08 0.08
Leuconostoc carnosu@IP 103319 30 °C, MRS - ND ND
Leuconostoc citreur@IP 103315 30 °C, MRS - ND ND
Leuconostoc gelidur@IP 103318 30 °C, MRS - ND ND
Leuconostoc lacti€IP 102422 30 °C, MRS + 10 25
Leuconostoc mesenteroidés05 30 °C, MRS + >10 ND
Leuconostoc mesenteroidashspdextranicunCIP 102423 30 °C, MRS + >10 ND
Leuconostoc mesenteroidashspmesenteroide€IP 102305 30 °C, MRS ++ 1.25 0.16
Leuconostoc pseudomesenteroi@#l 103316 30 °C, MRS ++ >10 ND
L euconostoc pseudomesenteroides KM432Bz 30 °C, MRS - ND ND
Listeria innocuaCIP 80.11 37 °C, BHI ++ 0.63 25
Listeria ivanoviisubspivanovii CIP 78.42 37 °C, BHI ++ 0.31 >10
Listeria monocytogenesIP 80.110 37 °C, BHI + 0.16 5
Listeria monocytogengsGDe CIP 107776 37 °C, BHI + 0.31 ND
Listeria monocytogendsGDe (poN’) 37 °C, BHI - ND ND
Staphylococcus aurewssibspaureusCIP 4.83 37 °C, LB - ND ND
Streptococcus pneumoni@¢P102911 37 °C, TSYE + 2.5 >10
Streptococcus thermophil@P 102303 37 °C, LB - ND ND
Weissella paramesenteroid€sP 102421 30 °C, MRS + >10 ND

“Pediocin used in this study was identified as peididcH by mass psectrometry.

Producing strain is indicated in bold letters.
: Inhibition halo < 20 mm.
Inhibition halo > 20 mm.
: No inhibition.
ND: Not determined.

+
++:
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Table 2.

Primers used for PCR and DNA sequencing

Primers Sequence (5> 3) Specificity/ localisation

M13-F TTTTCCCAGTCACGACG pGEM-T Easy Vector/176-197

M13-R ACACAGGAAACAGCTATGACC  pGEM-T Easy Vector /2949-2972
LeucoA-591F GCCATGTATTGECCGTTT immunity protein

préleuB-F ACCAGAAACCATTTCCACCA prebacteriocin

préleuB-R AACATGAAATCTGCGGATAA prebacteriocin

LeucoA-150R TTGCATACCCTGICTCCA prebacteriocin / immunity protein
IcaD-F GCCAAAACTGACATGGAAGG ABC transporter

MesC_R1 AAGGAAAATTGCGGTAACG ABC transporter/ mesC

27f CGGTGTGICAAGGCCC 16S RNA/ 10-28 (Rheims et al., 1996)
1385r GAGTTTGATCCTGGCTCAG 16S RNA/ 1392-1408 (Rheims et al., 1996)
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Figure legends

Figure 1.
Growth of strain KM432Bz« ) and inhibition halosdunced by culture supernatant bi.
sakeisubspsakeiCIP 103139« ).

Figure 2.

Reversed-phase HPLC chromatogram of the 40% isapadgdraction from Sep-Pak C18.
Dark arrow indicates the active peakldn sakeisubspsakei CIP 103139 andi. ivanovii
subspivanoviiCIP 78.42.

Figure 3.

Mass spectrometry analysis of leucocin KM432Bz. KLDI-TOF MS spectrum of the
main RP-HPLC fraction containing leucocin KM432Bmwing a single MHA ion atm/z
3928; (B) ESI-MS spectrum of the main RP-HPLC fi@ttcontaining leucocin KM432Bz
that exhibits the [M+5H] and [M+4HT" ions atm/z786.96 and 963.21, respectively.

Figure 4.

Amino acid sequence of leucocin KM432Bz and itgratient with class Ila bacteriocins
from otherLeuconostocspecies, leucocin A, leucocin B, and mesentertl95. Black
letters show the sequence of the mature peptiddigimdgrey letters the sequence of the
leader peptide. The sequence of the leader peptitlricocin KM432Bz was obtained by
translation of the nucleotide sequence. Black igtten light grey background indicate the
typical class lla bacteriocin consensus sequenggte®es involved in the formation of the
conserved disulfide bridge are shown on dark gesskg@round. The amino acid sequence
of leucocin KM432Bz determined by Edman degradat®minderlined. The amino acid
sequence obtained by MS/MS fragmentation is indatéty a broken line. Arrow indicates
the GIluC endoprotease cleavage site. The alignnveerts performed with the ClustalWw

program.
Figure 5.

Organization of the gene cluster involved in thedoiction and immunity of leucocin A-
UAL 187 produced by.n. gelidum(Hastingset al., 1991, accession number M64371.1/
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van Belkumet al., 1995, accession number L40491.1) and possiblenma@f#on of that of
leucocin KM432Bz (Genbank xxx) produced hy. pseudomesenteroidéthis study).
Open reading frames (ORFs) are indicated by arfomthe structural gendéc@A andickA,
§), immunity genel¢al, Ickl m), ABC-transporter gendc@D, IckD ®), gene encoding the
accessory proteinldqaE, IckE m), gene encoding an unknown proteicaC, IckC m).
Promoters are presented with dark boxas ( ). Brdkees indicated not characterized

DNA sequences.

Figure 6.

Growth ofLb. sakeisubsp.sakei CIP 1031394) andLi. monocytogene€IP 80.110 B)
following addition of 10 uM leucocin KM432Bz aft@moculation ( ) or during early-log
phase ¢ ).The controk( ) shows growth in the abserfdbe bacteriocin. Arrows indicate
addition of leucocin KM432Bz.
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Chapitre Il — La leucocine KM432Bz

Il. Synthése des résultats

1.1 Identification de la souche productrice KM432Bz

Une souche active conttdy. sakeia été isolée du boza par J. W. von Mollendorff a
'université de Stellenbosch en Afrique du Sud (Wilollendorff et al, 2006). Aprés
séquencage du gene codant 'ARN 16S de cette mmetédétermination des caractéristiques
biochimiques de cette souche par galerie APl CHIosQis I'avons identifiée comme wm.

pseudomesenteroides nommée KM432Bz.

Afin de détecter la phase de croissance de lahsowsélectionnée ou se situait
I'apparition de l'activité antimicrobienne et soraximum, nous avons réalisé une courbe de
croissance et testé toutes les 2 h I'activité desageants de culture traités (vblatériels et
Méthodeg surLb. sakeisubspsakei L'activité antimicrobienne maximale a été retréawen

début de phase stationnaire entre 17 et 21 h tiereul

- La souche active isolée du boza est um. pseudomesenteroidasommé KM432Bz
présentant une activité antimicrobienne en début dphase stationnaire contreLb. sakei

subsp.sakel

1.2. Caractérisation de la bactériocine KM432Bz

Afin d’isoler la molécule antimicrobienne produifgar Ln. pseudomesenteroides
KM432Bz, le surnageant de culture a d’abord étérsau une précipitation par du sulfate
d’ammonium a 60% deaturation. Le surnageant précipité a ensuite ébdrifugé et son
surnageant dyalisé puis élué a différents pourgesta’isopropanol sur cartouche Sep‘Pak
C18. Les fractions ainsi obtenues ont été testéed.ls. sakeisubsp.sakei L’activité
antimicrobienne a été retrouvée dans la fractioeetk 40% d’isopropanol qui a ensuite été
soumise a une CLHP en phase inverse sur colonne l@&%8pics observés ont été récoltés
puis testés surb. sakeisubspsakeietLi. innocua L’activité antimicrobienne a été retrouvée

dans le pic majoritaire élué a 43% d’acétonitrile.

Les analyses réalisées par MALDI-TOF puis par ESIsur la fraction active éluée a
43% d’ACN en CLHP ont révélée une masse moléculdiee 3930 Da. Le séquencage
peptidique par dégradation d’Edman a permis lard@taation des 22 premiers acides aminés
de la bactériocine. Parrallelement la bactérioeirge digérée par I'endoprotéase Glu-C, puis
soumise a une fragmentation par LC-MS/MS. Les té®ubbtenus par les deux méthodes
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Chapitre Il — La leucocine KM432Bz

bY

complémentaires ont donné une séquence en acidegsandentique a celle de deux
bactériocines de classe lla : la leucocine A étlaocine B produites respectivement par

gelidumetLn. carnosum

- Le peptide antimicrobien produit par la souche KM432Bz est une bactériocine qui a
une masse moléculaire de 3930 Da et la méme séqueran acides aminés que les
leucocines A-UAL 187 et B. Nous I'avons nommée leagine KM432Bz.

1.3. Caractérisation du cluster de genes impliqué daasdlosynthése de la
leucocine KM432Bz
Le géne codant le précurseur de la leucocine KN8432 été amplifié par PCR en
utilisant des amorces degénérées (préleuB-F eyBéR), cloné dans le vecteur pGEM-T
Easy Vectof puis séquencé. La séquence nucléotidique du gesentle précurseur de la
leucocine KM432Bz est identique a celle de la leuw® B produite pakn. carnosumLlLes
régions nucléotidiques adjacentes ont été détemninépartir de fragments d’ADN obtenus
par PCR en utilisant des amorces spécifiqueable 1, publication). Le géne codant la
protéine d'immunité a été caractérisé presque dansintégralité. Le gene codant 'ABC
transporteur a également été caractérisé ainsinguipartie de la protéine accessoire

impliquée dans I'export de la bactériocimégure 1l. 3).
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Chapitre Il — La leucocine KM432Bz

LeuA 1 GTCCGTTTAC CCTCCGCAAA AAGCACAAAC AG CCCTCTCA TAAACCGCTC ACGGACTAAA

LeuA 61 ATTTCACAAA TGACAAAAGC CAAGCTGTAG GG ATTGTGAG AGCTAGACCA ATAAATTTGA
LeuA 121 GCGAAA TTCAC AAGAAGGA TCAC/GAAAA AGCGCAAAC CTTATGAAAT TAAGETTGG

Leu A 181 CGCTTTTAAC TGGTATAGCGACATTATG TTTACTAATA TATTATCAAAATTAT|TTAT(
LeuB 1 GCGTCGTACGTAGTCGAT AAGGCATATG TTTACTAATA TATTATCAAA GTCATTTAJC

Leu A 241 TTTCAAAGAT ACTATAAAAC TGAGATTTGT CA GAAAAATC AGCCATGTAT TGGCCGT[TA
LeuB 61 TTTCARAGAT ACTATAAAAC TGAGATTTGT CA GAAAAATC AGCCATGTAT TGGCCGT' TA

KM 1 EGCCATGTAT TGGCCGT | A
LeucoA-591F

Leu A 301 ATCCAGCCTT CTGACCAATT ACACCAAGTT CT  ATAATTACAGCCTCTTCA TCTTTTGAAA
LeuB 121 ATCCAGCCTT CTGACCAATT ACACCAAGTT CT  ATAATTAC CGCCTCTTCA TCTTTTGAAA
KM 21 ATCCAGCCTT CTGACCAATT ACACCAAGTT CTATAATTAC A GCCTCTTCA TCTTTTGAAA

Leu A 361 ACTTAATTCT GTTTGTTGAA GCGGTAATTC GT  ATATAATT GACCAATCGG TTAATCAATG
Leu B 181 ACTTAATTCT GTTTGTTGAA GCGGTAATTC GT ~ ATATAATT GACCAATCGG TTAATCAATTG

Leu A-QU15 53 TCT GTITGTTGAA GCGGTAATTC GT ATATAATT GACCAATCGG TTAATCAATTG
KM 81 ACTTAATTCT GTTTGTTGAA GCGGTAATTC GTATATAATT GACCBGG TTAATCAATFB

Leu A 421 CTTCT'ACATT TTTTGTGCTA TCTAATTTTT TG GATACCTG AAACAAAACA TCACAAA !IAT

Leu B 241 CTTCTACATT TTTTGTGCTA TCTAATTTIT 1G GATACCTG AAACAAAACA TCACAAATAT
Leu A-QU15 112 CTTCTACATT TTTTGTGCT- TCTAATTTIT 1G GATACCTG AAACAAAGCA TCACAAATAT
KM 141 ]CTTCTACATT TTTTGTGCTATCTAATTTTT TGGATACCTG AAACAXPA TCACAAATA

LeuA481  CTCCATACCC AGCGTCATCT TTTCTATCGATT _ AATAGCAA ATAGAGTTIG TTCGTGTATA
LeuB301  CTCCATACCC AGCGTCATCT TTTCTATCGATT _ AATAGCAA ATAGAGTTIG TTCGTGTATA
Leu A-QU15 172 CTECATACCC AGCGTCATCT TTTCTATCGA TTAATAGCAA ATAGAGTTTG TTCGTGTATA
KM 201 CTCCATACCC AGCGTCATCT TTTCTATCGA TTAATAGC AA ATAGAGTTTG TTCGTGTATA

Leu A 541 TTTTAGCATC GTCCAATAAA ATGTTATTTT TT CTCANAAT GAATACCTTC GACAGTTTTA
Leu B 361 TTTTAGCATC GTCCAATAAA ATGTTATTTT TT CTCANAAT GA- TACCTTC GACAGTTTTA

Leu A-QU15232 TT l TAGCATC GTCCAATAAA ATGTTATTTT TT CTCAAAAT GAATACCTTC GACAGTTTTA

KM 261 ITTTAGCATC GTCCAATAAA ATGTTATTTT TTCTCAAAT GAATACCTTC GACAGTTTTA

Leu A 601 CCAGAAACCA TTTCCACCAT TTGCTAAACG AT GTACTCCA GCTGAAAAGG CTTCTCCICCA
Leu B 421 CCAGAAACCA TTTCCACCAT TTGCTAAACG AT GTACTCCA GCTGAAAAGG CTTCTCCICCA
Leu A-QU15 292 CCAGAAACCA TTTCCACCAT TTGCTAAACG ATGTACTCCA GCTGAAAAGG CTTCTCCICCA
KM 321 CCAGAAACCA TTTCCACCAT TTGCTAAACG ATGTACTCCA GCTAEXBG CTTCTCCCCA
> préleuB-F

Leu A 661 GTTTACAGAA CAACCACTTT TTGTGCAATG AA CTCCGTTA CCATAATACT TACCTCCTAC
Leu B 481 GTTTACAGAA CAACCACTTT TTGTGCAATG AA CTCCGTTA CCATAATACT TACCTCCTAC
Leu A-QU15 352 GTTTACAGAA CAACCACTTT TTGTGCAATG AACTCCGTTA CCATAATACT TACCTCCTAC
KM 381 GTTTACAGAA CAACCACTTT TTGTGCAATG AACTCCGTTA CCATABT TACCTCCRC

LeuA721  GACTTGTTCG AGAGCA  CTAT TATCCAATTG CTCATAGOIT TCCGTAGSTT TCATGTTCAT

LeuB541  GACTTGTTCG AGAGCA  TTAT TATCCAATTG CTGATAATTA TCCGCAGATT TCATGTTATT
Leu A-QU15 412 GACTTGTTCG AGAGCATTAT TATCCAATTG CTGATAATTA TCCGCAGATT TCATGTTATT
KM 441 GACTTGTTCG AGAGCATAT TATCCAATTG CTGATAATTA TCCGCAGATT TCATGTTATT

préleuB-R €

LeuA 781 CATAATAACT TTCCTCTTTT C ATATTATTT AATTCACATT CAATTATATA TCTAAAGGTA
Leu B 601 CATAATAACT TTCCTCTTTT C TTATTATTT AAATCACATT G ATTATACA TCTAGAGGTA
Leu A-QU15 472 CATAATAACT TTCCTCTTTT CATATTATTT AA TTCACATT CAATTATATA TCTAAAGGTA
KM 501 CATAATAACT TTCCTCTTTT CITATTATTT AAATCACATT —AATTATACGTCTAGATTAA
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LeuA841  TTCTAAATCA A-TATGTTT ATGTTAA TTT ATTAATTCTA TGTTTTATGT TAAAATTATA
LleuB661 T CCTAAATCA AC- TATGTTT ATGTTAACTT ATTAATTCTA TGTTTTATGT TAAAATTATA
Leu A-QU15 530 TTCTAAATCA A--TATGTTT ATGTTAACTT AT  TAATTCTA TGTTTTATGT TAAAATTATA

KM 561 TTCT TATTCA ACATATGTTG AT TTATATA TATAAMCCTA TTTTTTATGT TAACATTATG:
LeuA901  T--TTGTTA ATTATTTCAC TTTTAATGGA GA CAGGGTAT GCAAGATTTA AACAT--AAC
leuB721 T AT- ATGTTA ATTATGTCAC TTT- AATGGA GACAGGGTAT GCAAGATTTA TACATGAAAC
Leu A-QU15  TTT-—-GTTAATTATTTCAC TTTTAATGGAGA  CAGGGTAT GCAAGATTTA AACAT-AAC
KM 621 --ATGTTA ATTATTGAGC TTTTAATGGA GACAGGGTAT GCAA

LeucoA-150R

Leu A 961 TGATGATG-T GGTTGTCAAA TATCAAAAAT TG ACAGATGA TAAGAATGTG TTTCACAAAA
Leu B 781 TGATG CT--- GGTTGTCAAA TATC------ --- CAGA---A AG
Leu A-QU15  TGATGATG-T GGTTGTCAAA TATCAAAAAT TG ACAGATGA TAAG

LeuA 1021  TATCATACAT TGACTTTTAT AAAAAAATGA AT AATGGAGA AGACAGTTTA ATTTACCTCG

LeuA 1081 GCAGGCCGAC ATGTCC |

Leu A_ABC IATTT GT-TTAAATT TTTGCCCATG CTGCATGATA TTTTGACTAC
Leu A_ABC 1141 TACCAAAAAA TATGCGTGTT GCGTACTTCA ATGTTGATAA TTTTTTTAAA GATAATTCGT

Leu A_ABC 1201 CTGACAAAGC TAGTTATATT AATTTCTTTC AA GAGTTAAA TATTTCTCAA CTGCCTTC[TT

Leu A_ABC 1261 TAATTTTTAC TAATGGAAAC ATGGACTATA AACGATTATC AATTTATACA ATTAAAACAC

Leu A_ABC 1321 CAATAAATGC ATGGATTACT GCTATTAATG ACGAATTAAT TTCAAAACAT TCCAAGCAAT

Leu A_ABC 1381 CATCAACAAA TTAAAAATGG TTAAGG- TCA AAATGTTTCA AAAAAGAATA AATTAATCG

Leu A_ABC 1441 CACAAGTAGA TGAACGTGAT TGTGGTGTTG CGCACTCGC TATGGTTTTA ACTCATTACA
Leu A_ABC 1501 ANACACGCCT GTCCTTAGCC AAACTACGGG ACTGGCCAA AACTGACATG GAAGGAACGA
N
e

IcaD_F

Leu A_ABC 15561 CT|IGCTTTAGG CATTGTTAAG CTGCGAATGC GCTAGACTTT GAAACCATGC CGATCCAGG
KM 1 TTGTTA-G CTG(Q TAATGC GCTAGACTTT GAAACTATGC CTATCCAGG

Leu A_ABC 1621 CT[GATTTGAG TTTATT CGAT AAAAAGGATT TACCCTATCCTTTTATCGCC CATGTATTA
KM 61 CTGAQTTGAG TTTATT TGAT AAAAAAGATT TACCCTATCCCTTTATCGCC CATGEBATTA

Leu A_ABC 1681 AAGA CGQAAA ATACCGSCAT TATTATGTAG TTTATGGGAT CAAAGGTGAT CAGCTAT[TAA
KM 121 IAAGAGGEAA ATACCQACAT TACTATGTTG TTTATGGAT TAAAGGGAAT CAGTTATTAA

Leu A_ABC 1741 TQGCTGATCC AGATAATACC GTTGGTAAAA ARAAATGAC AAAAGCGCAT TTTAATGAGG
KM 181 [TTGCTGATCC AGAFACACT GTTGGTAAAACCAAAATGACTAAAGCGCAT TTTABGAA

Leu A_ABC 1801 AGTGGACCGG TGTGTCCATT TTTATTGCGC CBATCCAAC CTACAAGCCA ACAAAGGATA
KM 241 IAATGGACCG@&GTGTCCATT TTTATTGCGC CCAATGAC CTATAAGCCA ACAAAGATA

Leu A_ABC 1861 AAAAGCGTTC CTTGACTTCT TTTATTCCAG TGATTACGCG TCAAAAATTATTAGTTATCA
KM 301 IAAAAGCGTTC CTTGACTGBCTTTATTCCAG TGATTACGCG TCAAGATA TTAGTCATCA

Leu A_ABC 1921 ATATTGTCAT TGCTGCCTTG TTGGTTACCC TAGTGAGTAT TTTAGGATCA TATTATTTGC
KM 361 ATATTGTGAT TGCCGCCTRA TTAGTTACCC TTGTCAGCAT T CTAGGATG TATTACTTAQ
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Leu A_ABC 1981
KM 421

Leu A_ABC 2041
KM 481

AA

GGTATCAT TGATACCTAT ATCCCCGATA ACATGAAAAA CACCCTAGGG ATTGTGT

CAC

IAGGGTATCAT TGATATTAT AT TCCCGATA ACATGAAAAARACCCTAGGG ATTGTGT(Q

IAC

T

GGCTTAT TTTTGCGTAT GTTATCCAAC AACTGCTCTC TTATGCCAGA GATTATTT]

AT

[TAGGGCTTAT TTTTGCGTAT GTTATCCAAC AACTGCTCTC TTATEBGE GATTATTTA]

r

Leu A_ABC 2101 TAATTGTCAT GGGGCAACGC CTCTCAATTG ARTTATTTT GTCTTATATC AAACACATTT

KM 541

TAATTGTCAT GGGGCAACGC CTCTCAATTG ATATTATTTT GICTTATATC AAACACATIT

Leu A_ABC 2161 TTIGAACTGCC AATGTCTTTT TTCGCGACGC GTGTACCGG TGAAATTGTG AGCCGTT[TTA
[TTGAACTGCC AATGTCTTTT TTCGCGACGC GTCGTACGGG TGABRG AGCCGTTTTA

KM 601

Leu A_ABC 2221
KM 661

Leu A_ABC 2281
KM 721

Leu A_ABC 2341
KM 781

Leu A_ABC 2401
KM 841

Leu A_ABC 2461
KM 901

Leu A_ABC 2522
KM 961

Leu A_ABC 2581
KM 1021

Leu A_ABC 2641
KM 1081

Leu A_ABC 2701
KM 1141

Leu A_ABC 2761
KM 1201

Leu A_ABC 2821
KM 1261

Leu A_ABC 2881
KM 1321

Leu A_ABC 2941
KM 1381

CdQ

GACGCTAA TGCCATTATT GAAGCCCTGG CAGCACGAT GTTATCTGTA TTTTTAGA|
CGGACGCTAA TGCCATTATT GAAGUBG CCAGCACGAT GTTATCAEGTTTTTTAGAT]

CT

TA

GGAATTTT GGTCATTGTT GGCACAGTGC TASTGGTTCA AAATTCAACC TTGTTTCT|

GA

TAGGAATTTT GGTCATTGTT GGCACAGTGC TAGTGGTTCATAAMACC TTGTTTCTQ

A

TTTCTCTGAT TGCCATTCCG GCTTATGCCC TAGTGGTCTG GCTCTTTATG CGTCCTT|TT
[TTTCTCTGAT TGCCATTCCG GCTTATGCCC TAGTGGTCTG GCTATGICGTCCTTTIfI

CA

IAAGATGAA TAATGACCAA ATGCAAGCAG GTCGATGTT AAGTTCTTCC ATTATTGA]
CAAAGATGAA TAATGACCAA ATGCAAGCAG GTTCGATGTT AAGTTCCATTATTGAA!

NG

~
=

AT

ATTAATGG CGTTGAGACG ATTAAAGCGC TBATAGTGA AGAAACCGCC TATCATAA
IATATTAATGG CGTTGAGACG ATTAAAGCGC TGAATAGTGA AGABBCOATCATAAA

AA
A

TT]

GATCATGA ATTTGTCACT TATTTAGAAA AATCATTTGT TTACGCTAAA ACAGAAG(Q

CA

[TTGATCATGA ATTTGTARCT TATTTAGAAA AATCATTTGT TTACGCTAAA ACAGAAG(

LCA

CTi

CAAAATGC GATTAAAAGC CTCTTACAGC TAOCTTTAAA TGTCGTGATC TTATGGGT[TG
CTCAAAATGC GATTAAAAGC CTCTTACAGC TCTCTTTAAA TGTOAIGT TATGGGT TG

G(

GCACAACT GGTCATGACC AATAAAATTA GGTTGGTCA ACTGATCACT TACAATGCTT
GCGCACAACT GGTCATGACC AATAAAATTA GTGTGGGTCA ACTRATTACAATGCT]

TATTAGGATT TT---CAGAT CCCTTGCAAA AT ATTATTAA TTTACAAACT AAGCTCCA
[TATTAGGATT TTTTACAGAT CCCTTGCAAA ATATTATTAA TTTACABT AAGCTCCAA

\C
C

AG

CCCTCAGT CGCTAATAAT CGTTTGAACG ASTTTATTT GGTTGATTCA GAATTTAA
AGGCCTCAGT CGCTAATAAT CGTTTGAACG AAGTTTATIT GGTTGATGAATTTAAA]

NG

CTl

IAGTCATCA AATGACAGAA AGCATTATGC CAATAGCTC ATTAGTAGCC GATCATAT,

CA

CTAGTCATCA AATGACAGAA AGCATTATGC CCAATAGCTC ATTMRETAGATCATATC

A

Cd

TATAAATA CGGTTTTGGT GCGCCAGCAA TGATGATGT TTCACTAACG ATTACAG_a{CG
CCTATAAATA CGGTTTTGGT GCGCCAGCAA TTGATGATGT TTCACGAATTACAGCQG

GTl

GAAAAAAT CGCTTTGGTT GGGATTAGTG GACAGGTAA ATCAACTTTA GTTAAATT
GTGAAAAAAT CGCTTTGGTT GGGATTAGTG GATCAGGTAA ATCAREGTTAAATTG

Leu A_ABC 3001 TEGTTAATTT CTTTCAACCA GAGTCAGGGA CATTTCACT AGGACAAACA CCACTCG

KM 1441

Leu A_ABC 3061
KM 1501

TGG[TTAATTT CTTTCAACCA GAGTCAGGGA CAATCTCACT AGGACAAACA CCACTCG(

AT

CTTGATAA ACATGAGCTA AGAGCACACA TIARATTATTT ACCACAAGAA CCCTTTAT.
IATCTTGATAA ACATGAGCTA AGAGCACACA TTAATTATTT ACCAGAA CCCTTTATA

LeuA_ABC 3121 TTTCCGGTTC AATTATGGAC AACCTGTTAT TGGGGGCTAA GCCAGGGACA ACCCAA
[TTTCCGGTTC AATTATGGAC AACCTGTTAT TGGGGGCTAG GCONGIGECCCAAGAA

KM 1561

5AAG

G

1
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Leu A_ABC 3181
KM 1621

Leu A_ABC 3241
KM 1681

Leu A_ABC 3301
KM 1742

Leu A_ABC 3361
KM 1803

Leu A_ABC 3421
KM 1864

Leu A_ABC 3481
KM 1925

Leu A_ABC 3541
KM 1986

Leu A_ABC 3601
KM 2047

Leu A_ABC 3661

Leu A_ABC 3721

Leu A_ABC 3781
Leu A_ABC 3841
Leu A_ABC 3901
Leu A_ABC 3961
Leu A_ABC 4021
Leu A_ABC 4081
Leu A_ABC 4141
Leu A_ABC 4201
Leu A_ABC 4261
Leu A_ABC 4321
Leu A_ABC 4381
Leu A_ABC 4441
Leu A_ABC 4501
Leu A_ABC 4561
Leu A_ABC 4621

Leu A_ABC 4681

ATATTATCAG GGCGGTAGAA ATTGCTGAAA TRAAGATGA TATTGAAAAA ATGTCGCAAG
ATATTATCAG GGCGGTAGAA ATTGCTGAAA TTAAAGATGA TATEKHWATGTCGCAAG

GATTTGGCAC TGAACTCGCA GAAAGTGGCA ARTTTCGGG TGGTCAAAAA CAACGCA| TG
GATTTGGCAC TGAACTCGCA GAAAGTGGCA ATATCTCGGG TGBABAPAACGCATTIG

CTTTAGCTAG AGCCATTTTA GTCGATTCTC CGGTGCTGAT TTTAGATGAG TCAACCAGTA
CTTTAGCTAG AGCCATTTTA GTCGATTCTC CGGTGATGAT TTTAGXGE TCCACCAGTA

ATICTTGATGT TTTAACAGAA AAAAAGATTA TT GATAATCT CATGCAGTTA ACCGAAAAAA
ATCTTGATGT TTTAACAGAA AAAAAGATTA TTGATAATCT CATGCTAS ACCGACAAAA

CQATTATCTT TGTAGCGCAC CGCTTAACCA TTTCACAGCG AGTAGATCGT ATTCTAAg:CA
CTATTATCTT TGTGGCGCAC CGCTTAACCA TTTCACAGCG AGTGGBGTTTTGACJA

TGQCAAAACGG CAAAATTATC GAAGATGGCA CGATAATAC TCTGCTTAAT GCCGGTGGTT
[TGCAAAGCGG --AGATTATC GAAGATGGCC CGCATAATAC TCTGANMTGCTGGTGGIT

TqTACGCGTC ATTGTTTAAT CATTAAGGAG ACCTGATGTT TGATCCAAAA TACTTAGAAA
[TCTATGCGTC GTTGTTTAAT CATTAAGGAG ACCTGATGTT TGATIGATACTTAGAAA

~

mesC_R1

TTTTGTTAGT CGTGTTTATC ATTCTATTTA GC CTATTTGC TAAGCGTGAA ATTGTTGTICA

AAGCAAGTGG CGAAATTATT CCAGCCAAAG TGTATCAGA TATCCAATCA ACCAGTAACA

ATIGCCATCGA TAGTAACCAA TTAACTGAAA ATAAAGTGGT TAAAAAAGGC GATACCTTAG

TGACCTTTAC CAGTGGTAAT GAAAAAATAT CGICTCAATT ACTGACGCAA CAACTTAATA

ATICTTAACGA CCGTCTAAAA AGTCTTGATA CCTATAAGCA GAGTATTGTT AACGGACGTA

GCGAATTTGG TGGCACAGAT CAATTTGGTT AGATAGTCT ATTCAACGGC TATATGGCGC

AAGTTGATAC GTTGACGAGT GAATTTAATC AACAAAGTAG TGATAAACAA ACAGCTGRATC

AACAAGCTAA TCATCAAATT GACGTTTTAA AACAAGGTCA ATCTAAAAAC AATCAACAAT

TAGCTAATTA TCAAGCTATT CTAACCAGTA TT AATAGCAA CACTAAACCG ACTAATAATC

CGTATCAAGC CATTTATGAT AATTATTCAG CCCAGTTAAA ATCAGCACAA ACAACTGATG

ATAAAGATCA AGTCAAGCAA ACTGCCTTAA GIRATGTACA ACAACAAATT GATCAATTAC

AAACAACGAG TAGTTCGTAT GATAGTCAAA TTIGCTGGTAT TACAAAGAGT GGTCCTTTAT

CTICAAAGCAG TACCTTAGAT AAAATCGCTG ACTGAAGCA ACAACAACTA GCGAGTGLCTC

AAAAAGAAAT CAATGATCAG CAACAATCCT TAGATGAGTT AAAAGCCAAG CAATCCTETG

CTAATGAGGA TTATCAAGAT ACGGTTATTA AAGCACCAGA AGATGGCATT TTACATTTAG

CGACTGACAA AACTAAAATC AAGTATTTCC CTAAAGGCAC AACCATTGCG CAAATTTATC

CTIAAACTGAC GCAAAAAACA GCTTTGAATG TIGAGTACTA TGTGCCTGCC AGTAATATTA

TAGGCTTAAA GCAAAGACAA GCCATCCGTT TGTAGCAAA TCAAAATGTC ACGAAACEGC
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Leu A_ABC 4741
Leu A_ABC 4801
Leu A_ABC 4861

Leu A_ABC 4921
Leu A_ABC 4981
Leu A_ABC 5041
Leu A_ABC 5101
Leu A_ABC 5161
Leu A_ABC 5221
Leu A_ABC 5281

Leu A_ABC 5341

TGACCTTAAA CGGAACAATC AAAAGCATTA GTTCTGCACC AATAGCCAGT AAAGAGGGAT

CATTTTATAA ATTAGTCGCG ACGATTCAGG CTAGCAAAAT AGACCGTGAA CAGATTAAMAT

ATGGTCTTAA TGGTCGAATC ACAACCATAA AAGGGACTAA AACATGGTTT AATTATTATA

AAGACATTGT TTTAGGTGAG AATAATTAG C TAGGAAGATA AACACAATTT TTAAACGTGT

TTATCTTTTT TAGTCTCAAT GAAATTGTCG CC GAAGGTTT TTCTAGCCAA GTGGCAGGAC

ACAGAAAAAT GATAGTTGCT ACTGAAGGGA AGTCAACTG CCACCAAAAA TAGTAACCGC

GCGACAGCCA ACCGCCACCA CAACAGTTAT GCGCCCGT GGTTATTATT ATCATTAACA

CTCTTACGTC TTTCTATGAT ACTTTTGAGC CACATTCTTA TAATGCTGCA ATCGACCTTT

TAGAAAATTG ATCTCATCAG AAATTTCTTT TA AGTGGTTA TCATCAGCAT GTTTACTAGC

AATATTTAAT TCTTTAATCC TACGTTTAAT CA ACTTAGTA GTTTTAGTAT CTTTCATGTA

TTGATTATCT CAAAAAAACA CCCAACAAGG GAATCAGTT TGATTTGAGC AGAGGAAGCC

Figure 1. 3. Alignement des séquences nucléotidigs des clusters de genes impliqués
dans la biosynthése des leucocines (#munité et précurseur : genbank M64371.1, AB@nkmnk
L40491.1) B (genbank S72922.1)A-QU15 (genbank AB499610)t de la leucocine KM432Bz

(genbank xxx).

Les genes présents sur le cluster de génes impligné la biosynthése des bactériocines sont insligné
différentes couleurs comme suiPrécurseur de la bactériocingProtéine d’immunité Protéine de fonction

(table 2, publication) dans I'étude est indiquée sur I'aéignent par une fléche.

- Le géne codant le précurseur de la leucocine KM4B2 a été entierement caracterise.

Il a la méme séquence nucléotidiqgue que celui codale précurseur de la leucocine B

produite par

Ln. carnosum Le gene impliqué dans I'immunité est identique &elui

impliqué dans I'immunité de la leucocine A produitepar Ln. gelidum UAL 187. Quant

au géne codant I'ABC transporteur de la leucocine Ki432Bz, il partage 96% d’identité

avec celui de la leucocine A.

11.4.

Spectre d'activité de la leucocine KM432Bz

L'activité antimicrobienne de la leucocine KM432Bzté testée a 10 uM sur gélose

contre différentes bactéries a Gram positif et anGnégatif. Ses CMI ont été déterminées en

milieu liquide sur les bactéries sensibles. La ¢eire KM432Bz est active sur des souches

phylogénétiquement proches de la souche produdffigare . 3) commelLb. sakeisubsp.

sakej Ln. lactis Ln. mesenteroidesubsp.mesenteroide®t des pathogénes tels guie

monocytogenestS. pneumoniaavec des CMI comprises entre 0,08 et 10 uM.
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Nous avons ensuite testé I'effet de la leucocindB2Bz sur la croissance de deux
bactéries sensibles en milieu liquidéb. sakeisubsp.sakei et Li. monocytogenesLa
bactériocine a été ajoutée en début de la cultatébenne () ou en début de phase
exponentielle. La bactériocine inhibe la croissateees deux bactéries. Mais contrairement
a Lb. sakeisubsp.sakej Li. monocytogeneatteint la méme D§onm que son contrdle en fin
de phase stationnaire.

- La leucocine KM432Bz est active contre des bactés a Gram positif
phylogénétiquement proches avec des CMI comprisesitee 0,08 nM et 10 uM. La
leucocine KM432Bz est également active contre desathogenes telles queLi.
monocytogenepour lagquelle elle présente une CMI de 156 nM. Enavanche, elle est
inactive contre toutes les bactéries a Gram négatiéstées. Enfin, la leucocine KM432Bz
exerce par ailleurs, un effet bactéricide sur la aissance dd.b. sakeisubsp.sakeiet un

effet bactériostatique surLi. monocytogenes

lll.  Résultats complémentaires

I.1. Caractérisation de la leucocine KM432Bz

Afn de démontrer que laleucocine KM432Bz de masekculaire 3930 Da posséde
une activité antimicrobienne aritisteria, nous avons réalisé un « gel overlay ». Le ged-Tri
tricine-SDS a été soumis a une électrophoresedadsupé en deux parties. Une partie a été
colorée au bleu de Coomassie G-250 et au nitrargeht et une autre a été soumise a un test
antimicrobien.

Apres coloration, aucune bande correspondant adtgebocine KM432Bz n'a été obtenue.
En revanche, la partie du gel soumise au test ambbien suiLi. monocytogene€IP 80.110

a révélé un halo d’inhibition correspondant a urasse moléculaire comprise entre 1,7 et 4,6
kDa (Figure 1l. 4).

Le peptide de masse moléculaire 3930 Da préseetactivité antimicrobienne dirigée contre
Li. monocytogeneS§IP 80.110.
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kDa

40,0 -
25,0 -
15,0 -

10,0 -
4,6 -

1,7 -

Figure Il. 4. Electrophorése Tris-tricine-SDS de labactériocine KM432Bz. La piste 1
représente le marqueur précoloré de masses malésu(d@.7> 40 kDa,Fermentay La
piste 2 représente I'activité antimicrobienne conitie monocytogene€IP 80.110. La fleche
rouge indique le halo d’inhibition

1.2. Implication de Ell'van dans le mode d’action de la leucocine
KM432Bz

Des études ont montré que linactivation du gé&peN codant le facteur de
transcriptionc54 induisait la résistance da. monocytogenes la mésentéricine Y105
(Robichonet al, 1997).¢>* est un facteur de transcription qui active I'exgsien du géne
codant une mannose perméase du systéme des phaspfotises Ella. Ce résultat
suggére que Ellan pourrait jouer le réle de récepteur pour la mésgsine Y105 lors du
contact avec la membrane cytoplasmique de la baatédrle (Daletet al, 2001). Afin de
vérifier le role de Eflandans le mode d’action de la leucocine KM432Bz, nawsns testé
I'activité antimicrobienne de la leucocine KM432Bar la souche déi. monocytogenes
inactivée pour le géngpoN (rpoN ") codants®. Les mutants, générés par insertion d’'un
fragment nucléotidique de 1559 pb correspondaatjariction T®17-ac/ rpoNdu plasmide
pRT758 dans le génepoN (Dalet et al, 2001, Robichonet al, 1997), nous ont été
aimablement forunis par le Professeur Yan Héchbhuiversité de Poitiers). Un contrble
positif a été réalisé en testant parrallelementelacocine KM432Bz sur la souchs.
monocytogenesauvagerpoN™).
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Des tests antimicrobiens de la leucocine KM432&ze les deux souches ont révelé
que la souchepoN™ était sensible a la leucocine KM432Bz alors quedacherpoN” était
résistante Kigure Il. 5). Ce résultat suggére que la leucocine KM432Blsatait le méme
récepteur membranaire que la mésentéricine Y108 diinteragir avec la membrane
cytoplasmique de la bactérie cible. La mutationgémerpoN engendre la résistance des
bactéries naturellement sensibles aux bactérioaleeslasse lla, y compris a la leucocine
KM432Bz.

A B

Figure 1. 5. Tests antimicrobiens de la leucocineKM432Bz (5 ul, 10 pM) sur Li.
monocytogene&GDE rpoN ™ (A) et rpoN” (B).

1.3. Effet de la leucocine KM432Bz sur des hiofilms

Un biofilm est formé de différents microorganismeégants et morts adhérant entre
eux et a une surface, englués dans une matricesimdh@t protectrice composée
essentiellement de protéines, glycoprotéines, poblsarides, de sels et d’eau. Selon les
conditions environnementales, les biofiims peuvgotganiser en couche monocellulaire ou
devenir plus complexes et comporter des couchesées par différents microorganismes
(Hall-Stoodleyet al, 2004). Les biofilms offrent une véritable protentpour les bactéries
aboutissant ainsi a I'émergence de nombreusestagses aux traitements physiques et
chimiques conventionnels.

Les problemes liés aux biofilms concernent diffé&setomaines parmi lesquels la santé, le
traitement des eaux, I'industrie agroalimentaird)ans le secteur alimentaire et en particulier
laitier et fromager, la présence de biofilms forrpésLi. monocytogene@/Nong, 1998) peut
entrainer de séveres problemes de santé publigupdtier et Cerf, 2011).

Dans ce contexte, nous avons examiné les capaatés leucocine KM432Bz a inhiber les
biofilms a deux niveaux, lors deleur formationashu’ils sont déja constitués.
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a. Effet de la leucocine KM432Bz sur la formation d’'un
biofilm
Afin d’étudier l'effet de la leucocine KM432Bz sua formation de biofilm, les
bactéries sensibles ont été cultivées en préseadaactériocine a 5 et 10 uM. Les puits
contenant les cultures bactériennes ont ensuiteiédg, lavés puis colorés au Crystal violet.
Les DQyonm ONt été mesurées afin de quantifier le biofilmniér Ce test a révélé que la
leucocine KM432Bz aux concentrations 5 et 10 pMhbalt la formation d’un biofilm paLb.
sakeisubsp sakeiCIP 103139 et.n. mesenteroidesubsp.mesenteroide€IP 102305. De
plus, la bactériocine a la concentration 10 uM bafti la formation d’un biofilm pat.i.
monocytogene&GDE igure Il. 6). En revanche, la leucocine KM432Bz n’a aucunteffe
réellement significatif sur la formation de biofgnmpar les autres bactéries qui lui sont
sensibles, a savolri. monocytogene€IP 80.110 et surtodti. innocuaCIP 80.11 qui y est

totalement insensiblé-{gure 1l. 6).

0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,10 -

0,08 -

DO 620 nm

0,06 -
0,04 -

0,02

0,00 ,i

1 2 3 4 5

Figure Il. 6. Effet de la leucocine KM432Bz a 10§) et 5 uM (m ) sur la formation d’'un
biofilm parLb. sakeisubsp.sakeiCIP 103139 1); Ln. mesenteroidesubsp.mesenteroides
CIP 102305 2); Li. innocua CIP 80.11 §); Li. monocytogene<IP 80.110 4) et Li.
monocytogeneEGDE 6). Le contrdle sans bactériocine pour chaque hiaobst présenté en
®sur les diagrammes.

b. Effet de la leucocine KM432Bz sur un hiofilm
préformé

Pour vérifier I'effet de la leucocine KM432Bz sum biofilm préformé, la bactériocine

a5 et 10 uM a été ajoutée a une culture bact&i@nane D@yonm €gale a 0,2. Les puits
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contenant les cultures bactériennes ont ensuiteidds, lavés puis colorés au Crystal violet.
Les DQy0nm ONt été mesurées afin de quantifier le biofilnmiér Seuls les biofilms formés
parLb. sakeisubsp sakeiCIP 103139 ekLn. mesenteroidesubspmesenteroide€IP 102305
sont sensibles a I'effet antimicrobien de la leiltedM432Bz a 5 et 10 puMHgure I1. 7).

0,08 -
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0,05 -

0,04 - l

0,03 -
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0,01 -
0,00 -

1 2 3 4 5

Figure Il. 7. Effet de la leucocine KM432Bz a 104) et 5 uM (m) sur un biofilm préfomé
par Lb. sakeisubsp.sakei CIP 103139 1); Ln. mesenteroidesubsp.mesenteroide<IP
102305 B); Li. innocua CIP 80.11 8); Li. monocytogenesCIP 80.110 4) et Li.
monocytogeneEGDE 6). Le contrdle sans bactériocine pour chaque hiactét présenté en
®sur les diagrammes.

- La leucocine KM432Bz inhibe la formation de biofins par deux souches
phylogénétiquement proches de la souche productrigesavoirLb. sakeisubsp.sakeiCIP
103139 etLn. mesenteroidessubsp. mesenteroidesCIP 102305 ainsi que par un
pathogéneLi. monocytogene<IP 80.110. En revanche, elle est seulement actigentre
les biofilms préformés parLb. sakeisubsp.sakeiCIP 103139 etLn. mesenteroidesubsp.
mesenteroide€IP 102305.

.4. Recherche du géne codant le précurseur de la leinedM432Bz
chez d’autres espéces deuconostoc

Afin de vérifier la présence (ou non) du gene obda précurseur de la leucocine
KM432Bz chez d’autres especes du gdreaconostogious avons d’abord soumis quelques

especes deeuconosto@ des tests antimicrobiens en utilisant la leum&{M432Bz (5 pl,
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10 puM) puis vérifie, par PCR, la présence ou l'alosedu gene codant le précurseur de la
bactériocine chez I'ensemble des especdsdeonostotestées.

Le test antimicrobien révéle la résistance destesipéces a savdin. carnosunCIP
103319,Ln. citreumCIP 103315 ekn. gelidumCIP 103318. Cette résistance semble montrer
que ces especes sont immunisées contre la leuckdild82Bz. Par contre, la leucocine
KM432Bz est inactive contren. mesenteroidesubsp. dextranicum CIP 102423,Ln.
mesenteroidesubspmesenteroide€IP 102305 ekn. pseudomesenteroid€$P 103316. La
résistance de la souche productrica. pseudomesenteroidesM432Bz a sa propre

bactériocine confirme son immunité a sa propre gpetdn (Table 1, publication).

La recherche du gene codant le précurseur de deériecine chez ces difféerentes
souches a été réalisée. Pour cela, un fragmentde godant la leucocine KM432Bz a été
amplifié par PCR en utilisant des amorce spéciiq@@éleuB-Fet PréleuB-R,Table 2
publication) chez les différentes espéces Lamiconostocy compris chez la bactérie
productricelL.n. pseudomesenteroidgntréle positif).

Toutes les bactéries testées montrent la préséanceachplicon du fragment du gene codant

le précurseur de la leucocine KM432Bz d’environ pBaFigure 1l. 8).

Les bactéries immunisées a une bactériocine gggméralement porteuses d’'un géne
codant une protéine d’immunité a l'origine de ceésistance. Dans la plupart des cas, le géne
codant la protéine d'immunité se trouve en aval ghne codant le précurseur de la
bactériocine sur une méme unité de transcriptiom@Baret al, 2000). Or, notre étude révele
gue méme les bactéries sensibles semblent portgyee codant le précurseur de la
bactériocine. Différentes hypothéses sont possibdest le géne codant le précurseur de la
bactériocine est transféré seul, soit toute I'ud@éranscription (gene codant le précurseur de
la bactériocine + gene codant la protéine d'imn@)raist tranférée mais pas exprimée chez la

bactéries réceptrice (possibilité d’'un promotetiédent ?).
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Figure Il. 8. Gel d’agarose des produits PCR obtenen utilisant des amorces spécifiques
pour amplifier un fragment du gene codant le précuseur de la leucocine KM432Bza
partir de matrices correspondant aux ADN génomiqdesLn. mesenteroidesubsp.
mesenteroide€IP 102305 I); Ln. carnosumCIP 103319 Z); Ln. mesenteroidesubsp.
dextranicumCIP 102423 J); Ln. citreum CIP 103315 4); Ln. pseudomesenteroid€dP
103316 b); Ln. gelidumCIP 103318 §); Ln. pseudomesenteroid&v432Bz (7, controle
positif). La pisteB correspond au marqueur de poids moléculaire 1Q0IgB).
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Les bactéries lactiqgues sont utilisées depuisnti#dénaires pour la fermentation de
produits alimentaires par difféerentes populatiders.plus de leurs propriétés de fermentation,
de résistance aux variations de pH et aux tempémtiélevées, la propriété de
bioconservation leur a été attribuée. Les métamligsponsables d’activités antimicrobiennes
dirigées contre des pathogenes de 'alimentationneeListeria, Enterococcugt Salmonella
s’averent étre a l'origine de cette propriété decbnservation. Parmi ces meétabolites, on
trouve l'acide lactique et des peptides antimiceobi appelés bactériocines. La nisine est
utilisée depuis 40 ans comme conservateur alimrendains plus de 80 pays. Plus récemment,
la pédiocine a également été commercialisée cononeecvateur alimentaire. Les études
portant sur des bactériocines sont toujours enscafim de mieux comprendre leur structure et

leurs modes d’actions pour élargir leurs applicetio

Nous avons choisi d’isoler une bactériocine prtpar une bactérie lactique isolée
d’'une boisson traditionnelle fermentée appelée bdZatte boisson est consommée
communément dans la région des Balkans et connue ga bonne conservation a
température ambiante. Pour cela la souche baatériproductrice a d’abord été isolée puis
identifiée comme ur.n. pseudomesenteroides nommée KM432Bz. Différentes étapes de
purification ont été entreprises afin d’isoler kactériocine produite. Une fois la bactériocine
purifiée, un séquencage peptidique combinant daelyses par spectrométrie de masse et par
dégradation d’Edman a été réalisé afin de détemiastructure primaire du peptide. Les
résultats obtenus ont montré que la séquence dasaaminés de la leucocine KM432Bz est
identique a celle de trois bactériocines de cléissdes leucocine A, B et A-QU15 produites
respectivement pdtn. gelidum,Ln. carnosumet Ln. pseudomesenteroiddses leucocine B
et A-QU15 sont identiques et se différencient deelecocine A uniquement par la séquence

spécifique a leur précurseur.

Afin de vérifier ce résultat, des études du systegénétique impliqué dans la
biosynthese de cette bactériocine ont été réalid¢@eséquencage nucléotidique a confirmeé
gue le géne codant le précurseur de la leucocind 328z présentait la méme séquence
nucléotidique que celui codant la leucocine B/ A4BU Les génes codant la protéine

d'immunité, 'ABC transporteur ainsi qu’'une partide la protéine accessoire ont été
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caractérisés et partagent 96% de similarité aveg celatifs a la leucocine A, le systeme
génétique spécifique de la leucocine B n'ayant @iEs identifié en entier. La leucocine
KM432Bz est donc une bactériocine produite par smeche dé.n. pseudomesenteroides

est identique a la leucocine A-QU15 décrite par &einal. (Sawaet al, 2010). Il a déja été
montré que le systéme génétique impliqué dansolsybthése des bactériocines produites par
Leuconostocsp. est entouré de séquences inversées répét@est @8birait des transferts
horizontaux inter-espéce (Johansen & Kibenich, 1992s transferts horizontaux inter-
bactéries étant des phénomenes courants chez dexiés et en particulier chez le genre
LeuconostodJohansen & Kibenich, 1992), ceci pourrait étrede de notre bactériocine. En
effet, ces observations laisseraient penser gu’@mencluster de génes aurait pu subir des
modifications génétiques au cours de I'évolutiorar(sferts génétiques) et former ainsi
différents clusters aujourd’hui codant la méme @aatine ou des bactériocines différentes
retrouvées chez des espéces bactériennes différente

Pour étudier cette hypothése, des fragments desgamtant la bactériocine d'intérét ont été
amplifiés chez différentes especeslaeiconostoca savoirLn. carnosumCIP 103319Ln.
citreum CIP 103315,Ln. gelidumCIP 103318.Ln. mesenteroidesubsp.dextranicumCIP
102423,Ln. mesenteroidesubspmesenteroide€IP 102305 ekLn. pseudomesenteroid€sP
103316. Toutes les souches bactériennes testéesitsavérées étre porteuses du géne codant
le précurseur de la leucocine KM432Bz. En revarnebdests antimicrobiens réalisés sur ces
mémes souches ont montré que seules les solghesarnosumet Ln. gelidum étaient
résistantes a la bactériocine produite par la saudM432Bz. La résistance de la souche
productriceLn. pseudomesenteroidk#1432Bz a sa propre toxine confirme son immunité.
Par ailleurs, aucun produit d’amplification corresgdant a la zone intergénique séparant le
groupe de genes impliqué dans la production duupséar de la bactériocine et la protéine
d'immunité de celui impliqué dans I'export de lact&iocine n’a été obtenu par PCR. Ces
deux groupes de genes ne se trouveraient donéupad toté de I'autre contrairement au cas
de la leucocine A. lls pourraient donc étre sitaé# sur un méme plasmide et séparés par

d’autres entités génétiques, soit sur des plasndidfésents.

De facon générale, les spectres d’activité réalp®ur des bactériocines révélent une
sensibilité de bactéries a Gram positif, en pditcule souches phylogénétiquement proches
de la bactérie productrice de cette bactéeriocirmisNavons déterminé le spectre d’activité de
la leucocine KM432Bz en la testant sur gélose eonlies bactéries phylogénétiquement

proches incluant des pathogéenes, puis en mesuaar@MI| sur les souches sensibles

165



Discussion générale, conclusions et perspectives

identifiees. La leucocine KM432Bz est active contide nombreuses souches
phylogénétiquement proches appartenant aux gebeegonostocparmi lesquellesLn.
mesenteroidesLn. lactis Ln. pseudomesenteroides au genrd_actobacilluscommeLb.
sakei Elle est également active contre des bactérigmganes comms8tr. pneumoniaeen.
faecalis Li. monocytogenestLi. innocug les deux derniéres étant responsables d'infextion
respectivement chez 'Homme et I'animal. Les CMagrguvées sur les bactéries sensibles
sont comprises entre 0,08 et 10 uM avec une CMl5tenM pourLi. monocytogenede
plus, des tests réalisés sur la croissancebdesakeisubsp.sakeiet Li. monocytogeneent
montré que la bactériocine exercgait un effet bagtir sur Lb. sakei subsp.sakei et
bactériostatique suti. monocytogenes

En revanche, toutes les bactéries a Gram négatiéee sont résistantes a la leucocine
KM432Bz. Jusqu'a présent, aucune bactériocine d@essel lla n'a exprimé dactivité
antimicrobienne contre les bactéries & Gram nédadf bactéries a Gram négatif possedent,
en effet, une membrane externe qui empéche vralablament les bactériocines de classe

lla d’atteindre leur cible.

La plupart des bactériocines ont pour cible la imeme cytoplasmique des bactéries a
Gram positif dans laquelle elles induisent la faiora de pores aboutissant a la fuite de
molécules intracellulaires. Toutefois, la naturec#gs molécules dépend du type de pores
formés. Plus particuliéerement, les bactériocinegldsse lla induisent, dans la plus part des
cas, la formation de pores dans la membrane cyoydme de la bactérie cible provoquant la
fuite d’ions et de petites molécules intracellidaiaboutissant ainsi a la mort de la bactérie. Il
a été montré que les bactériocines de classe Bassitaient la présence d’'une mannose
perméase du systéme phosphotransféraa.XEchez la bactérie cible quelles utilisent
comme « docking molecule » pour la formation deepolors de leur interaction avec la
membrane cytoplasmique (Dakett al, 2001, Diepet al, 2009). Pour vérifier le réle de cette
protéine dans le mécanisme d’action de la leucokiMd32Bz, nous I'avons testée sur des
souches dé&i. monocytogene@poN’) mutées sur le géne codant le facteur de trargarip
c>* (Dalet et al, 2000, Daletet al, 2001, Hécharct al, 2001). Les souches mutées sont
résistantes a la bactériocine, confirmant ainsiplication de Ea, dans le mode d’action de
la bactériocine produite pan. pseudomesenteroidé$1432Bz. Ce résultat confirme bien la

nécessité de la présence dg.fchez les bactériocines de classe lla.
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La leucocine KM432Bz produite pdm. pseudomesenteroidéd432Bz est une
leucocine B/ A-QU15 de classe lla active contre gashogenes majeurs a lorigine
d’infections chez 'Homme et I'animal. La leucociBeest produite par une autre espece du
genre Leuconostoc a savoir Ln. carnosum Sa capacité de production pdm.
pseudomesenteroidasirait pu étre acquise (ou inversement) lors dfansfert horizontal de
géenes inter-espéce entre ces différentes especesibanes. En effet, ce transfert génétique
horizontal pourrait amener différentes especes régpant en l'occurrence au genre
Leuconostoca produire la méme bactériocine ou des bactéescisimilaires. Ces
observations laisseraient penser également qu'unend@duster de génes aurait pu subir des
modifications génétiques au cours de I'évolutiorar(sferts génétiques) et former ainsi
différents clusters codant aujourd’hui différentbactériocines. Quant aux résistances
observées pour des souches renfermant le gene tctalaleucocine KM432Bz, elles
pourraient étre dues soit a la mutation du génertoth protéine d’'immunité, soit a son
absence totale, soit a une déficience en mannaseépee du systéeme phosphotransférase
E'van. Ce résultat suggére également que des mutagoaeist apparues sur le géne codant la
protéine d’immunité chez les autres espéces testéegui expliquerait leur sensibilité a la
bactériocine. Enfin, la résistance pourrait audseé &@ue a une déficience en mannose
perméase chez les souches résistantes. En effetait judicieux d’amplifier par PCR grace a
des amorces spécifiques le géne codant la protBimenunité chez les souches résistantes
afin de vérifier sa présence ou son absence. Leeségge du (des) fragment(s) obtenu(s)
nous permettrait de comparer sa (leur) séquenee eelle de la leucocine KM432Bz. Le
résultat obtenu pourrait nous éclairer quant @sistance de ces souches a cette bactériocine.

La détermination des CMIs de la leucocine KM432Bpermis de quantifier son
activité antimicrobienne. Nous avons mesuré les<Cddl la leucocine KM432Bz en paralléle
de celles de la pédiocine AcH (Motlagi al, 1994) commerciale afin de comparer son
activité antimicrobienne a celle d’une bactériocapparentée (classe lla) connue, utilisée
comme conservateur alimentaire. La leucocine KM432Bst révélée étre active contre un
nombre d’especes bactériennes impliquées dansafiigpm d’infections parmi lesquellds.
innocuaet Li. monocytogenesDe plus, la leucocine KM432Bz est active contes deux
bactéries pathogenes avec des CMIs respectivergalgséa 0,625 et 0,156 puM contre 2,5 et
5 UM pour la pédiocine AcH (vopublication). La leucocine KM432Bz est plus active que
la pédiocine déja commercialisée sous le nom d®Aur la conservation des saucisses, ce

qui pourrait la placer comme un bon candidat ehdae conservateur alimentaire.
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De nombreuses études seront a faire pour conficmenint, comme des tests d’innocuité, de
toxicité,... De plus, il serait intéressant d’élarirspectre d’activité en testant la leucocine
KM432Bz contre d’autres pathogenes responsablededtions tels quél. botulinum CI.

perfringenset Salmonella enterica
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