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G Gly Glycine S Ser Sérine 
H His Histidine T Thr Thréonine 
I Ile Isoleucine V Val Valine 
K Lys Lysine W Trp Tryptophane 
L Leu Leucine Y Tyr Tyrosine 

 

Symboles des acides aminés d’après la commission IUPAC-IUB sur la nomenclature 
biochimique. 
 

 

A Adénine 
C Cytosine 
G Guanine 
T (U) Thymine (Uracile) 
Symboles des nucléotides d’après la commission IUPAC-IUB. 
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Résumé 

 Les bactéries lactiques préviennent la contamination de produits alimentaires par des 
bactéries pathogènes en inhibant leur prolifération, essentiellement par la production 
d’acide lactique et de peptides antimicrobiens nommés bactériocines. Les bactériocines sont 
synthétisées par voie ribosomique. Elles sont actives contre des bactéries 
phylogénétiquement proches incluant des pathogènes tels que Listeria et Enterococcus. 
Notre étude a porté sur l’isolement et la caractérisation d’une bactériocine produite par la 
souche KM432Bz isolée d'une boisson fermentée des Balkans, le boza et que nous avons 
identifiée comme un Leuconostoc pseudomesenteroides. Des analyses structurales par 
spectrométrie de masse et dégradation d’Edman de la bactériocine produite par Ln. 
pseudomesenteroides KM432Bz ont montré que sa structure primaire était similaire à celles 
de deux bactériocines de classe IIa, les leucocines A et B et à la leucocine A-QU15 
récemment découverte. Le système génétique impliqué dans la biosynthèse de cette 
leucocine a été identifié et analysé. Le gène codant la préleucocine KM432Bz est identique 
à ceux codant les préleucocines B et A-QU15. La leucocine produite par la souche 
KM432Bz présente un spectre d’activité dirigé contre des espèces proches de la souche 
productrice telles que Lactobacillus, Leuconostoc et Weissella ainsi que des espèces 
pathogènes appartenant aux genres Listeria, Enterococcus et Streptococcus avec des 
concentrations minimales inhibitrices comprises entre 0,08 et 10 µM. Par ailleurs, il a été 
montré que le facteur de transcription σ54, impliqué dans la transcription de la mannose 
perméase du système phosphotransférase, est impliqué dans la sensibilité de Listeria 
monocytogenes à cette bactériocine. 
 
Mots clés : peptide antimicrobien, bactériocine, leucocine, bactérie lactique, système 
génétique, EtMan. 

 

Abstract 

 Lactic acid bacteria inhibit food spoilage bacteria by producing large amounts of lactic 
acid and growth-inhibiting peptides termed bacteriocins. Bacteriocins are ribosomally 
synthesized and are usually active against related species including pathogens, in particular 
Listeria and Enterococcus. We here isolated a bacteriocin produced by a strain called 
KM432Bz isolated from boza, a fermented drink usually consummed in Balkans, that we 
identified as a Leuconostoc pseudomesenteroides. Mass spectrometry and Edman 
degradation analyses performed on the bacteriocin we termed leucocin KM432Bz revealed 
that this antimicrobial peptide is similar to two class IIa bacteriocins, leucocins A and B and 
to leucocin A-QU15, discovered recently. The plasmid-located gene cluster involved in this 
leucocin biosynthesis was identified and analysed. Gene encoding preleucocin KM432Bz is 
identical to genes encoding preleucocins B and A-QU15. Leucocin KM432Bz purified from 
Ln. pseudomesenteroides inhibits the growth of related species such as Lactobacillus, 
Leuconostoc and Weissella as well as pathogenic strains like Listeria, Enterococcus and 
Streptococcus pneumoniae. The minimal inhibitory concentrations determined for the 
purified bacteriocin are included in the 0.08-10 µM range. It has also been shown here that 
the transcription factor σ54-dependent phosphotransferase system permease of the mannose 
family is involved in the sensitivity of Listeria monocytogenes to the potent bacteriocin. 
 
Key words: antimicrobial peptide, bacteriocin, leucocin, lactic acid bacteria, gene cluster, 
Et

Man.
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Introduction générale 

En raison de leur possible action carcinogène, tératogène et allergogène et d’une forte 

toxicité résiduelle sur les consommateurs, l’utilisation de conservateurs chimiques pour 

contrôler la prolifération de pathogènes dans les aliments doit être réduite. La bioconservation 

des aliments est une méthode biologique qui fait l’objet depuis 40 ans de nombreuses études. 

Elle consiste en une augmentation de la durée de vie et une amélioration de la sécurité 

sanitaire des produits alimentaires comme le fromage, grâce à l'utilisation de microorganismes 

et/ ou de leurs métabolites (Ross et al., 2002, Stiles, 1996). En diminuant la perte économique 

due à la contamination de produits alimentaires, la bioconservation pourrait remplacer 

l’utilisation de conservateurs chimiques et les traitements thermiques. Elle permettrait une 

conservation naturelle des aliments en préservant leurs propriétés organoleptiques et 

nutritionnelles, souvent perdues sous l’effet des agents chimiques ou de la chaleur (Gálvez et 

al., 2007, Settanni et Corsetti, 2008). C’est grâce aux propriétés antimicrobiennes des 

métabolites qu’ils synthétisent tels que l’éthanol, le peroxyde d’hydrogène, le diacétyle (Atrih 

et Foster, 2001a), les composés antifongiques (Corsetti et al., 1998), les acides phényl-

lactiques (Lavermicocca et al., 2000), les antibiotiques comme la reutéricycline (Höltzel et 

al., 2000) et les bactériocines, que les bactéries lactiques sont reconnues comme de bons 

agents de conservation des produits alimentaires (Abee et al., 1995, Klaenhammer, 1988). 

Dans ce contexte, les bactéries lactiques et/ ou leurs métabolites utilisés depuis des 

millénaires d’une façon empirique par de nombreuses populations, peuvent contribuer à la 

conservation des aliments (Ross et al., 2002). Aussi, l’industrie agroalimentaire en Europe 

s’intéresse à l’utilisation des bactériocines comme bioconservateurs (Robertson et al., 2004). 

 Quelques bactériocines présentent des propriétés qui les placent parmi les substances 

sans danger pour l’Homme, comme en particulier l’absence de toxicité pour les cellules 

eucaryotes et la perte d’activité en présence des protéases présentes dans le tube digestif 

(Gálvez et al., 2011). Par ailleurs, leur résistance aux variations de pH (pour quelques unes 

d’entre elles comme la lacticine 3147) et aux traitements thermiques, leur activité 

antimicrobienne bactéricide contre des bactéries pathogènes colonisant les produits 

alimentaires et l’absence de résistance croisée avec les antibiotiques en font de bons candidats 

pour la bioconservation des aliments (Gálvez et al., 2007). Elles doivent cependant, pour le 

moment, être considérées comme un moyen de conservation complémentaire à ceux déjà 
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existants (Deegan et al., 2006). Pour permettre leur bioconservation, les aliments sont 

supplémentés en bactéries productrices et/ ou directement en bactériocines. 

 Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens synthétisés par voie ribosomique, 

naturellement produits par des bactéries à Gram négatif telles que les entérobactéries et plus 

souvent par des bactéries à Gram positif  telle que les bactéries lactiques. Elles sont actives 

contre d'autes bactéries mais surtout contre des pathogènes majeurs tels que Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus ou Streptococcus pneumoniae. Aussi, les 

bactériocines produites par les bactéries lactiques forment un groupe hétérogène de peptides 

antimicrobiens qui se distinguent par leur structure et leur mode d’action. De nombreuses 

recherches ont porté sur l’étude des bactériocines produites par les bactéries lactiques pour 

mieux comprendre leurs relations structure-fonction et favoriser ainsi leurs applications. Les 

bactériocines produites par les bactéries lactiques sont déjà largement utilisées par l’industrie 

agroalimentaire pour leurs propriétés de bioconservation (Gálvez et al., 2011). Par ailleurs, 

l’émergence de la résistance des bactéries pathogènes à l’antibiothérapie a orienté l’industrie 

pharmaceutique vers la découverte de nouvelles molécules antimicrobiennes. Grâce à leur 

mode d’action différent des antibiotiques conventionnels, les bactériocine comme la 

mersacidine ou la lacticine 3147, pourraient être considérées comme une alternative au 

contrôle de la prolifération et à l’inhibition des souches bactériennes pathogènes devenues 

résistantes aux traitements usuels. De nombreuses bactériocines sont actuellement à l’étude 

pour être utilisées comme traitement médical (Dicks et al., 2011) 

 L’objet de ma thèse a consisté en l’isolement et la caractérisation d’une bactériocine 

produite par une bactérie lactique, Leuconostoc pseudomesenteroides (Ln. 

pseudomesenteroides) KM432Bz, présente dans une boisson fermentée bulgare appelée le 

boza. 

 Le chapitre I de cette thèse consistera en une étude bibliographique portant d’abord 

sur une présentation des bactéries lactiques et de la diversité des bactériocines et enfin par une 

présentation des applications actuelles et futures de ces molécules antimicrobiennes. Après la 

description des protocoles expérimentaux utilisés lors de cette étude (Matériels et 

Méthodes), les résultats seront présentés dans le chapitre II  : « Caractérisation d’une 

bactériocine produite par une souche de Ln. pseudomesenteroides isolée du boza ». 

L’ensemble des résultats sera ensuite discuté pour aboutir à une conclusion générale et ouvrir 

sur les perspectives envisagées. 
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Les bactériocines produites par les bactéries à Gram positif 
Origine, diversité et rôle dans la bioconservation 

I. Les bactéries lactiques 

I.1. Généralités sur les bactéries lactiques 

 Les bactéries lactiques sont des bactéries à Gram positif qui regroupent 12 genres dont 

Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus. Ces 

bactéries peuvent avoir des formes en bâtonnets ou en coques (Figure I. 1a, Figure I. 1b), 

sont immobiles et non sporulantes (Tableau I. 1).  

 

      

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

 

 

Figure I. 1b. Leuconostoc lactis observé au M.E.T. (x 10000). 
(http://www.oocities.com/cheezyfr/photos/Leuconostoc.jpg).
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Le tableau I. 1 présente différentes caractéristiques des bactéries lactiques dont quelques  

propriétés cellulaire et biochimique ainsi que des informations génétiques.  

 

Tableau I. 1. Caractéristiques de quelques bactéries lactiques. 

Bactérie lactique Propriétés cellulaires  Propriétés 
biochimiques 

Informations 
génétiques Référence 

 Aspect Habitat 
T° 
optimale 
(°C) 

CO2 
Configuration 
acide lactique 

% 
GC 

Taille 
génome 
(Mpb) 

 

Bifidobacterium adolescentis         
ATCC 15703 

bacille intestin 37 - D, L, (D+L) 59 2,1 
(Suzuki et al., 
2006) 

Bifidobacterium longum 
DJO10A 

bacille 
intestin, tractus 
génital 

37-41 - D, L, (D+L) 60 2,3 
(Lee et al., 
2008) 

Carnobacterium sp. AT7 
bacille 
chaîne 

viande, 
poisson 

25-43 - L 35 2,4 
(Bartlett et al., 
2007) 

Enterococcus faecalis 
AR01/DG 

coque isolé intestin 37 - L 37 2,8 
(Feldgarden et 
al., 2009) 

Lactobacillus casei ATCC 
334 

bacille 
chaîne 

lait, tractus 
gastrointestinal 
et vaginal 

25-42 +/- D, L, (D+L) 46 2,9 
(Makarova et 
al., 2006) 

Lactobacillus fermentum IFO 
3956 

bacille 
lait, tractus 
gastrointestinal 
et vaginal 

25-41 +/- D, L, (D+L) 51 2,1 
(Morita et al., 
2008) 

Lactobacillus helveticus 
DPCe 4571 

bacille fromage 25-36 +/- D, L, (D+L) 37 2,1 
(Callanan et 
al., 2008) 

Lactobacillus plantarum 
WCFS1 

bacille isolé 
plantes, tractus 
gastrointestinal 

25-35 +/- D, L, (D+L) 44 3,3 
(Kleerebezem 
et al., 2003) 

Lactobacillus reuteri DSM 
20016 

bacille 
chaîne 

lait, tractus 
gastrointestinal 
et vaginal 

25-37 +/- D, L, (D+L) 38 2 
(Copeland et 
al., 2007) 

Lactobacillus rhamnosus GG bacille 
lait, tractus 
gastrointestinal 
et vaginal 

25-38 +/- D, L, (D+L) 46 3 
(Kankainen et 
al., 2009) 

Lactobacillus sakei subsp. 
sakei 23K 

bacille 
lait, tractus 
gastrointestinal 
et vaginal 

25-39 +/- D, L, (D+L) 41 1,9 
(Chaillou et 
al., 2005) 

Lactobacillus salivarius 
UCC118 

bacille 
lait, tractus 
gastrointestinal 
et vaginal 

25-40 +/- D, L, (D+L) 32 1,8 
(Claesson et 
al., 2006) 

Lactococcus lactis subsp. 
cremoris SK11 

coque, 
chaîne, paire 

lait, fromage, 
yaourt 

40 - L 35 2,4 
(Makarova et 
al., 2006) 

Leuconostoc citreum KM20  coque isolé viande, plante 20-30 + D 38 1,8 
(Kim et al., 
2008) 

Leuconostoc mesenteroides 
subsp. mesenteroides ATCC 
8293 

coque isolé, 
chaîne, paire 

viande, plante 40 + D 37 2 
(Makarova et 
al., 2006) 

Oenococcus oeni PSU-1 
coque isolé, 
chaîne 

vin 17-25 + D 37 1,8 
(Makarova et 
al., 2006) 

Pediococcus pentosaceus                 
ATCC 25745 

tétrade* 
viande, plante, 
fromage 

30 - D, L 37 1,8 
(Makarova et 
al., 2006) 

Streptococcus agalactiae 
A909 

coque isolé peau 37 - L 35 2,1 
(Tettelin et 
al., 2005) 

Weissella paramesenteroides           
ATCC 33313 

coque isolé plante 30 + D, (D+L) 37 1,9 
(Qin et al., 
2009) 

+ : Production de dioxyde de carbone (CO2)/ - : Absence de production de CO2. 
D : L’isomère optique formé de l’acide lactique est de configuration D ; L : L’isomère optique formé de l’acide lactique est 
de configuration L ; D+L : L’acide lactique est sous forme racémique. 
* : Une tétrade est formée lorsque quatre bactéries sont associées entre elles. 
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 Les bactéries lactiques sont ubiquistes : elles sont retrouvées dans différentes niches 

écologiques comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les 

muqueuses humaines et animales ainsi que dans le tractus digestif, ce qui explique leur 

température de croissance hétérogène (Tableau I. 1). Leur ADN présente un pourcentage de 

G + C compris entre 30 et 60% (Stiles et Holzapfel, 1997) et une taille de génome comprise 

entre 1,8 et 3,3 Mpb (Tableau I. 1). 

Ces bactéries ont la capacité de fermenter les sucres (glucose, fructose, mannose, galactose, 

saccharose et lactose) en acide lactique (Kandler et Weiss, 1986). Elles ne produisent pas de 

pseudocatalase et possèdent un métabolisme anaérobie strict ou aérotolérant (Hardie, 1986) en 

raison de l’absence de chaîne respiratoire. Enfin, les bactéries lactiques utilisées dans 

l’alimentation sont considérées comme non pathogènes et se font attribuer le qualificatif 

anglo-saxon d’organismes GRAS (Generally Regarded As Safe) (Adams et Marteau, 1995, 

Aguirre et Collins, 1993). Cependant, parmi elles quelques espèces du genre Streptococcus et 

Enterococcus sont considérées comme des pathogènes opportunistes (Aguirre et Collins, 

1993). 

 

I.2.  Habitat 

Les bactéries lactiques sont présentes à l’état libre dans l’environnement ou vivent en 

association avec un hôte, tel que l’Homme ou l’animal, dans un écosystème bactérien comme 

le tractus gastro-intestinal ou génital des mammifères (Klein et al., 1998). 

 

I.2.1. Culture des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques demandent des milieux riches en différents nutriments pour 

croître (sucres, acides aminés, acides gras, sels, vitamines) et pauvres en oxygène (Hammes et 

Hertel, 2006). Elles sont essentiellement cultivées dans le milieu Man Rogosa Sharpe (MRS) 

(Tableau I. 2). Le MRS est un milieu riche qui offre aux bactéries à culture difficile 

différentes sources de carbone et d’azote, telles que les peptones, le glucose et le Tween 80,. 

Le Tween 80 était initialement utilisé comme émulsifiant dans la préparation des milieux de 

culture avant d’être considéré comme source de carbone pour les bactéries. 
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Tableau I. 2. Composants du MRS. 

MRS pH 6,2 +/-2  

Composition Quantité (g/ l) 

Peptone 10 
Extrait de viande de boeuf  8 
Extrait de levure  4 
Glucose 20 
Citrate d’ammonium 2 
Acétate de sodium 3 H2O 5 
Sulfate de magnésium 7 H2O 0,2 
Sulfate de manganèse 4 H2O 0,05 
Hydrogénophosphate de potassium  2 
Tween 80 1 ml 

(http://www.oxoid.com/fr/index.asp?mpage=iproductdetail&pre=CM0361&l=FR&x) 

 

I.2.2.  Présence des bactéries à  l’état libre dans l’environnement 

Dans l’environnement, les bactéries lactiques sont souvent retrouvées dans le lait et 

ses dérivés (lait fermenté, fromages, …). Les différentes espèces de Lactobacillus, 

Lactococcus lactis (Lc. lactis) et/ ou Lc. garvieae, les plus rencontrées dans le lait et le 

fromage, sont communément utilisées comme ferments (« starter culture ») par l’industrie 

agroalimentaire pour la production de produits laitiers. Un ferment désigne un micro-

organisme, bactérie ou champignon, responsable de la fermentation. Aussi, les bactéries 

lactiques sont à l’origine de la fermentation utilisée pour la préparation de boissons à partir de 

plantes (boza, cidre, …). Parmi elles, on distingue des espèces appartenant aux genres 

Lactobacillus et Leuconostoc (Gálvez et al., 2011). 

Acidotolérantes, les bactéries lactiques sont capables de survivre dans des milieux très 

acides en raison de leur production d’acide lactique. De plus, l’acidification du milieu 

participe à l’inhibition de la croissance de certains microorganismes pathogènes, tels que 

Listeria monocytogenes (Li. monocytogenes). Cette espèce bactérienne pathogène présente 

dans les aliments (lait, fromage, boissons) est responsable d’infections graves comme la 

listériose chez l’Homme, qui affectent en particulier la femme enceinte (Gálvez et al., 2011). 

 

I.2.3. Présence des bactéries lactiques en association avec un hôte 

 Les bactéries lactiques peuvent vivre en symbiose entre elles et avec un hôte. La 

symbiose est une association intime et durable entre deux organismes hétérospécifiques 

(espèces différentes), parfois plus. 
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 Le tractus gastrointestinal des mammifères est colonisé par des bactéries lactiques 

telles que Bifidobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, et Weisseilla. Par ailleurs, l’appareil 

génital chez la femme est principalement colonisé par des bactéries lactiques, telles que 

Lactobacillus, auxquelles il apporte des nutriments comme le glycogène. En acidifiant le 

milieu, ces bactéries apportent une protection contre des pathogènes responsables d’infections 

vaginales comme Trichomonas vaginalis (T. vaginalis), pathogène responsable de la 

trichomonase vaginale (Björkroth et Holzapfel, 2006, Ruiz et al., 2009) et/ ou Candida 

albicans à l’origine de la vulvo-vaginite (Falagas et al., 2006, Pirotta et al., 2004). 

 

I.3. Les fermentations 

I.3.1.  Définition des fermentations 

 La fermentation est un processus produisant de l’énergie par oxydation de composés 

organiques, principalement des glucides, où un donneur d’électron, NADH cède ses électrons 

à un accepteur endogène, le pyruvate (Figure I. 2). Dans la respiration les électrons sont 

donnés à un accepteur exogène, l’oxygène pour la respiration aérobie et le nitrate ou le sulfate 

pour la respiration anaérobie. La fermentation ne nécessitant pas l’absence totale d’oxygène, 

certaines levures comme Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) et certaines bactéries 

comme Lactobacillus plantarum (Lb. plantarum) utilisent la fermentation en présence 

d’oxygène pour dégrader les sucres (Prescott et al., 2003, Weiss et al., 1968). 

 

 Les sucres tels que le glucose, le fructose, le lactose ou le saccharose sont les substrats 

les plus utilisés pour la fermentation, engendrant la production d’énergie et de métabolites 

comme l’acide lactique et l’éthanol avec un dégagement de gaz (CO2) dans certains cas. 

Cependant d’autres métabolites, moins communs comme l’acide butyrique et l’acétone sont 

produits au cours de la fermentation.  
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                                    a.                                                                             b. 

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

ATP : adénosine triphosphate. 
ADP : adénosine diphosphate. 
NAD+/ NADH, H+ : Couple oxydant/réducteur du nicotinamide adénine dinucléotide. 
Pi : phosphate inorganique. 

 

 Il existe plusieurs voies de fermentations, dont la fermentation alcoolique, la 

fermentation lactique, la fermentation butyrique et la fermentation propionique. Les 

fermentations alcoolique et lactique sont les plus connues et les plus couramment utilisées par 

les microorganismes. La fermentation alcoolique, principalement réalisée par les levures telle 

que S. cerevisiae, produit de l’éthanol et du CO2. Elle est souvent utilisée pour la production 

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

C6H12O6 + 2 ADP + 2 Pi            2 C2H5OH + 2 CO2 + 2 ATP 

Glucose                                         Ethanol 

 

 La fermentation lactique est réalisée par les bactéries lactiques pour produire 

principalement de l’acide lactique et d’autres métabolites tels que l’éthanol et le CO2 (Figure 

2a, 2b).  

 

La réaction bilan de la fermentation lactique est : 

C6H12O6 + 2 ADP + 2 Pi            2 C3H6O3 + 2 ATP 

Glucose                                  Acide lactique 

 

Suivant les microorganismes, l’isomère optique formé est soit l’acide lactique D, soit l’acide 

lactique L, soit la forme racémique (D + L) (Tableau 1). Par ailleurs, la proportion d’acide 

lactique formé augmente en fonction de l’acidité du milieu (87% à pH 5, 61% à pH 9). 

 

I.3.2. Les fermentations lactiques 

Les bactéries lactiques utilisent la fermentation lactique pour dégrader les glucides et 

synthétiser de l’énergie sous forme d’ATP. Il existe deux voies principales de fermentation 

lactique. L’homofermentation regroupe la voie de la glycolyse, aussi connue sous le nom de 

voie d’Embden-Meyerhof (Parnas) (Figure I. 2a), suivie de la conversion de 2 molécules de 

pyruvate en 2 molécules de lactate. Elle est surtout utilisée par les bactéries appartenant au 

genre Streptococcus et à certaines espèces de Lactobacillus comme Lactobacillus bulgaricus 

(Lb. bulgaricus), Lactobacillus casei (Lb. casei), Lactobacillus caucasicus, Lactobacillus 

lactis (Lb. lactis) et Lb. plantarum et de Thermobacterium comme Thermobacterium 

yoghurti. Au cours de cette voie de fermentation, ces bactéries dégradent le glucose, le 

fructose, le mannose, le galactose, le saccharose ou le lactose. 

L’hétérofermentation (Figure I. 2b), communément appelée voie des pentoses phosphate 

(transcétolases) (Kandler, 1983) se produit chez des espèces appartenant à Lactobacillus, 

telles que Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermenti et à Leuconostoc, telles que 

Leuconostoc mesenteroides (Ln. mesenteroides) et Leuconostoc pentosaceus. Au cours de 

l’hétérofermentation, les bactéries dégradent les hexoses avec formation quasi 

stœchiométrique d’une molécule d’acide lactique, d’une molécule de CO2 et d’une molécule 
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d’éthanol (Kandler, 1983). Les sucres à cinq atomes de carbone ou pentoses, comme le 

fructose, peuvent parfois être fermentés et donnent alors une molécule d’éthanol et une 

molécule d’acide lactique. Outre ces produits, qui représentent plus de 80% des métabolites 

obtenus, on obtient également de l’acide acétique et du glycérol. Cependant, il existe d’autres 

types de fermentations telles que la fermentation malolactique, moins connue, qui est 

principalement utilisée par Oenococcus oeni (O. oeni) pour la désacidification du vin. La 

fermentation malolactique commence après la fermentation alcoolique et consiste en la 

conversion de l’acide malique en acide lactique avec dégagement de CO2 (Zaunmüller et al., 

2006). 

 Les bactéries lactiques forment un groupe hétérogène en raison non seulement de leur 

métabolisme mais aussi de leur aspect, leur habitat,… Cette hétérogénéité confère aux 

bactéries lactiques une diversité qui a permis de leur dresser une taxonomie. 

 

I.4. Diversité et taxonomie 

I.4.1. Origine des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques ont été retrouvées dans des sédiments datant de 2,75 milliards 

d’années bien avant l’apparition d’oxygène dans l’atmosphère, ce qui pourrait expliquer leur 

caractère anaérobie (Quiberoni et al., 2001). De plus, des études sur la phylogénie bactérienne 

mentionnent leur apparition avant celle des cyanobactéries (Quiberoni et al., 2001). D’autres 

études montrent que certaines bactéries lactiques, comme Lb. lactis, sont en voie d’acquérir 

une chaîne respiratoire (Duwat et al., 2001). 

 

I.4.2. Diversité des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques regroupent de nombreux genres bactériens tels que 

Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella,… 

(Tableau I. 1, Figure I. 3.). 

De plus, l’utilisation des séquences de gènes codant les ARN 16S et 23S a conduit à 

l’identification de nouveaux genres bactériens parmi des bactéries lactiques, tels que 

Carnobacteria, Enterococcus, Tetragenococcus et Vagococcus issue d’une evolution 

taxonomique  (Vandamme et al., 1996). 
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Parmi les bactéries lactiques, Lactobacillus présente le genre le plus répandu. Ce dernier 

comprend à lui seul de nombreuses espèces qui diffèrent par leurs caractéristiques 

phénotypiques, biochimiques et génétiques (Vandamme et al., 1996). 

 

Lb. delbrueckii

Lb. casei-Pediococcus

Lactococcus

Streptococcus

Bacillus

Staphylococcus

ListeriaAerococcus

Carnobacterium

Enterococcus

Vagococcus

Tetragenococcus

Oenococcus

Leuconostoc
Weissella

Lb. delbrueckii

Lb. casei-Pediococcus

Lactococcus

Streptococcus

Bacillus

Staphylococcus

ListeriaAerococcus

Carnobacterium

Enterococcus

Vagococcus

Tetragenococcus

Oenococcus

Leuconostoc
Weissella

 

Figure I. 3. Arbre phylogénique des bactéries lactiques et comparaison avec les genres 
Aerococcus, Bacillus, Listeria et Staphylococcus d’après Axelsson, 2004. 
 

I.4.3. Taxonomie des bactéries lactiques 

La classification des levures, des bactéries, des virus et des protistes est basée sur la 

taxonomie polyphasique. Ce terme est apparu dans les années 70 défini par Colwell (Colwell, 

1970) et se réfère à une taxonomie basée sur un large ensemble de critères regroupant les 

caractéristiques écologiques, phénotypiques, biochimiques et génétiques (Pot, 2008). De 

nombreuses classifications des bactéries lactiques ont été proposées. Parmi elles, figure la 

classification selon la composition de la paroi cellulaire bactérienne (de Ambrosini et al., 

1996), incluant la nature des acides gras, tels que l’acide lactobacillique (C19:0) et les acides 

gras insaturés (C14:0, C16:0, C18:0) qui la composent (Gilarová et al., 1994). Une autre 

classification, basée sur les différents modèles de fermentation du glucose définit 3 groupes 

(McLeod et al., 2008). Le groupe I renferme les bactéries réalisant exclusivement 

l’homofermentation. Ce groupe comporte majoritairement des Lactobacillus. Le groupe II 

inclut les bactéries réalisant l’hétérofermentation et regroupe les Leuconostoc, les 

Oenococcus, les Weissella et quelques espèces appartenant au genre Lactobacillus. Le groupe 
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III regroupe quant à lui quelques espèces appartenant au genre Lactobacillus et la majorité des 

espèces appartenant au genre Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus. Ce groupe 

présente une position intermédiaire entre le groupe I et II réalisant ainsi l’homofermentation 

ou l’hétérofermentation selon les conditions environnementales (McLeod et al., 2008). 

Les études d’hybridation ADN ÷ ADN, puis des structures et des séquences d’ARN 

ribosomaux sont aussi devenues depuis quelques années des éléments essentiels permettant 

l’identification et ainsi la classification taxonomique des bactéries lactiques (Mäkelä et al., 

1992, Stanckebrandt et Teuber, 1988, Vandamme et al., 1996, Woese et al., 1990). Une étude 

basée sur la comparaison des séquences d’ARN 16S et/ ou 23S des bactéries lactiques 

propose une classification en 3 groupes restreinte à certaines bactéries lactiques : groupe des 

Leuconostoc, groupe des Lactobacillus delbrueckii (Lb. delbrueckii) et groupe des Lb. casei-

Pediococcus (Rodrigues et al., 1991). 

 

I.5. Utilisation des bactéries lactiques 

I.5.1. Utilisation des bactéries lactiques productrices de   
   bactériocine(s) 

  C’est durant le XIXe siècle, au Danemark, que la première boisson fermentée 

fabriquée à partir d’un mélange de souches bactériennes isolées à partir de lait cru a été 

commercialisée. Le concept de ferment a ensuite évolué au début du XXe siècle après 

l’identification de quelques souches impliquées dans la fermentation. 

Grâce à leur propriétés d’acidification et de production de polysaccharides, les bactéries 

lactiques ont souvent été utilisées en co-cultures pour initier et/ ou améliorer la fermentation 

de nombreux aliments comme la choucroute, les saucisses ou les olives vertes (Settanni et 

Corsetti, 2008). Cependant, une des caractéristiques des bactéries lactiques qui leur permet de 

se placer comme bio-conservateur est leur production de molécules antimicrobiennes 

(Settanni et Corsetti, 2008). La production de bactériocine in situ offre de nombreux 

avantages comparée à la production de bactériocine ex situ, comme le coût ou l’augmentation 

de la compétition avec la microflore résidente augmentant ainsi l’inhibition de croissance des 

bactéries pathogènes. La diminution du coût de préparation pourrait généraliser la pratique 

permettant aux pays en voie de développement où la sécurité alimentaire est le plus souvent 

compromise de bénéficier de ces applications (Holzapfel, 2002). D’autres qualités ont depuis 

été associées aux bactéries lactiques lorsqu’elles sont associées aux produits alimentaires 

comme l’augmentation des valeurs nutritionnels des aliments, la réduction de la formation de 
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produits toxiques et la propriété de probiotique. En plus de la propriété de bioconservation, 

plusieurs propriétés ont été attribuées aux bactéries productrices de bactériocines telles que la 

diminution des gaz dus à la fermentation ainsi qu’à l’amélioration du goût et de la qualité du 

produit fini.  

Grâce à leur activité protéolytique et leur acidification importante du milieu, les 

bactéries productrices de bactériocines sont utilisées soit pour initier la fermentation soit pour 

jouer le rôle d’adjuvant en présence d’une bactérie initiatrice de fermentation (Gálvez et al., 

2011). Aussi, la croissance de la co-culture ne doit avoir aucun effet sur les propriétés 

physicochimiques et organoleptiques du produit fini, ni interférer avec celles-ci. De plus, la 

bactérie productrice doit être prédominante et capable de produire sa bactériocine à n’importe 

quelle température, pendant la réfrigération ou à température ambiante, afin d’empêcher la 

croissance et la prolifération des bactéries pathogènes dans les aliments (Holzapfel et al., 

1995). 

 Les bactéries productrices sont aussi utilisées comme cultures bio-protectrices dans les 

aliments non fermentés dans la mesure où elles ne présentent aucun effet négatif sur le produit 

fini. De nombreuses souches bactériennes productrices de bactériocines sont actuellement 

utilisées dans les produits alimentaires fermentés, tels que les produits laitiers, les viandes, les 

poissons ou les légumes. Les souches bactériennes du genre Lactococcus sont les bactéries 

productrices de bactériocines les plus utilisées. La souche bactérienne productrice de la nisine, 

Lc. lactis, est souvent utilisée lors de la fermentation de fromages comme le Manchego ou le 

Camembert en raison de ses propriétés antibactériennes dirigées contre Li. monocytogenes et 

Staphylococcus aureus (Sta. aureus) (Gálvez et al., 2008). Les souches productrices de nisine 

Z sont aussi utilisées pour limiter les gaz produits lors de la fermentation, qui sont le plus 

souvent dus à une surcroissance de spores de Clostridium et en particulier de Cl. 

tyrobutyricum. La souche productrice de lacticine 3147 est aussi utilisée pour le contrôle de la 

prolifération de Li. monocytogenes dans les aliments tels que les fromages fabriqués à partir 

du lait écrémé (O'Sullivan et al., 2006). L’optimisation de l’arôme du fromage pourrait être 

réalisée par l’utilisation des souches productrice de lacticine 3147 en combinaison avec des 

cultures bactériennes productrices d’aminotransférases et de décarboxylases (Fernández de 

Palencia et al., 2004). 

 Du fait de leur robustesse, leur présence naturelle dans différents produits alimentaires 

et leur production de nombreuses bactériocines, Enterococcus faecalis (En. faecalis) et En. 
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faecium productrices de bactériocines sont largement utilisées comme adjuvants (Franz et al., 

2007). Les bactéries appartenant au genre Pediococcus productrices de bactériocines ne sont 

pas adaptées à la fabrication des produits laitiers fermentés de par leur manque ou leur lenteur 

de fermentation du lactose (Papagianni et Anastasiadou, 2009). En revanche, la souche 

Pediococcus acidilactici productrice de pédiocine PA-1/ AcH s’est révélée être responsable 

de la bonne conservation de la viande en diminuant les populations de Li. monocytogenes et 

de Clostridium perfringens (Rodríguez et al., 2002). 

Les bactéries lactiques sont, de loin, la catégorie de microorganismes la plus utilisée 

dans la production de produits alimentaires contribuant ainsi à la texture et au goût des 

produits fermentés. Par ailleurs, la production par ces bactéries de métabolites tels que les 

peptides antimicrobiens et l’acide lactique, permet d’inhiber la prolifération des 

microorganismes pathogènes et d’assurer ainsi une bonne conservation des aliments (Pot, 

2008).  

I.5.2. Notion de probiotique 

a. Définition d’un probiotique  

Les probiotiques sont des microorganismes vivants, qui lorsqu'ils sont ingérés en 

quantité suffisante, exercent un effet bénéfique sur la santé de l'hôte (FAO, 2001). 

Consommés depuis des centaines d’années, les produits laitiers ont toujours été considérés 

comme source de santé et de longévité, dans le Caucase et au Moyen-Orient. Ce n’est qu’à 

partir du XXe siècle, qu’Elie Metchnikoff évoqua une éventuelle relation entre la longévité de 

certaines populations et leur consommation de grandes quantités de lait fermenté. Plus tard, il 

isola deux espèces bactériennes Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (Str. salivarius 

subsp. thermophilus) et Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus auxquelles il attribua les bienfaits 

de « longue vie ». Ce n’est qu’en 1954, que le terme « probiotique » a été pour la première 

fois introduit dans la littérature par Ferdinand Vergin (Vergin, 1954). Pour optimiser leur 

croissance, les probiotiques nécessitent la présence de fibres composées d’oligosaccharides 

comme l’inuline extraite de la racine de chicorée, appelées prébiotiques. 

De nombreux microorganismes sont considérés comme probiotiques, parmi eux des 

bactéries lactiques telles que Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve, 

Bifidobacterium longum, Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus, Lb. casei, et Streptococcus 

thermophilus (Str. thermophilus). Lb. bulgaricus et Str. Thermophilus sont les premières 

souches bactériennes qui ont été utilisées pour la fabrication de yaourt. Ainsi, la dénomination 
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yaourt ou yoghourt se réfère à un lait fermenté obtenu, selon des usages loyaux et constants, 

par le développement des seules bactéries lactiques thermophiles spécifiques dites Str. 

thermophilus et Lb. bulgaricus qui doivent être ensemencées et se trouver vivantes dans le 

produit fini à raison d'au moins 107 bactéries par gramme. D’autre part, des levures comme S. 

boulardii et S. cerevisiae, communément utilisées dans la fabrication du pain, de la bière et du 

kéfir, sont également reconnues pour leurs propriétés probiotiques. S. boulardii a été isolée 

pour la première fois à partir de fruits de litchis et de mangoustans par le scientifique Français 

Henri Boulard en 1923. Il a été démontré, plus tard, que S. boulardii permet la restauration de 

la flore du gros intestin après des diarrhées causées par Vibrio cholerae (Dias et al., 1995). 

 

b. Rôle du probiotique 

Pour être considéré comme probiotique, un micro-organisme ne doit présenter ni 

toxicité ni pathogénie. Les probiotiques doivent être capables de moduler la réponse 

immunitaire (Schiffrin et al., 1997) et/ ou produire des substances antimicrobiennes. Ils 

doivent être aussi capables de survivre et de proliférer dans les milieux naturels occupés par 

des bactéries pathogènes. 

 Plusieurs études ont attribué de nombreuses propriétés aux probiotiques dans lesquels 

ils participent à l’activation de l’immunité et à la réduction d’allergies chez les sujets à risque 

(Gourbeyre et al., 2011, Kalliomaki et al., 2001, Savilahti et al., 2008). La résistance à l’acide 

gastrique et à la bile, permet aux probiotiques de survivre dans le tube digestif où réside une 

partie de l’immunité (Grangette et al., 2002, Klaenhammer et Kullen, 1999). Les lymphocytes 

sont présents à l’état isolé au niveau de l’épithélium et dans la lamina propria, mais ils sont 

aussi regroupés dans la sous-muqueuse dans des structures spécialisées appelées les plaques 

de Peyer. A chaque site de l’intestin, de l’épithélium, de la lamina propria et de la plaque de 

Peyer, les types et fonctions des lymphocytes diffèrent. Dans l’épithélium, il s’agit 

majoritairement de lymphocytes T CD8 et dans la lamina propria et à l’état isolé, il s’agit de 

populations mélangées comprenant des lymphocytes T CD4 et des lymphocytes B. Les 

plaques de Peyer contiennent un cœur de lymphocytes B et un petit nombre de lymphocytes T 

CD4. Aussi, les probiotiques participent au développement du système immunitaire chez le 

nourrisson et l’améliorent chez la personne âgée en augmentant le nombre de phagocytes et 

de lymphocytes natural killer, premières défense contre un agent exogène (Donnet-Hughes et 

al., 1999, Haller et al., 2002). Ils agissent également sur l’immunité en colonisant le tractus 

intestinal, réalisant ainsi « un effet barrière » (Logan et Katzman, 2005, Penner et Fedorak, 
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2005b). L’« effet barrière », empêche d’une part la colonisation de l’épithélium par des 

pathogènes et renforce d’autre part l’immunité au niveau des muqueuses intestinales en 

augmentant la production d’IgA et de mucus, défenses locales au niveau des muqueuses 

(Kaila et al., 1992). 

c. Applications des probiotiques 

Grâce à leurs propriétés nutritionnelles et thérapeutiques utilisées par les industries 

agroalimentaires et pharmaceutiques, les probiotiques sont parfois utilisés comme 

compléments dans des produits comme les yaourts ou bien dans des préparations 

pharmaceutiques sous forme de gélules. De nombreuses souches bactériennes ont montré 

leurs bénéfices sur la santé humaine et sont déjà commercialisées par Danone telles que 

Bifidobacterium lactis (bifidus actif) utilisée dans la production des yaourts Activia® (Figure 

I. 4a) (Picard et al., 2005) ou Lb. casei retrouvé dans Actimel® (Figure I. 4b).  

 

                                          

      a. Activia® Danone.                                                  b. Actimel® Danone. 
                 www.activia.co.id/img3/bottles.jpg                                                        media.telemarket.fr/.../00055875/00055875-t0.jpg 
 

Figure I. 4. Produits laitiers commercialisés fabriqués à partir de bactéries considérées 
comme probiotiques. 
 

 En Europe, toute nouvelle souche introduite dans l’alimentation doit faire l’objet d’une 

évaluation selon le système QPS (Qualified Presumption of Safety, présomption de sécurité 

qualifiée ) depuis novembre 2007. Le système européen QPS, est un outil d’évaluation de la 

sécurité des cultures de microorganismes utilisé par l’EFSA (European Food Safety 

Authority) pour lesquelles une demande d’autorisation de mise sur le marché est nécessaire. 

Ce système s’appuie sur 4 piliers: l’identité précise de la souche (criblage), l’état des 

connaissances, le type d’application (matrice) et le rapport innocuité/ pathogénie (EFFCA, 

2011). 
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 Les probiotiques ne sont pas seulement utilisés comme additifs alimentaires mais aussi 

en association avec des traitements médicaux conventionnels dans quelques préparations 

pharmaceutiques du fait de leur reconnaissance en tant que GRAS aux Etats-Unis (Saarela et 

al., 2000, Salminen et al., 1998). L’agence Américaine du Médicament (Food and Drug 

Agency, FDA), estime que les produits contenant des probiotiques ne font pas objet des 

mêmes recommandations que les médicaments. En revanche, l’Agence Européenne des 

Médicaments (European Medicines Evaluation Agency, EMEA) n’a toujours pas autorisé 

cette utilisation.  

 
• Traitement des diarrhées 

Les souches  probiotiques Lb. acidophilus et Lb. casei, qu'on retrouve entre autres 

dans le lait fermenté Bio-K+®, ont fait l'objet d'études montrant leur efficacité contre la 

diarrhée associée à la prise d'antibiotiques en milieu hospitalier (Kelleher et al., 2002, Penner 

et al., 2005a). Des études ont montré l’action préventive des probiotiques lors de diarrhées 

infectieuses causées par un traitement antibiotique, par radiothérapie et après des rechutes de 

colite ulcéreuse (Plummer et al., 2004, Reid et al., 2003b). La colite ulcéreuse est une maladie 

inflammatoire chronique du côlon et du rectum de nature auto-immune qui s’apparente à la 

maladie de Crohn. 

• Traitements gastriques 
 

Des travaux prometteurs sur l’amélioration des traitements gastriques sont en cours sur 

la conjonction des probiotiques aux antibiotiques en vue de limiter les infections à 

Helicobacter pylori (H. pylori), une bactérie impliquée dans la survenue et les récidives des 

gastrites et ulcères gastro-duodénaux. Les études sur ce traitement se poursuivent car son 

efficacité  reste à démontrer (Reid et al., 2003b). 

 Les probiotiques réduisent la récurrence des infections causées par des pathogènes au 

niveau des muqueuses. Des traitements probiotiques contre des vaginites causées par T. 

vaginalis présentant des résultats prometteurs sont toujours en cours d’études cliniques 

(Jeavons, 2003, Pirotta et al., 2004, Reid et Bruce, 2003a, Sobel, 1999). 

Les applications des probiotiques se sont énormément étendues ces dernières années, 

tant dans le domaine agroalimentaire que médical. Cette partie sera développée plus loin dans 

le paragraphe V. Les applications des bactériocines. 
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II.  Les peptides antimicrobiens produits par les bactéries à Gram 
  positif 

II.1.  Définitions, généralités 

Il existe plusieurs définitions du terme bactériocine. A l’origine, ce terme a été utilisé 

pour désigner les protéines et peptides antimicrobiens synthétisés selon la voie ribosomique. 

Plus précisément, les bactériocines sont considérées comme des substances protéiques 

présentant une activité antimicrobienne (Figure I. 3). Ainsi les bactériocines, peuvent être 

isolées chez de nombreuses bactéries et archées (Klaenhammer, 1988). 

Dans cette thèse, nous parlerons des bactériocines produites par les bactéries à Gram positif 

(Jack et al., 1995, Tagg et al., 1976) et plus particulièrement celles provenant des bactéries 

lactiques (Cotter et al., 2005b).  

 Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens le plus souvent cationiques, 

modifiés ou non post-traductionnellement, de masses moléculaires comprises entre 2 et 6 kDa 

(Heng et al., 2007a). Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont généralement 

actives à faible concentration contre des bactéries phylogénétiquement proches (Belguesmia 

et al., 2011, Cotter et al., 2005b). Cependant, plusieurs genres de bactéries à Gram négatif tels 

que Haemophilus, Helicobacter ou Neisseria se sont révélés être sensibles à certaines de ces 

bactériocines (Morency et al., 2001). L’activité antimicrobienne des bactériocines a un effet 

soit bactéricide, provoquant la mort de la bactérie cible, soit bactériostatique inhibant la 

croissance bactérienne. Les bactériocines les plus étudiées sont celles produites par les 

bactéries lactiques connues pour leur rôle dans la bonne conservation des aliments (Cotter et 

al., 2005b). 

 La biosynthèse des bactériocines implique le plus souvent des groupes de gènes ou 

clusters comportant une ou plusieurs unités de transcription. Il existe une appellation 

génotypique spécifique pour chaque bactériocine, par exemple nis pour le cluster de gènes 

impliqué dans la biosynthèse de la nisine et mrs pour celui impliqué dans la biosynthèse de la 

mersacidine. Les clusters de gènes impliqués dans la biosynthèse des bactériocines sont 

formés de trois groupes de gènes. Un groupe renfermant un gène de structure codant le 

peptide précurseur et un gène d’immunité codant une protéine d’immunité impliquée dans la 

protection de la souche productrice contre sa propre bactériocine. Le deuxième groupe de 

gènes rassemble un gène codant un transporteur ABC impliqué dans le transport de la 

bactériocine vers le milieu extracellulaire ainsi que chez quelques bactériocines, un gène 
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codant une protéine accessoire impliquée dans le transport de la bactériocine, et enfin un gène 

codant une protéine de fonction inconnue. Le dernier groupe de gènes est impliqué dans la 

régulation de la biosynthèse des bactériocines et regroupe un gène codant une protéine kinase 

membranaire et un gène codant un activateur transcriptionnel. Le transport du peptide 

précurseur sollicite un transporteur ABC chez de nombreuses bactéries productrices. D’autres 

souches productrices utilisent le système Sec pour l’export de leur peptide précurseur (Drider 

et al., 2006, Maqueda et al., 2008). Une fois synthétisé, le peptide précurseur subit un clivage 

par une protéase spécifique chez quelques bactériocines, afin d’acquérir sa forme mature qui 

est exportée vers le milieu extracellulaire via le transporteur ABC. La biosynthèse des 

bactériocines n’est pas constitutive et se trouve régulée soit par la bactériocine elle-même qui 

joue le rôle de phéromone soit par une phéromone spécifique (Diţu et al., 2009). 

Une fois dans le milieu extracellulaire, la bactériocine interagit avec la membrane 

plasmique de la bactérie cible via des interactions électrostatiques. L’effet antimicrobien se 

traduit généralement par la formation de pores dans la membrane de la bactérie cible. 

Différents mécanismes d’action sont connus, le plus courant consiste en une perméabilisation 

de la membrane de la bactérie cible. Ce phénomène se traduit par la formation de pores 

transitoires ou permanents provoquant la dissipation d’ATP, d’ions K+, Na+,… et la mort de la 

bactérie cible (Nissen-Meyer et al., 2009, Nissen-Meyer et al., 2010). La bactériocine peut 

également interagir soit directement avec la membrane plasmique ou bien via un récepteur 

membranaire comme c’est le cas de la nisine avec le lipide II (voir paragraphe III : Les 

bactériocines de classe I : les lantibiotiques) et les bactériocines « pediocin-like » avec le 

système mannose perméase phosphotransférase impliqué dans le transport des sucres (voir 

paragraphe IV : Les bactériocines de classe II) (Héchard et Sahl, 2002). D’autres effets 

antimicrobiens moins fréquents sont également rencontrés comme l’inhibition de la synthèse 

d’acides nucléique et de la synthèse de la paroi bactérienne, comme c’est le cas de la 

mersacidine (Brogden, 2005). Cette partie sera développée dans le paragraphe III : Les 

bactériocines de classe I : les lantibiotiques. 

 

II.2.   Classification 

Les bactériocines diffèrent entre elles par leur structure primaire, leur structure 

tridimensionnelle, leur mode d’export et leur mécanisme d’action. Cette forte divergence a 

rendu leur classification assez difficile et plusieurs classifications ont été successivement 

proposées. Se basant sur la structure primaire, le mode d’action et la structure 
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tridimensionnelle, Klaenhammer et al. (Klaenhammer, 1993) ont proposé deux classes 

principales de bactériocines, la classe I regroupant les bactériocines modifiées post-

traductionnellement, les lantibiotiques et la classe II renfermant les bactériocines non 

modifiées et thermo-résistantes appelées « pediocin-like ». Ces deux classes ont été par la 

suite subdivisées en sous-classes. Se rajoute à ces deux classes une troisième classe (la classe 

III) qui renferme les bactériolysines, des protéines thermosensibles pourvues d’activité 

enzymatique (Klaenhammer, 1988) ainsi qu’une dernière classe (la classe IV) regroupant des 

complexes protéiques liés à une partie lipidique ou glucidique (Heng et al., 2007a). Cette 

dernière classe n’étant pas clairement caractérisée, de nombreux auteurs ont préféré l’écarter 

de la classification. Considérant la classe IV comme inappropriée, Diep et Nes (Diep et Nes, 

2002) ont proposé une classification des bactériocines en accord avec celle de Klaenhammer, 

mais sans la classe IV. Ensuite, différents auteurs ont proposé une nouvelle classe IV, 

composée des bactériocines circulaires et dans le même temps, soit l’abandon de la classe III 

(Nes et al., 2007), soit son maintien dans la classification (Heng et al., 2007a). 

 Parallèlement, Cotter et al. (Cotter et al., 2005b) ont proposé une classification 

regroupant les bactériocines en deux groupes principaux. La classe I, ou lantibiotiques, est 

subdivisée en plusieurs groupes en fonction de leur structure primaire tandis que la classe II 

est subdivisée en quatre sous-groupes : les classes IIa des « pediocin-like », IIb des « two-

peptides », IIc des bactériocines circulaires et IId des bactériocines non modifiées et non 

« pediocin-like ». Pourvues d’activité enzymatique, les bactériocines de classes III sont plutôt 

considérées comme des enzymes que comme des peptides antimicrobiens et sont par 

conséquent écartées de la classification (Cotter et al., 2005b). En fait, seules les classes I et II 

sont communément admises par la plupart des auteurs. Cependant on peut remarquer que les 

bactériocines circulaires peuvent constituer soit la classe IV (Heng et al., 2007a, Nes et al., 

2007), soit la classe IIc (Cotter et al., 2005b, Nissen-Meyer et al., 2009), selon les auteurs. 

Récemment, une nouvelle classification a été proposée par Zouhir et al. (Zouhir et al., 2010). 

Elle est basée uniquement sur la structure primaire et propose 12 groupes distincts de 

bactériocines. 

Dans notre étude, nous nous baserons sur le modèle de classification de Paul Cotter 

(Cotter et al., 2005b), qui propose deux classes principales de bactériocines : la classe I 

appelée la classe des lantibiotiques regroupant les bactériocines modifiées post-
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traductionnellement et la classe II qui regroupe les bactériocines non modifiées. Les sous-

divisions de chaque classe de bactériocines seront développées plus loin. 

 

III. Les bactériocines de classes I : les lantibiotiques  

          Les lantibiotiques sont des peptides antimicrobiens synthétisés par voie ribosomique et 

subissant des modifications post-traductionnelles importantes. Ils  se distinguent des autres 

bactériocines, par la présence de résidus lanthionine et 3’-méthyllanthionine (Figure I. 5a). 

La lanthionine et la 3’-méthyllanthionine, résultent respectivement de la formation d’un pont 

thioéther entre une cystéine libre et un acide aminé déshydraté, la didéhydroalanine (Dha) et 

la 2, 3-didéhydrobutyrine (Dhb). La Dha et la Dhb sont respectivement formées par 

déshydratation de la sérine et de la thréonine (Figure I. 5b). 

 

 

Lanthionine (2S,3S,6R)-3’-méthyllanthionine

(Lan)                                       (MeLan)

S

Ala Ala

S

Abu            Ala

      

H2O Déshydratase H2O

2,3-didéhydroalanine (Z)-2,3-didéhydrobutyrine

Sérine                                    Thréonine

Dha Dhb

 

   a.              b. 

    
Ala

  
Ala

                                                          
Abu  

                    
 

Figure I. 5. Structures des résidus modifiés communs aux lantibiotiques et résultant de 
modifications post-traductionnelles. 
 
 Les lantibiotiques sont actifs contre de nombreuses bactéries pathogènes, comme 

Listeria ou Salmonella, responsables d’infections. Cette particularité permet aux 

lantibiotiques d’être utilisés comme conservateurs alimentaires (Cotter et al., 2005b). 

Le système génétique impliqué dans la biosynthèse et la régulation de la biosynthèse des 

lantibiotiques est, le plus souvent, présent sous forme de groupes de gènes (clusters). Ces 

 

: Alanine 

 

 

: Acide α-aminobutyrique 
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clusters ont été largement étudiés ces dernières années (Bierbaum et Sahl, 2009, Jack et al., 

1998, Sahl et Bierbaum, 1998). 

 

III.1.   Structure 

 Les lantibiotiques ont été classés en fonction de leur structure par Günther Jung (Jung, 

1991) en deux types principaux : le type A (ex. nisine) et le type B (ex. mersacidine) (Jung, 

1991). Depuis, d’autres groupes de lantibiotiques comme le type C ont été proposés (Booth et 

al., 1996, Heng et al., 2007a). 
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Figure I. 6a. Structures de lantibiotiques de type A I.  
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Le type A regroupe les lantibiotiques linéaires chargés positivement (Twomey et al., 2002). 

Les déshydratases catalysent la formation de la lantionine et de la 3’-méthyllantionine par la 

formation de ponts thioéthers. Cette réaction résulte de la réaction d’un groupement thiol de la 

cystéine avec un acide aminé insaturé la Dha ou la Dhb. Le type A est subdivisé en deux 

sous-groupes, A I et A II (Figure I. 6), en fonction de leur structure. Les lantibiotiques du 

groupe A I (nisine, subtiline, épidermine) possèdent uniquement une structure linéaire. 

La subtiline 

L’épidermine 
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Le groupe A II (nukacine ISK-1, mutacine II, lacticine 481) regroupe les lantibiotiques 

formés d’une région N-terminale linéaire et d’une région C-terminale globulaire renfermant 

les ponts lanthionines (Nagao et al., 2006). Contrairement aux lantibiotiques du groupe A I, 

ceux du groupe A II sollicitent une enzyme unique (LanM) pour catalyser la formation de la 

lanthionine et la 3’-méthyllantionine (Nagao et al., 2006). 
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Figure I. 6b. Structures de lantibiotiques de type A II. 
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 Les lantibiotiques de type B (Figure I. 7) ont une structure globulaire (Twomey et al., 

2002). Pour former la lantionine et la 3’-méthyllantionine, le groupement thiol d’une cystéine 

réagit respectivement avec la Dha et la Dhb conférant une structure globulaire et compacte à 

ce groupe de lantibiotiques. 
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Figure I. 7. Structures de lantibiotiques de type B. 
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 Un troisième groupe renferme les lantibiotiques « two-peptides » formés de deux 

peptides agissant en synergie. Ce groupe renferme des lantibiotiques comme la lacticine 3147  

(Martin et al., 2004) (Figure I. 8), la staphylococcine C55 (Navaratna et al., 1999) et 

l’haloduracine (Cooper et al., 2008).  
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Figure I. 8. Structure d’un lantibiotique « two-peptides » : la lacticine 3147. 
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Le mécanisme moléculaire à l’origine de l’action synergique de ces lantibiotiques est encore 

mal connu à ce jour (Asaduzzaman et Sonomoto, 2009, McAuliffe et al., 2000). 

 De nombreux nouveaux lantibiotiques ont plus récemment été découverts comme la 

nisine Q (Zendo et al., 2003), la streptine (Wescombe et Tagg, 2003), la bovisine (Xiao et al., 
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2004) et la thermophiline 1277 (Kabuki et al., 2009) qui est avec la sublancine 168 (Dorenbos 

et al., 2002, Paik et al., 1998) (Figure I. 9) un lantibiotique possédant un pont disulfure. 
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Figure I. 9. Structure d’un lantibiotique non classé possédant deux ponts disulfure : la 
sublancine 168. 
 

III.2.  Biosynthèse  

Les gènes impliqués dans la biosynthèse sont organisés en clusters dont le locus est 

symbolisé par lan (Asaduzzaman et Sonomoto, 2009) (Figure I. 10). Le système génétique 

impliqué dans la production des lantibiotiques est retrouvé sur le chromosome (subtiline) 

(Banerjee et Hansen, 1988), sur un plasmide (nukacine) (Aso et al., 2004a) ou sur des 

éléments transposables présents sur le chromosome (nisine) (Buchman et al., 1988). 

 

Le système génétique codant la nisine est le plus étudié et le mieux connu (Kuipers et 

al., 1993). Il est symbolisé par nis (Lubelski et al., 2008). Pour les lantibiotiques, le gène lanA 

(nisA pour la nisine) code le peptide immature ou peptide précurseur composé de 23 à 59 

acides aminés (57 acides aminés pour la nisine). Le peptide précurseur est inactif et serait 

impliqué dans la protection de la souche productrice, mais son rôle précis demeure mal connu 

(van der Meer et al., 1994). 
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a. : Lantibiotique de type A I : la nisine produite par Lc. lactis. 
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b. : Lantibiotique de type A II : la nukacine ISK-1 produite par Sta. warneri ISK-1 
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c. : Lantibiotique de type B : la mersacidine produite par Bacillus sp. strain HIL Y-85,54728. 

Figure I. 10. Organisation génétique des clusters de gènes impliqués dans la biosynthèse 
et la régulation de la biosynthèse des lantibiotiques. 

Production               

   Lan                                 : précurseur. 
   LanB,  C,  D,  M : enzymes responsables des modifications post-traductionnelles. 
   LanT    : ABC-transporteur (contenant un site de liaison à l’ATP. 
   LanP    : enzyme responsable du clivage du peptide signal du précurseur (peut 

   être associé à NisT).  
Immunité   

   NisI/ NukH    : protéine d’immunité de la souche productrice. 
   LanF,  E,  G    : ABC-transporteur responsable de l’immunité de la souche productrice. 

Régulation (système à 2 composants) 

   LanK    : kinase. 
   LanR    : régulateur de réponse. 

 

 Chez les lantibiotiques de type A I, les gènes  lanB  (nisB) et  lanC (nisC) (Figure I. 

10) codent respectivement la déshydratase Lan B (NisB) et la cyclase LanC (NisC) 

impliquées dans les modifications post-traductionnelles du peptide précurseur. LanB (NisB) 

est responsable de la déshydratation de la sérine et de la thréonine respectivement en Dha et 

Dhb (Figure I. 11) (de Vos et al., 1995, Sahl et al., 1995). 

1 kb  

nisA nisB nisT nisC nisI nisP nisR nisK nisF nisE nisG
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Figure I. 11. Voies de modifications post-traductionnelles et d’export d’un lantibiotique 
de type A I : la nisine. 

Dha
                                                        

A  -S- A
 

Dhb
                                                          

Abu -S- A
 

Abu
                                                          

La séquence consensus (FNDL ) est représentée en gras.  

 

LanC (NisC) est une métalloprotéine à zinc portant des résidus histidine et cystéine conservés 

responsables de la fixation du zinc (Koponen et al., 2002, Okeley et al., 2003). Le zinc est 

impliqué dans la formation du pont thiol par l’addition de résidu cystéine à la Dha et la Dhb 

générant la lanthionine et la 3’-méthyllanthionine. 

Le gène lanM est présent chez les bactériocines de type A II et de type B (nukM chez la 

nukacine et mrsM chez la mersacidine) et code LanM (Figure I. 12), une enzyme combinant 

les actions de déshydratase et de cyclase (Chatterjee et al., 2005a, Xie et van der Donk, 2004).  

 
: déhydroalanine. 
 

: déhydrobutyrine. 
 

: acide α-aminobutyrique. 
 

 
: lanthionine. 
 

: 3’-méthyllanthionine. 
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His-NukA (peptide précurseur)
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Figure I. 12. Voies de modifications post-traductionnelles d’un lantibiotique de type A 
II : la nukacine ISK-1. 

 
Dhb

                                                                        
A  -S- A

 

 
Abu
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Comme LanC, LanM nécessite la présence d’un cofacteur métallique, le zinc, pour être 

fonctionnelle. Sa région C-terminale partage 20 à 27% d’identité en acides aminés avec celle 

de LanC comprenant l’histidine et la cystéine impliquées dans la fixation du zinc (Chatterjee 

et al., 2005a). Il n’existe, cependant, aucune homologie de séquence avec LanB. Cependant, 

LanB, LanC et LanM ne sont pas responsables de toutes les modifications post-

traductionnelles que peuvent subir les lantibiotiques. En effet, la cystéine amino-vinylée 

présente chez la mersacidine et l’épidermine résulte d’une décarboxylation oxydative d’une 

cystéine du côté C-terminal, catalysée respectivement par les enzymes MrsD et EpiD (Figure 

I. 13) (Blaesse et al., 2003, Majer et al., 2002, Schmid et al., 2002). 

 
: déhydrobutyrine. 
 

: acide α-aminobutyrique. 
 
 

 
: lanthionine. 
 

: 3’-méthyllanthionine. 
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Cystéine en région C-terminale                                                Aminoenthiol/aminothiolate  

Figure I. 13. Décarboxylation oxydative d’une cystéine en aminoenthiol/ aminoenthiolate 
lors de la biosynthèse de la mersacidine et de l’épidermine. 

MrsD  : Enzyme catalysant la décarboxylation oxydative chez la mersacidine. 
EpiD  : Enzyme catalysant la décarboxylation oxydative chez l’épidermine. 

 

 D’autre part, la thio-disulfure oxydoréductase BdbB est essentielle à la formation du 

pont disulfure chez la sublancine 168. Cette dernière s’avère être le seul lantibiotique à 

posséder deux ponts disulfure (Dorenbos et al., 2002), la thermophiline 1277 renfermant un 

seul pont disulfure (Kabuki et al., 2009). 

Des modifications post-traductionnelles peu communes ont été reportées chez la cinnamycine 

produite par Streptomyces cinnamoneus. Cette modification post-traductionnelles est à 

l’origine de la lysinalanine et la β-hydroxy aspartate présentes chez ce lantibiotique. 

Cependant, les enzymes impliquées dans ces modifications post-traductionnelles sont encore 

peu connues. Le séquençage du cluster de gènes codant la cinnamycine pourrait permettre de 

les identifier (Widdick et al., 2003). 

 

 Après avoir subi les modifications post-traductionnelles, les peptides précurseurs de 

type A I sont transportés dans le milieu extracellulaire via un transporteur ABC, LanT (NisT 

pour la nisine), puis hydrolysés par une protéase à sérine, LanP (NisP) (Figure I. 11, Figure 

I. 14).  

 



Chapitre I – Les lantibiotiques 
 

 30 

Nisine

Peptide 
précurseur

Milieu 
extracellulaire

Milieu 
intracellulaire

Membrane 
cytoplasmique

PO3

ADP             ATP

ADP  ATP

ADP            

ATP

nisA nisB nisT nisC nisI nisP nisR nisK nisF nisE nisG

P                                                             P                P   

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

Production              
    NisA : précurseur de la nisine. 
    NisB,  C : enzymes responsables des modifications post-traductionnelles. 
    NisT  : ABC-transporteur (contenant un site de liaison à l’ATP. 
    NisP  : enzyme responsable du clivage du peptide signal du précurseur (peut  

        être associé à NisT).   
Immunité 

    NisI : protéine d’immunité de la souche productrice. 
    LanF,  E,  G : ABC-transporteur responsable de l’immunité de la souche  

   productrice. 
Régulation 

    NisK : kinase. 
    NisR  : régulateur de réponse. 
 : peptide leader. 

 
 : nisine mature. 

P : promoteur. 
 

Les transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) constituent une famille de protéines 

membranaires très vaste (Higgins, 1992). Ces transporteurs utilisent l’énergie fournie par 

l’hydrolyse de l’ATP pour transporter une variété considérable de molécules (peptides, 

lipides, ions…) au travers des membranes cellulaires. En revanche, chez les lantibiotiques de 

type A II et de type B, LanT (NukT chez la nukacine et MrsT chez la mersacidine) possède 
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une double fonction. LanT catalyse à la fois le clivage protéolytique du peptide précurseur et 

l’export du peptide actif (Siegers et Entian, 1995) (Figure I. 12).   

 Dans le cas de la nisine, les gènes nisI et nisFEG (Figure I. 10a) codent des protéines 

d’immunité conférant à la souche productrice une protection complète contre sa propre 

production (Aso et al., 2004a). nisI code une lipoprotéine ancrée dans la membrane 

cytoplasmique orientée du côté extracellulaire (Figure I. 14). NisFEG code un ABC 

transporteur qui joue le rôle de pompe d’efflux. NisFEG permet la translocation du 

lantibiotique vers le milieu extracellulaire, lorsque ce dernier réussit à traverser la membrane 

plasmique de la bactérie productrice (Stein et al., 2003, Stein et al., 2005) (Figure I. 14). 

NisI fixe le lantibiotique via des interactions hydrophobes, l’empêchant ainsi de pénétrer dans 

la  bactérie productrice. La protection engendrée par NisI est plus efficace que celle réalisée 

par NisFEG seul (Lubelski et al., 2008). 

Certains lantibiotiques possèdent uniquement LanI (la pep5 et l’épicidine) ou LanFEG 

(la mersacidine) et d’autre possèdent les deux protéines d’immunité (la nisine et la nukacine 

ISK-1), conférant ainsi une immunité totale à leur hôte (Nagao et al., 2006). Les gènes codant 

les protéines d’immunité LanI et LanFEG sont homologues entre les souches productrices de 

lantibiotiques. Ceci est étonnant car chaque souche productrice devrait être capable de 

produire une protéine d’immunité unique la protégeant exclusivement contre sa propre 

production (Nagao et al., 2006). Ceci impliquerait l’existence d’un mécanisme de 

reconnaissance commun et donc l’existence de sensibilités croisées entre les souches 

phylogénétiquement proches productrices de lantibiotiques. Des études sont toujours en cours 

pour mieux comprendre le mode d’action de la protéine d’immunité et son mécanisme de 

reconnaissance vis-à-vis du lantibiotique. 

 

III.3.  Régulation de la biosynthèse chez les lantibiotiques  

 La production des lantibiotiques est régulée au niveau transcriptionnel en fonction de 

la quantité de lantibiotique présent dans le milieu. Les deux modèles de régulation les plus 

étudiés sont retrouvés chez la nisine et la subtiline produites respectivement par Lc. lactis et 

B. subtilis (Engelke et al., 1994, Klein et al., 1993). 

 Le quorum sensing est un système d’autorégulation dans lequel les lantibiotiques 

jouent le rôle de phéromones pour leur propre production. Lorsqu’il est présent en quantité 
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suffisante dans le milieu extracellulaire, le lantibiotique induit sa propre transcription (de 

Ruyter et al., 1996, Engelke et al., 1994, Kuipers et al., 1995). 

Lorsqu’elles sont présentes dans le milieu extracellulaire, la nisine et la subtiline activent leur 

propre production via un système de régulation à deux composants LanR-LanK (Engelke et 

al., 1994, Klein et al., 1993). 

 Dans le cas de la nisine, la transcription de nisA est parfaitement autorégulée par 

nisRK. La nisine est capable d’induire la transcription de son propre gène par NisR-NisK via 

un signal de transduction (Engelke et al., 1994, Kuipers et al., 1995). Une fois activée par un 

signal extracellulaire engendré par la nisine, NisK auto-phosphoryle un résidu histidine qui 

phosphoryle à son tour un résidu aspartate de NisR. NisR phosphorylée change de 

conformation et induit la transcription du gène nisA ainsi que celle des gènes nisFEG (Figure 

I. 13). Dans ce type de régulation, la nisine joue à la fois le rôle de la phéromone qui induit le 

signal de transduction et celui du peptide antimicrobien lui-même (de Ruyter et al., 1996, 

Kuipers et al., 1995). La séquence promotrice ainsi que le nucléotide +1 (« start ») de la 

transcription de nisA ont été identifiés chez la souche Lc. lactis NZ9700 (Engelke et al., 1992, 

Kuipers et al., 1993).  Il a été démontré que le promoteur de nisA contrôlait la transcription de 

nisTCIP mais pas nisRK (Immonen et al., 1995). L’expression des gènes lanR et lanK est 

indépendante de la nisine, ce qui permet d’assurer la production de protéines impliquées dans 

la transduction du signal même en absence de nisine. 

D’autres systèmes de régulation ont été identifiés chez les lantibiotiques. Le premier 

régulateur à ‘effet négatif’ a été identifié pour la lacticine 3147 (McAuliffe et al., 2001). La 

protéine régulatrice de la lacticine 3147, LtnR, joue le rôle d’un répresseur et permet le 

maintien d’un rapport correct entre l’ARNm du précurseur et des autres protéines impliquées 

dans la biosynthèse du lantibiotique (McAuliffe et al., 2001). 

 La mersacidine possède un système de régulation différent de ceux déjà présentés. Ce 

dernier comporte un système à deux composants MrsR2/K2 et une protéine régulatrice MrsR1 

(Guder et al., 2002). MrsK2 est une protéine histidine kinase et MrsR2 est une protéine 

régulatrice OmpR-like (Altena et al., 2000). MrsR2/K2 activent la transcription de mrsFGE 

(Figure I. 10c) codant le transporteur ABC impliqué dans l’immunité de la souche contre sa 

propre production (Guder et al., 2002). MrsR1 est une protéine régulatrice, qui présente un 

faible taux d’homologie avec les protéines OmpR-like. Elle active la transcription du gène 

mrsA, favorisant ainsi la production de le mersacidine (Guder et al., 2002). 
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Seule la plantaricine produite par Lb. plantarum possède un système de régulation similaire à 

celui de la mersacidine. La plantaricine possède trois protéines régulatrices PlnB, PlnC et 

PlnD. PlnC et PlnD jouent respectivement le rôle d’activateur de production de la bactériocine 

et de répresseur. La PlnB est une protéine kinase (Diep et al., 1996, Diep et al., 2001). 

 Chez l’épidermine, seule la protéine LanR (EpiQ) est présente (Peschel et al., 1993). 

Enfin, la biosynthèse de la lacticine 481 n’implique pas LanK-LanR. La production de ce 

lantibiotique est stimulée par l’acidification du milieu due à la production d’acide lactique. 

Cet acide activerait un régulateur non spécifique RcfB qui activerait, à son tour, la 

biosynthèse de la lacticine 481 (Chatterjee et al., 2005b, Dufour et al., 2007). 

 La régulation de l’expression des gènes chez les bactéries est basée sur le niveau de 

transcription et plus précisément sur la capacité de fixation de l’ARN polymérase aux sites 

promoteurs. L’ARN polymérase est une holoenzyme composée d’un « cœur » contenant trois 

sous-unités et d’une protéine supplémentaire appelée facteur σ. Découvert pour la première 

fois chez B. subtilis (Dubnau, 1991, Duffy et Geiduschek, 1975), le facteur σ permet la 

reconnaissance des sites promoteurs par l’holoenzyme, initiant ainsi la transcription 

(deHaseth et al., 1978, Hinkle et Chamberlin, 1972). Il existe plusieurs familles de facteurs σ 

(σ70, σ54, σ32,…) chez les bactéries (Helmann et Chamberlin, 1988, Lonetto et al., 1992) qui, 

en fonction des conditions environnementales, reconnaissent des séquences différentes 

spécifiques à chaque promoteur de gènes. Il a été montré que la production de la subtiline par 

B. subtilis, en fin de phase stationnaire, est associée au facteur σH (Haldenwang, 1995, 

Lonetto et al., 1992). De plus, SpaR (LanR) et SpaK (LanK) impliqués dans la régulation de 

la biosynthèse de la subtiline seraient fortement dépendants de σH (Stein et al., 2002). Ainsi, 

l’absence de σH provoquerait un arrêt de la production de subtiline (Stein et al., 2002). 

Cependant, σH semble ne pas avoir d’effet sur la régulation de la biosynthèse de la 

mersacidine, un autre lantibiotique produit également en fin de phase stationnaire (Schmitz et 

al., 2006). 

 

III.4.   Mode d’action 

Les lantibiotiques ont principalement la membrane cytoplasmique pour cible. Pour les 

lantibiotiques, l’effet antimicrobien est le résultat à la fois de la perméabilisation de la 

membrane cytoplasmique et de l’inhibition de la biosynthèse de la paroi bactérienne ou de 
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l’inactivation d’une enzyme essentielle à la biosynthèse de la paroi bactérienne (Chatterjee et 

al., 2005a, Twomey et al., 2002). 

L’enveloppe des bactéries à Gram positif est composée d’une paroi, en contact direct 

avec le milieu extérieur, formée de peptidoglycanes (ou muréine), d’un espace périplasmique 

et d’une membrane cytoplasmique. Le peptidoglycane est composé d’une partie glucidique 

formé d'un polymère d’unités disaccharidique d'acide N-acétylmuramique (MurNAc) lié en β 

(1 4) à un résidu de N-acétylglucosamine (GlcNAc). Les polysaccharides sont liés entre eux 

au niveau du MurNac par des chaînons pentapeptidiques dont la séquence varie en fonction 

des bactéries (Prescott et al., 2003). Chez Li. monocytogenes la séquence peptidique de ces 

chaînons est : L-Ala, D-Glu, L-Lys, D-Ala, D-Ala. Contrairement aux bactéries à Gram 

positif, le peptidoglycane chez les bactéries à Gram négatif est plus fin et enchâssé entre deux 

membranes plasmiques : la membrane externe composée de phospholipides, de nombreuses 

protéines intrinsèques, notamment les protéines de transport appelées porines, ainsi qu’un 

composé non protéique appelé lipopolysaccharide (LPS). Les bactéries à Gram négatif telles 

que Escherichia coli (E. coli), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Salmonella 

typhimurium et Serratia marcescens sont résistantes aux lantibiotiques et en particulier à la 

nisine (Chung et al., 1989, Linnett et Strominger, 1973). Cette résistance a été attribuée à la 

membrane externe riche en LPS qui empêche les bactériocines d’accéder pentapeptide du 

lipide II présent dans la membrane cytoplasmique (Chatterjee et al., 2005a, Gänzle et al., 

1999). Cependant il a été montré que Pectinatus frisingensis, un pathogène responsable de la 

contamination de la bière, était sensible à la nisine. La résistance de cette bactérie à la nisine 

apparait après exposition répétée au lantibiotique. Contrairement aux autres bactéries à Gram 

négatif, la résistance à la nisine résulte d’une modification de la nature des acides gras, et en 

particulier d’une augmentation de la proportion des acides gras saturés composant la 

membrane cytoplasmique de la bactérie (Chihib et Tholozan, 1999). 

 

III.4.1. Le double mécanisme d’action 

La perméabilisation de la membrane cytoplasmique par formation de pores conduit à 

la mort de la bactérie cible après dissipation d’ions intracellulaires. L’exemple de mécanisme 

d’action le mieux connu est celui de la nisine et de différents lantibiotiques de type A I 

(subtiline et épidermine) et de type A II (lacticine 481, nukacine ISK-1) (Figure I. 6). 

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

via des interactions électrostatiques (Ruhr et Sahl, 1985). Chargée positivement, la région C-



Chapitre I – Les lantibiotiques 
 

 35 

terminale de la nisine interagit (Breukink et al., 1997, Giffard et al., 1997) avec la membrane 

cytoplasmique de la bactérie cible fortement anionique (Breukink et al., 1997). Les boucles 

formant la lanthionine et la 3’-méthyllanthionine situées au niveau de la région N-terminale 

interagissent avec le disaccharide-pyrophosphate du lipide II (Figure I. 15), précurseur de la 

biosynthèse de la paroi bactérienne (Asaduzzaman et al., 2006). 

 

 

             

Figure I. 15. Structure du lipide II. 

 

Il existe des mécanismes d’action engendrant la formation de pores 

transmembranaires, le modèle ‘barrel-stave’ (Gao et al., 1991) et le modèle ‘wedge’ (Driessen 

et al., 1995). 

Dans le premier modèle, les monomères de nisine, cationiques interagissent avec la 

membrane cytoplasmique via des interactions électrostatiques. Se positionnant 

perpendiculairement à la membrane bactérienne, les monomères s’agrègent et forment ainsi 

des pores (Gao et al., 1991). Cependant ces pores sont instables et transitoires en raison de 

forces hydrophobes qui, via des réarrangements, reconduisent les lipides membranaires à leur 

position initiale. 

Dans le modèle ‘wedge’, la nisine adopte une position initiale parallèle à la membrane 

plasmique. L’interaction de la nisine avec le lipide II via des liaisons hydrogène aboutit à la 

formation d’un complexe nisine-lipide II (Breukink et al., 1999). Respectant la surface 

membranaire, le lipide II fait passer l’orientation de la nisine de parallèle à perpendiculaire à 

la membrane plasmique (Figure I. 16) (van Heusden et al., 2002). 

 

 

GlcNAc  : N-acétylglucosamine. 

MurNAc : Acide N-acétylmuramique. 
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Nisine

Lipide II

Vue de haut
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Membrane 
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Pyrophosphate

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

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

Milieu intracellulaire

 

Figure I. 16. Formation de pores membranaires par le complexe nisine-lipide II selon 
Chatterjee C. et al. (Chatterjee et al., 2005a). 
 

L’extrémité C-terminale, libre, s’insère dans la membrane plasmique formant ainsi un pore 

stable, unique et de structure uniforme dans la membrane plasmique (Breukink et al., 2003). 

Ce pore hétéromoléculaire est constitué de 8 molécules de nisine et 4 molécules de lipide II 

(Chatterjee et al., 2005a) (Figure I. 16). Ce modèle est retrouvé pour la subtiline et 

l’épidermine (Bonelli et al., 2006, Breukink et de Kruijff, 2006). En s’insérant dans la 

membrane cytoplasmique, le complexe nisine-lipide II engendre un encombrement stérique 

inhibant la synthèse des peptidoglycanes. La nisine possède ainsi une double action sur les 

bactéries cibles : formation de pores hétéromoléculaires nisine-lipide II et inhibition de la 

synthèse du peptidoglycane (Brötz et al., 1998b, Chatterjee et al., 2005a). 

Les lantibiotiques « two-peptides » tels que la lacticine 3147 (Figure I. 8) utilisent 

aussi le lipide II pour former des pores dans la membrane des bactéries cibles. Mais à la 

différence de la nisine, le mécanisme d’action se fait en deux étapes. Le LtnA1 (peptide α) 

interagit d’abord avec le lipide II. Une fois le complexe LtnA1-lipide II formé, le LtnA2 

(peptide β) est recruté aboutissant ainsi à la formation de pores et à l’inhibition de la synthèse 



Chapitre I – Les lantibiotiques 
 

 37 

de la paroi bactérienne (Breukink et de Kruijff, 2006, Morgan et al., 2005, Wiedemann et al., 

2006). 

Il a été démontré que les lantibiotiques de type A II (lacticine 481, nukacine ISK-1, 

mutacine II) interagissaient aussi avec le lipide II aboutissant à la formation de pores dans la 

membrane plasmique ainsi qu’à l’inhibition de la biosynthèse de la paroi bactérienne 

(Asaduzzaman et al., 2006, Wiedemann et al., 2001). 

 

III.4.2.  Inhibition de synthèse de la paroi bactérienne 

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

réactions enzymatiques impliquées dans la croissance de la bactérie cible, compromettant 

ainsi sa survie (Brötz et al., 1995, Brötz et al., 1997). Ainsi, la mersacidine agit en se liant au 

lipide II et en inhibant la transglycosylation, étape clé de la biosynthèse de la paroi 

bactérienne (Brötz et al., 1998a, Brötz et al., 1998b). 

La cinnamycine, inhibe la phospholipase A2 en séquestrant son substrat, la 

phophatidyléthanolamine (PE)  (Chatterjee et al., 2005a, Märki et al., 1991). Insérée dans la 

membrane cytoplasmique, la cinnamycine interagit avec le PE  via des interactions d’abord 

électrostatiques puis hydrophobes séquestrant ainsi le substrat de la phospholipase A2 

(Chatterjee et al., 2005a, Kessler et al., 1991). 

 

 

IV. Les bactériocines de classe II 

 La classe II forme un groupe relativement hétérogène de peptides de masses 

moléculaires < 10 kDa. Contrairement aux lantibiotiques, les bactériocines de classe II ne 

présentent pas de modifications post-traductionnelles. La classe II peut être subdivisée en 

quatre sous-classes IIa à IId qui seront décrites ci-après. 

 

IV.1. La classe IIa  

 Les bactériocines de classe IIa sont aussi communément appelées bactériocines 

« pediocin-like » en référence à la pédiocine, une des premières bactériocines de la classe IIa 

caractérisées. Ces bactériocines sont produites, pour la plupart, par des bactéries lactiques et 

représentent le groupe de bactériocines de classe II le mieux étudié (Drider et al., 2006, 
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Fimland et al., 2005). Les bactériocines de classe IIa ont suscité beaucoup d’intérêt en raison 

de leur production par des bactéries isolées de l’alimentation et ce, combiné à une activité 

antimicrobienne dirigée contre des pathogènes majeurs responsables d’infections, tels que Li. 

monocytogenes. De façon générale, les bactériocines « pediocin-like » présentent un spectre 

d’activité étroit limité aux bactéries à Gram positif. Depuis la découverte de nombreuses 

bactériocines pendant les années 90, telles que la curvacine A (Tichaczek et al., 1993)/ 

sakacine A (Axelsson et Holck, 1995, Holck et al., 1992), la leucocine A (Hastings et al., 

1991), la mésentéricine Y105 (Fleury et al., 1996, Héchard et al., 1992), la pédiocine PA-1 

(Henderson et al., 1992) et la sakacine P (Hühne et al., 1996, Tichaczek et al., 1994), de 

nombreuses nouvelles bactériocines ont été découvertes et sont régulièrement découvertes, 

comme la mundticine L (Feng et al., 2009) et l’avicine A (Birri et al., 2010). 

 Les bactériocines de classe IIa sont des peptides antimicrobiens cationiques et 

partiellement amphipathiques et/ ou hydrophobes de masse moléculaire inférieure à 5500 Da. 

Elles sont constituées de 37 à 49 acides aminés. La structure primaire des bactériocines de 

classe IIa est formée d’une région N-terminale conservée portant une séquence consensus et 

d’une région C-terminale variable (Figure I. 17). La région N-terminale cationique renferme 

une séquence consensus YGNG[V/L] (Tyr-Gly-Asn-Gly-Val/Leu) appelée la « pediocin-

box » et deux cystéines formant un pont disulfure. Cette séquence consensus est le plus 

souvent YGNGV, mais la découverte de bactériocines de classe IIa telles que la bactériocine 

31 (Tomita et al., 1996), la plantaricine C19 (Atrih et al., 2001b) et la sakacine 5X (Vaughan 

et al., 2001) a permis de montrer que cette séquence consensus pouvait varier avec la 

substitution de la valine par la leucine. Cette différence n’a a priori aucun impact majeur sur 

la structure globale du peptide, les deux acides aminés présentant le même degré 

d’hydrophobie. Néanmoins, la chaîne latérale β-méthyl de la valine perturberait la torsion du 

squelette peptidique en modifiant les angles φ et ψ. La région C-terminale variable et 

hydrophobe renferme dans quelques cas un pont disulfure supplémentaire, comme c’est le cas 

de la divercine V41 et de la pédiocine PA-1,... (Figure I. 17). La présence d’un second pont 

disulfure dans la partie C-terminale conduirait à un spectre d’activité plus large et à une 

meilleure activité antimicrobienne (Eijsink et al., 1998, Fimland et al., 2000, Richard et al., 

2004). L’hétérogénéité de la région C-terminale a permis à Nissen-Meyer et coll. (Nissen-

Meyer et al., 2009) de sub-diviser les bactériocines de classe IIa en 4 sous-groupes présentés 

dans la figure I. 17. D’autres caractéristiques communes aux bactériocines de classe IIa sont 

la résistance aux hautes températures et l’effet antimicrobien associé à la présence d’au moins 
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un pont disulfure. Des bactériocines ne possédant pas la séquence consensus typique et le 

pont disulfure de la région N-terminale ont néanmoins été classées dans la classe IIa par 

certains auteurs (Belguesmia et al., 2011, Ennahar et al., 2000) : c’est le cas de l’acidocine A 

(Kanatani et al., 1995) et de la bactériocine OR-7 (Stern et al., 2006).  
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                                                        1         10          20         30          40            Références               
Sous-groupe 1                                           .        .         .         .         . 
Avicine A                        MTRSKKLNLREMKNVVGG-----TY YGNGVSCNKKGCSVDWGKAISIIGNNSAANLATGGAAGWKS        (Birri  et al. , 2010) 
Bavaricine A                                            KY YGNGVHXGKHSXTVDWGTAIGNIGNNAAANXATGXNAGG          (Larsen  et al. , 1993) 
Bavaricine MN                                          TKY YGNGVYCNSKKCWVDWGQAAGGIGQTVVXGWLGGAIPGK          (Kaiser et Montville, 1996) 
Coaguline                        MKKIEKLTEKEMANIIGG-----KY YGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGTHKC       (Le Marrec  et al. , 2000) 
Divergicine M35                                        TKY YGNGVYCNSKKCWVDWGTAQGCID--VVIGQLGGGIPGKGKC       (Tahiri  et al. , 2004) 
Divercine V41               MKNLKEGSYTAVNTDELKSINGG----TKY YGNGVYCNSKKCWVDWGQASGCIGQTVVGGWLGGAIPG--K C       (Métivier  et al. , 1998) 
Entérocine A                     MKHLKILSIKETQLIYGGTTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCIAGMSIGGFLGGAIPG--KC       (Aymerich  et al. , 1996) 
Leucocine C                                             KN YGNGVHCTKKGCSVDWGKAWTNIANNSVMNGLTGGNAGWHN        (Fimland  et al. , 2002a) 
Listériocine 743A      MKKAALKFIIVIAILGFSFSFFSIQS EA-----KS YGNGVHCNKKKCWVDWGSAISTIGNNSAANWATGGAAGWKS        (Kalmokoff  et al. , 2001) 
Mundticine                          MKKLTAKEMSQVVGG-----KY YGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSAANLATGGAAGWSK        (Bennik  et al. , 1998) 
Mundticine KS                       MKKLTAKEMSQVVGG-----KY YGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSAANLATGGAAGWKS        (Kawamoto  et al. , 2002) 
Mundticine L                        MKKLTSKEMAQVVGG-----KY YGNGLSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSAANLATGGAAGWKS        (Feng  et al. , 2009)  
Pédiocine PA-1                   MKKIEKLTEKEMANIIGG-----KY YGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC       (Marugg  et al. , 1992) 
Piscicocine CS526               MEKFIELSLKEVTAITTGG-----KY YGNGLSXNKKGXTVDWGTAIGIIGNNAAANxATGGAAGXNKX       (Yamazaki  et al. , 2005) 
Piscicoline 126                  MKTVKELSVKEMQLTTGG-----KY YGNGVSCNKNGCSVDWSKAIGIIGNNAAANLTTGGAAGWNKG       (Jack  et al. , 1996) 
Sakacine 5X                                             KY YGNGLSCNKSGCSVDWSKAISIIGNNAVANLTTGGAAGWKS        (Vaughan  et al. , 2001) 
Sakacine P                       MEKFIELSLKEVTAITGG-----KY YGNGVHCGKHSCTVDWGTAIGNIGNNAAANWATGGNAGWNK        (Tichaczek  et al. , 1994) 
Ubéricine A                   MNTIEKFENIKLFSLKKII GG---KTVN YGNGLYCNQKKCWVNWSETATTIVNNSIMNGLTGGNAGWHSGGRA    (Heng  et al. , 2007b) 
Sous-groupe 2   
Lactococcine MMFII                                      TS YGNGVHCNKSKCWIDVSELETYKAGTVSNPKDIL---- W          (Ferchichi  et al. , 2001) 
Leucocine A                MMNMKPTESYEQLDNSALEQVVGG-----KY YGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGF----W          (Hastings  et al. , 1991) 
Leucocine B                 MNNMKSADNYQQLDNNALEQVV GG-----KY YGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGF----W          (Felix  et al. , 1994) 
Mésentéricine Y105         MTNMKSVEAYQQLDNQNLKKVVGG-----KY YGNGVHCTKSGCSVNWGEAASAGIHRLANGGNGF----W          (Fleury  et al. , 1996) 
Plantaricine 423                MMKKIEKLTEKEMANIIGG-----KY YGNGVTCGKHSCSVNWGEAFSCSVSHLANFGNGKC              (Van Reenen  et al. , 2003) 
Plantaricine C19                                        KY YGNGLSCSKKGCTVNWGQAFSCGVNRVATGGNGKX              (Atrih  et al. , 2001b) 
Sakacine G                       MKNTRSLTIQEIKSITGG-----KY YGNGVSCNSHGCSVNWGQAWTCGVNHLANGGNGVC              (Simon  et al. , 2002) 

Sous-groupe 3 
Carnobactériocine BM1            MKSVKELNKKEMQQINGG----AIS YGNGVYCNKEKCWVNKAENKQAITGIVIGGWASSLAGMGH         (Quadri  et al. , 1994) 
Curvacine A                      MNNVKELSMTELQTITGG----ARS YGNGVYCNNKKCWVNRGEATQSIIGGMISGWASGLAGM           (Tichaczek  et al. , 1993) 
Entérocine P            MRKKLFSLALIGIFGLVVTNFGTKVDA---ATRS YGNGVYCNNSKCWVNWGEAKENIAGIVISGWASGLAGMGH         (Cintas  et al. , 1997) 
Sakacine A                       MNNVKELSMTELQTITGG----ARS YGNGVYCNNKKCWVNRGEATQSIIGGMISGWASGLAGM           (Holck  et al. , 1992) 

Sous-groupe 4 
Bactériocine 31            MKKKLVICGIIGIGFTALGTNVEA----ATY YGNGLYCNKQKCWVDWNKASREIGKIIVNGWVQHGP--- WAPR      (Tomita  et al. , 1996) 
Bactériocine RC714                                     ATY YGNGLYCNKEKCWVDWNQAKGEIGKIIVNGWVNHGP--- WAP       (del Campo  et al. , 2001) 
Carnobactériocine B2             MNSVKELNVKEMKQLHGG-----VN YGNGVSCSKTKCSVNWGQAFQERYTAGINSFVSGVASGAGSIGRRP   (Quadri et al. , 1994) 
Entérocine SE-K4       MKKKLVKGLVICGMIGIGFTALGTNVEA----ATY YGNGVYCNKQKCWVDWSRARSEIIDRGVKAYVNGFTKVLGGIGGR    (Eguchi  et al. , 2001) 
Hiracine JM79       MKKKVLKHCVILGILGTCLAGIGTGIKVDAA----ATY YGNGLYCNKEKCWVDWNQAKGEIGKIIVNGWVNHGP--- WAPRR     (Sánchez  et al. , 2007) 
Pénocine A                       MTEIKVLNDKELKNVVGG-----KY YGNGVHCGKKTCYVDWGQATASIGKIIVNGWTQHGP--- WAHR      (Diep  et al. , 2006)                          

Figure I. 17. Alignement de séquences peptidiques de bactériocines de classe IIa d’après Nissen-Meyer J. et al. (Nissen-Meyer et al., 2009). 
La séquence spécifique au précurseur de la bactériocine est représentée en italique, le site de clivage (motif GG ou XA) est représenté en violet. La séquence consensus (YGNG[V/L]) est surlignée en 
rouge, les résidus cystéine (C) impliqués dans la formation des ponts disulfures sont surlignés en bleu, les résidus tryptophane (W) impliqués dans la stabilisation de la structure hélice-coude-hélice 
sont surlignés en vert et les résidus asparagine (N) et apsartate (D) formant le coude séparant la région N- de la région C-terminale sont surlignés en jaune. 
   : Site de clivage. 
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IV.1.1. Structures tridimensionnelles 

 Les structures tridimensionnelles en solution de quatre bactériocines de classe IIa 

(cinq avec le variant de la curvacine A), la carnobactériocine B2 (Wang et al., 1999), la 

curvacine A (Haugen et al., 2005), la leucocine A (Fregeau Gallagher et al., 1997) et la 

sakacine P (Uteng et al., 2003) ont été déterminées par RMN en présence de structures 

mimant les membranes (Figure 18).  

 

                   

               

                          

        

Figure I. 18. Structures tridimensionnelles de quelques bactériocines de classe IIa. 

 

Des études par dichroïsme circulaire et par RMN ont révélé que les bactériocines de cette 

classe, n’étaient pas structurées en milieu aqueux et qu’elles étaient capables d’adopter leur 

structure tridimensionnelle seulement lorsqu’elles se trouvent en contact avec des structures 

membranaires ou mimant les membranes (Fregeau Gallagher et al., 1997, Haugen et al., 

2005, Watson et al., 2001). Les bactériocines de classe IIa se composent généralement d’une 

région N-terminale formant un feuillet β à trois brins stabilisé par le pont disulfure localisé en 

région N-terminale et d’une région C-terminale consistant en une ou deux hélices α (Kazazic 

et al., 2002) formant une structure repliée en « épingle à cheveux » (Nissen-Meyer et al., 

2009).  

Chez la leucocine A, la région N-terminale est structurée en un feuillet β antiparallèle à trois 

brins stabilisé par le pont disulfure localisé dans cette région et conservé chez toutes les 

Leucocine A (PDB : 1CW6) 
(Fregeau Gallagher et al., 1997) 

Sakacine P (PDB : 1OG7) 
(Uteng et al., 2003) 

Curvacine A (PDB : 2A2B) 
(Haugen et al., 2005) 

Carnobactériocine B2 (PDB : 1CW5) 
(Wang et al., 1999) 
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bactériocines de classe IIa. Les régions centrale et C-terminale plus hydrophobes 

comprennent une hélice α amphipathique (résidu 18 à 33) suivie d’une extension non 

structurée. L’hélice α centrale est conservée chez la carnobactériocine B2, la sakacine P et la 

curvacine A. Un coude présent entre les deux hélices formant une structure hélice-coude-

hélice (« helix-hinge-helix ») introduit de la flexibilité et induit la topologie en « épingle à 

cheveux » (Figure I. 18 et 19). 

 

Région C terminale 
en hélice α

Région N terminale 

en feuillets β
Coude

Coude 

Interface 
membranaire

Milieu intracellulaire          

Milieu extracellulaire  

A B
 

Figure I. 19. Schéma de la structure et l’orientation de deux bactériocines des sous-
groupes 1/ 2 et 3 (p.41) dans la membrane plasmique de la bactérie cible d’après Nissen-
Meyer J. et al. (Nissen-Meyer et al., 2009). 
A :  Structure des bactériocines dont la région C-terminale est stabilisée par un second pont disulfure. 
B : Structure des bactériocines dont la région C-terminale est stabilisée par la présence de deux résidus Trp 
(W18 et W41) localisés à l’interface membrane-eau. 
 

La structure hélice-coude-hélice adoptée par la région C-terminale est stabilisée dans le cas 

de la coaguline, la divercine V41, la divergicine M35, l’entérocine A, la pédiocine PA-1, la 

plantaricine 423 et la sakacine G  par un second pont disulfure formé entre un résidu cystéine 

présent dans l’hélice α et un autre situé à l’extrémité C-terminale (Figure I. 17). Cependant, 

la majorité des bactériocines de classe IIa ne possèdent pas de cystéine en région C-terminale. 

La stabilisation de ces bactériocines impliquerait alors un tryptophane en position 18, 

conservé chez la majorité des bactériocines, et un second proche de l’extrémité C-terminale 

en position 41, à l’exception des carnobactériocines B2 et BM1, de la curvacine A, et des 

entérocines P et SE-K4 (Figure I. 17 et 18). Dans tous les cas, le coude situé entre les 

régions N- et C-terminales introduit une certaine flexibilité. Des études de mutagenèse ont 

révélé que les deux résidus tryptophane se positionneraient à l’interface membrane-eau et 

seraient impliqués dans la stabilisation de la structure hélice-coude-hélice (Fimland et al., 
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2002b) (Figure I. 19). D’autres études ont montré que la réduction du pont disulfure situé en 

région N-terminale perturbait la structure de la bactériocine. Ceci engendrerait une 

diminution de la thermostabilité de la bactériocine et la rendrait moins active à des 

températures élevées (Fimland et al., 2000). Cependant, les carnobactériocines B2 et BM1, la 

curvacine A/ sakacine A et les entérocines P et SE-K4, ne renferment ni un couple de 

cystéines impliquées dans la formation du second pont disulfure ni de tryptophanes impliqués 

dans la stabilisation de la structure hélice-coude-hélice de la région C-terminale. La 

détermination de la structure tridimensionnelle de la curvacine A (Haugen et al., 2005) 

(Figure I. 18) révèle que sa région C-terminale est structurée en deux hélices α de six et onze 

résidus reliées entre elles par un coude, ce qui compenserait l’absence de pont disulfure et de 

tryptophane dans sa région C-terminale (Haugen et al., 2005). 

 

IV.1.2. Biosynthèse et régulation 

Le schéma commun d’organisation des systèmes génétiques impliqués dans la 

biosynthèse, le transport et la régulation de la biosynthèse des bactériocines de classe IIa est 

constitué de trois groupes de gènes. Un groupe impliqué dans la biosynthèse et l’immunité à 

la bactériocine renferme les gènes codant le précurseur de la bactériocine (B) et la protéine 

d’immunité (I). Un groupe impliqué dans l’export de la bactériocine renferme les gènes 

codant un transporteur ABC (D), une protéine accessoire (E) et parfois une protéine de 

fonction inconnue (C) (Nes et al., 1996). Enfin, un dernier groupe impliqué dans la régulation 

de la production de la bactériocine renferme les gènes codant une protéine senseur histidine 

kinase (K) et une protéine effectrice régulatrice (R) ainsi qu’une phéromone (S) (Ennahar et 

al., 2000) (Figure I. 20). Le système génétique est structuré en une seule unité de 

transcription comme pour la pédiocine PA-1, la coaguline et la plantaricine 423 ou en 

plusieurs unités de transcriptions, chacune correspondant à un groupe de gènes comme chez 

la carnobactériocine B2 (Ennahar et al., 2000) (Figure I. 20). 

 

 Souvent porté par des plasmides conjugatifs, le système génétique peut être aussi 

présent sur le chromosome bactérien comme c’est le cas pour la divercine V41 (Métivier et 

al., 1998), l’entérocine A (Aymerich et al., 1996) et la sakacine P (Tichaczek et al., 1994) 

(Hühne et al., 1996). Chez Carnobacterium piscicoli LV17B, le déterminant génétique de la 

carnobactériocine BM1 est situé sur le chromosome, tandis que celui de la carnobactériocine 
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B2 est plasmidique. De plus, les gènes impliqués dans l’export et la régulation des deux 

bactériocines sont localisés sur un plasmide (Quadri et al., 1997b). 

1 kb1 kb

lcaIlcaB
lcaC lcaD lcaE

mesImesB
mesC MesD mesE

papB
papI papC papD

cbnS cbnK cbnBcbnIcbnR

Leucocine A (lca)

cbnD cbnE

dvnKdvnB dvnI dvnRdvnD
dvnE

Mésentéricine Y105 (mes)

Pédiocine PA-1 (pap)

Carnobactériocine B2 (cbn)

Divercine V41 (dvn)

van Belkum M.J. 

and Stiles M.E., 1995 

Fremaud C. et al., 1995

Marugg J.D. et al., 1992

Quadri L.E. et al., 1997b

Métivier A. et al., 1998

 

Figure I. 20. Organisation génétique des clusters de gènes impliqués dans la biosynthèse, 
le transport et la régulation de la biosynthèse des bactériocines de classe IIa d’après 
Ennahar S. et al. (Ennahar et al., 2000). 

  : précurseur de la bactériocine. 
  : immunité. 
    : export. 
    : régulation.                      
  : fonction inconnue.                                                  

   : promoteur. 
         

a. Biosynthèse 

Les bactériocines de classe IIa sont synthétisées sous forme d’un précurseur, le plus 

souvent inactif, portant une séquence signal. La séquence signal portée par le précurseur 

détermine la voie de sécrétion de la bactériocine (Figure I. 17). Après sa biosynthèse, le 

précurseur de la bactériocine est exporté par le transporteur ABC. Ce transporteur ABC 

présente en région N-terminale une activité protéasique qui réalise le clivage du précurseur au 

niveau d’un motif Gly-Gly aboutissant ainsi à la forme active de la bactériocine (Håvarstein 

et al., 1995) (Figure I. 17 et 21). Bien que l’export via un transporteur ABC soit le plus 

fréquemment rencontré chez les bactériocines de classe IIa, il existe des bactériocines de cette 

même classe telles que la bactériocine 31, l’entérocine P, l’entérocine SE-K4 (Eguchi et al., 

2001), l’hiracine JM79 et la listériocine 743A qui utilisent la voie générale Sec pour leur 

export vers le milieu extracellulaire (Cintas et al., 1997, Kalmokoff et al., 2001, Sánchez et 

al., 2007, Tomita et al., 1996). 

 

 
(van Belkum et Stiles, 1995) 

 
(Fremaux et al., 1995) 

 
(Marugg et al., 1992) 

 
(Quadri et al., 1997b) 

 
(Métivier et al., 1998) 
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b. Régulation 

La régulation de la production des bactériocines de classe IIa répond au même mode 

de régulation (« quorum sensing ») que celui utilisé par les lantibiotiques (Eijsink et al., 

2002) (p.33-34). Le système de régulation est formé de trois composants : le peptide 

inducteur, ou phéromone, une protéine senseur histidine kinase transmembranaire (PHK) et 

une protéine effectrice régulatrice (PR) (Kleerebezem et Quadri, 2001) (Figure I. 21). La 

phéromone produite à faible concentration sous forme de précurseur est clivée pour acquérir 

sa forme active lors de son export via le transporteur ABC. Une fois dans le milieu 

extracellulaire, elle se fixe sur la PHK de la bactérie cible qui, activée, autophosphoryle un 

résidu histidine présent du côté cytosolique (Nes et Eijsink, 1999). La PHK activée, interagit 

alors avec la PR en transférant le phosphate de son résidu histidine sur un résidu aspartate. 

Une fois phosphorylée, la PR est activée et joue le rôle d’activateur transcriptionnel en 

stimulant les gènes impliqués dans la production de la bactériocine (Nes et al., 1996, Nes et 

Eijsink, 1999) (Figure I. 21). 

 

 

 Dans certains cas, il semble que la régulation soit plus compliquée. Ainsi, un gène 

codant une PR tronquée a été retrouvé chez Lb. sakei LTH673 et chez Lb. plantarum NC8 

(Straume et al., 2007). Ceci pourrait suggérer la présence d’un système de répression utilisé 

par certaines bactéries pour inhiber leur production de bactériocine lorsque cette dernière se 

retrouve en forte concentration dans le milieu extracellulaire. 
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Figure I. 21. Schéma de la biosynthèse, la régulation de la biosynthèse et l’immunité des 
bactériocines de classe IIa. 

: précurseur de la bactériocine/ bactériocine. 
: immunité. 
: export. 

 : régulation.                      
                      : IIAB, IIC, IID ; sous-unités de EIIt

Man. 
                      : promoteur. 

Im : protéine d’immunité. 
PHK : protéine senseur histidine kinase. 
PR : protéine effectrice régulatrice. 
Bcc : système génétique impliqué dans la biosynthèse et la régulation de la biosynthèse d’une  
   bactériocine de classe IIa. 

 

IV.1.3. Mode d’action et immunité 

a. Mode d’action 

Les bactériocines de la classe IIa agissent sur les bactéries sensibles en perméabilisant 

la membrane cytoplasmique ce qui entraîne une dissipation de la force protomotrice et une 

perte de l’ATP cytoplasmique (Chikindas et al., 1993, Herranz et al., 2001a, Herranz et al., 

2001b). Le mécanisme exact de formation de ces pores demeure néanmoins mal connu (Diep 

et al., 2007), mais il y aurait vraisemblablement une association de plusieurs molécules de 

bactériocines dans la bicouche membranaire (Ennahar et al., 2000). 
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Des études utilisant des bactériocines modifiées ont montré que c’est la région C-terminale 

qui s’insère dans la membrane cytoplasmique. L’une de ces études consistait à produire une 

bactériocine chimère formée par la région N-terminale de la pédiocine AcH avec la région C-

terminale de la protéine de sécretion du maltose (Maltose Binding Protein, MBP) (Miller et 

al., 1998b). Produite chez E. coli, la pédiocine AcH fusionnée à la MBP emprunte la voie 

générale Sec pour être exportée et ne nécessite donc pas une co-expression de PapC et PapD, 

des protéines habituellement impliquées dans son export (Miller et al., 1998a). Cette protéine 

chimère présente une activité antimicrobienne suggérant ainsi que la région N-terminale est 

impliquée dans la reconnaissance et le premier contact avec la membrane bactérienne cible 

(Chen et al., 1997b, Fimland et al., 2006, Kazazic et al., 2002, Miller et al., 1998b), alors que 

la région C-terminale est la région de la bactériocine qui pénètre la membrane aboutissant à la 

formation des pores.  

 Une autre étude a porté sur le rôle des tryptophanes conservés dans la séquence des 

bactériocines de classe IIa (Figure I. 17). Chez la sakacine P, la substitution des résidus Trp 

localisés en position 18 et 41 par des résidus aromatiques n’a pas d’effet sur l’activité 

antimicrobienne de la bactériocine, mais celle-ci devient inactive lorsque ces deux Trp sont 

remplacés par des résidus hydrophobes, non aromatiques, ou hydrophiles (Fimland et al., 

2002b). La substitution du Trp33 par des résidus hydrophobes n’a aucun effet sur l’activité 

antimicrobienne du peptide mais ceci n’est pas le cas lorsqu’il est substitué par des résidus 

aromatiques ou hydrophiles (Fimland et al., 2002b). Ces résultats suggèrent que les Trp18 et 

Trp41 permettraient le positionnement de la bactériocine à l’interface membrane-eau et que le 

Trp33, se localiserait au niveau de la région qui pénètre dans la membrane plasmique (Figure 

I. 18) en apportant une stabilité à la structure tridimensionnelle du peptide lors de son contact 

avec la membrane de la bactérie cible. Ces études indiquent ainsi un modèle d’orientation des 

bactériocines de la classe IIa dans lequel la région N-terminale, cationique, portant la 

séquence consensus serait impliquée dans le premier contact avec les phospholipides de la 

membrane cytoplasmique. La région C-terminale plus hydrophobe, stabilisée par un second 

pont disulfure pour quelques bactériocines ou par l’interaction des résidus Trp18/Trp41, 

adopterait alors une forme hélice-coude-hélice. Le résidu Trp33 présent en fin d’hélice dans 

la région C-terminale induirait un coude et se trouverait « enfoui » à l’intérieur de la 

membrane cytoplasmique (Fimland et al., 2002b, Nissen-Meyer et al., 2009). De nombreuses 

études ont montré que la région C-terminale était impliquée dans la reconnaissance de la 
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cible et confère ainsi la spécificité de l’activité antimicrobienne à la bactérie productrice 

(Fimland et al., 2000, Johnsen et al., 2005b). 

 Des études ont montré que l’inactivation du gène rpoN codant la sous-unité σ54 de 

l’ARN polymérase chez Li. monocytogenes et En. faecalis conduisait à la résistance de ces 

deux bactéries à la mésentéricine Y105 (Dalet et al., 2000, Robichon et al., 1997). σ54 

participe à l’expression de nombreux gènes codant des protéines impliquées dans des voies 

d’export et métaboliques (Merrick, 1993, Thöny et Hennecke, 1989). Par ailleurs, 

l’inactivation des gènes  rpoN, manR et mptA codant respectivement σ54 et deux sous-unités 

de la mannose perméase phosphotransférase EIIt
Man (Figure I. 22) induit la résistance de Li. 

monocytogenes EGDe (Dalet et al., 2001) et En. faecalis (Héchard et al., 2001) à la 

mésentéricine Y105. Comme la mésentéricine Y105, d’autres bactériocines de classe IIa 

telles que la leucocine A (Ramnath et al., 2000) ou la pédiocine AcH (Xue et al., 2005) 

sollicitent EIItMan lors de leur interaction avec des bactéries cibles. EIItMan est une mannose 

perméase phosphotransférase impliquée dans le transport des sucres (glucose et mannose) 

chez les bactéries à Gram positif. Elle est formée de trois types de sous-unités dans lesquelles 

MptAB est une protéine localisée à la surface de la membrane cytoplasmique et MptC et 

MptD sont deux protéines transmembranaires (Figure I. 22) (Diep et al., 2007, Héchard et 

Sahl, 2002).  

                          

Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

IICII D           II D

IIAB            IIAB

Membrane 
cytoplasmique

 

Figure I. 22. Structure de la mannose perméase du système phosphotransférase EIItMan 
chez les bactéries à Gram positif d’après Diep D.B. et al. (Diep et al., 2007). 
 

Les études menées par Karine Dalet et al. (Dalet et al., 2001) ont indiqué que c’est la sous-

unité MptD qui interagirait directement avec la mésentéricine Y105 du côté extracellulaire. 

Plus récemment, Dzung Diep et al. (Diep et al., 2007) ont proposé un modèle d’interaction 

des bactériocines de classe IIa avec EIIt
Man (Figure I. 23). 

 

Sous-unités de EII(t)(Man) 

: Sous-unités IIAB. 

: Sous-unitéIIC.             

: Sous-unités IID.                       

Sous-unités de EII(t)(Man) 

: Sous-unités IIAB. 

: Sous-unitéIIC.             

: Sous-unités IID.                       

Sous-unités de EIIt
Man :Sous-unités de EII(t)(Man) 

: Sous-unités IIAB. 

: Sous-unitéIIC.             

: Sous-unités IID.                       

Sous-unités de EII(t)(Man) 

: Sous-unités IIAB. 

: Sous-unitéIIC.             

: Sous-unités IID.                       

Sous-unités de EIIt
Man :
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Figure I. 23. Mode d’action utilisé par les bactériocines de classe IIa et par les 
lactococcines A et B (classe IId) d’après Diep D.B. et al. (Diep et al., 2007). 

     : Bactériocine. 
        : IIAB, IIC, IID ; sous-unités de EIIt

Man. 

 

Ce modèle suggère que la bactériocine de classe IIa interagirait directement avec les deux 

sous-unités transmembranaires MptC et MptD lors du premier contact avec la membrane 

cytoplasmique de la bactérie cible (Figure I. 23A et B). L’interaction entre la bactériocine et 

MptC/MptD perturberait la conformation de EIIt
Man, provoquant alors la fuite d’organites 

intracellulaires et la mort de la bactérie cible (Figure I. 23C). Ceci indique que les 

bactériocines de classe IIa utiliseraient ce récepteur pour perméabiliser la membrane 

plasmique bactérienne. Cependant, les bactériocines de classe IIa seraient capables de former 

des pores à la surface de liposomes en absence de EII t
Man (Chen et al., 1997a, Chen et al., 

1997b). En effet, présentes en concentration suffisante dans le milieu extracellulaire, les 

monomères de batériocines s’assembleraient en oligomères et s’insèreraient dans la 

membrane de la bactérie cible pour former des pores (Ennahar et al., 2000, Héchard et Sahl, 

2002) (Figure I. 23C). Cependant, la nature exacte de ces pores est encore mal connue (Diep 

et al., 2007). 

 

b. Immunité 

 La majorité des bactéries productrices de bactériocines sont capable de produire des 

protéines d’immunité qui leur confèrent une protection contre leur propre toxine (Axelsson et 

Holck, 1995, Hühne et al., 1996, Johnsen et al., 2004). Les protéines d’immunité sont en 

général spécifiques à chaque souche productrice, mais peuvent aussi dans quelques cas 



Chapitre I – Les bactériocines de classe IIa 
 

 50 

protéger la souche productrice contre des bactériocines phylogénétiquement proches vis-à-vis 

de sa propre bactériocine (Fimland et al., 2002c, Johnsen et al., 2004). Vingt protéines 

d’immunité de vingt bactériocines de classe IIa ont été caractérisées à ce jour (Fimland et al., 

2005). Les protéines d’immunité des bactériocines de classe IIa sont hydrophobes et sont 

formées de 88 à 115 acides aminés (Figure I. 24). Une classification en trois groupes 

principaux en fonction de leur séquence peptidique a été proposée (Drider et al., 2006, 

Fimland et al., 2002c, Martin-Visscher et al., 2008a). 

 

PedB-PP   MNKTKSEHIK QQALDLFTRLQFLLQKHDTI---- EPYQYVLDILETGISKTKHNQQT-----P ERQARVVYNK : 64  
PedB-PA   MNKTKSEHIK QQALDLFTRLQFLLQKHDTI---- EPYQYVLDILETGISKTKHNQQT-----P ERQARVVYNK : 64 
EntA-im   -----MKKN-AKQI-VHELYNDISISK DP----- KYSDILEVLQKVYL-KL--EK QKYELDPGPLINRLVNYL : 58 
PsiI MGKLKWFSGGKERSNQAENIITDLLDDL-KT DLDNESLKKVLENYLEE---L----K-- QKGAS--- VPLILSRMNL : 64 
ImB2     ------MD IK -SQTLYLNLSEAYKDPEVKAN---EFLSKLVVQCAG---KLTASN-------S ENSYIEVIS L : 53 
 
 

PedB-PP  IA SQALV-DKLHFTAE---EN KVL---AAINELAHSQ-K GWGKFNMIEI TNTWPSQ-------- : 112 
PedB-PA  IA SQALV-DKLHFTAE---EN KVL---AAINELAHSQ-K GWGKFNMIDI TNTWPSQ-------- : 112 
EntA-im  YFTAYIN-- KIR FT- E---YQEE L---IRNLSEIGRT-A GINGLYRADYGDKS--Q----F--- : 103 
PsiI     DI SKAIRNDGVTLS---DYQSKKLKELTS----ISNIRY GY----------------------- : 98 
ImB2    LSRGISS--YYLSHKRIIPSSMLTIYTQIQKDIKNGN-IDTEKLRKY EI AKGIMSVPYIYF--- : 111 
 

 
Figure I. 24. Alignement de séquences peptidiques de cinq protéines d’immunité de cinq 
bactériocines de classe IIa du group A (PedB-PA, PedB-PP et EntA-im), du goupe B 
(PsiI) et du groupe C (ImB2) (Kim et al., 2007, Martin-Visscher et 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 l’entérocine A.  
ImB2  : Protéine d’immunité de la carnobactériocine B2. 
PsiI   : Protéine d’immunité de la piscicoline 126. 

 

 Les structures tridimensionnelles déterminées par RMN des protéines d’immunité de 

la carnobactériocine B2 (imB2) (Sprules et al., 2004), l’entérocine A (EntA-im) (Johnsen et 

al., 2005a), de la pédiocine PA-1 (PedB-PA) et PP-1 (PedB-PP) (Kim et al., 2007) et de la 

piscicoline 126 (PsiI) (Martin-Visscher et al., 2008a) ont révélé une structure commune à ces 

trois protéines formée de quatre hélices α antiparallèles associées à une région C-terminale 

flexible (Johnsen et al., 2005a, Kim et al., 2007, Sprules et al., 2004) (Figure I. 25). L’imB2 

renferme une hélice α supplémentaire du côté de la région C-terminale. Contrairement aux 

autres protéines d’immunité, la protéine d’immunité de la piscicoline 126 (PsiI) présente une 

région N-terminale plus longue et flexible et une région C-terminale plus courte (Martin-

Visscher et al., 2008a) (Figure I. 25). 

              

          α 1                                      α 2                                   α 3 

   α 3                            α 4                            α 5 
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Figure I. 25. Structures tridimensionnelles des protéines d’immunité de la 
carnobactériocine B2 (ImB2), de l’entérocine A (EntA-im), de la pédiocine PP-1 (PedB-
PP) et de la piscicoline 126 (PsiI). 
 

 Les protéines d’immunité sont localisées dans le milieu intracellulaire et semblent 

ainsi exercer leur action du côté intracellulaire de la membrane plasmique. Bien qu’aucune 

étude n’ait réussi à prouver une interaction directe entre les bactériocines de classe IIa et leur 

protéine d’immunité (Sprules et al., 2004), il a été montré que la région C-terminale des 

bactériocines interagirait probablement avec la région C-terminale des protéines d’immunité 

(Johnsen et al., 2005b). Ceci serait vraisemblablement, dû à la flexibilité de la queue C-

terminale des protéines d’immunité (Johnsen et al., 2005b). Dzung Diep et al. suggèrent que 

la bactériocine et la protéine d’immunité interagiraient mais de façon indirecte, via la EIIt
Man 

(Diep et al., 2007). Une fois la bactériocine fixée à EIIt
Man, la protéine d’immunité viendrait 

interagir avec le complexe EIIt
Man/bactériocine du côté intracellulaire (Figure I. 26B) en 

empêchant ainsi la fuite d’ions et d’organites intracellulaires (Diep et al., 2007) (Figure I. 

26C). 

ImB2 (PDB : 1TDP) 
(Sprules et al., 2004) 

PedB-PP (PDB : 2IP36) 
(Kim et al., 2007) 

EntA-im  (PDB : 2BL7) 
(Johnsen et al., 2005a) 

 

PsiI (PDB : 2K19) 
(Martin-Visscher et al., 2008a) 
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Figure I. 26. Modèle d’interaction de la protéine d’immunité avec la mannose perméase 
phosphotranférase EIItMan pour les bactériocines de classe IIa et certaines bactériocines 
de classe IId (lactococcines A et B) proposé par Diep D. B.et al. (Diep et al., 2007) 

 : Bactériocine. 
 : Protéine d’immunité. 
   : IIAB, IIC, IID ; sous-unités de EIIt

Man. 

 
IV.2. La classe IIb 

 Les bactériocines, communément appelées « two-peptides », sont formées de deux 

peptides différents, α et β, dont l’activité antimicrobienne optimale nécessite la présence des 

deux peptides complémentaires, le plus souvent en quantité équimolaire (Garneau et al., 

2002, Nissen-Meyer et al., 2009, Oppegård et al., 2007b). Dans certains cas, ces peptides 

peuvent être actifs individuellement comme c’est le cas de la lactacine F (Allison et al., 1994) 

et des plantaricines EF et JK(Anderssen et al., 1998).  

 Depuis l’identification de la lactococcine G chez Lb. lactis (Nissen-Meyer et al., 

1992), environ 15 bactériocines de la même classe ont été isolées et caractérisées (Figure I. 

27). Ces bactériocines possèdent une taille très variable allant de 25 résidus (plantaricine J, 

PlnJ) à 62 résidus (thermophiline A, ThmA). Comme les autres bactériocines de classe II, les 

bactériocines de classe IIb possèdent un spectre d’activité incluant de nombreux genres de 

bactéries à Gram positif pathogènes telles que Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Listeria, 

Staphylococcus et Streptococcus ou commensales comme Lactobacillus, Lactococcus et 
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Pediococcus (Garneau et al., 2002). Les systèmes génétiques impliqués dans la biosynthèse 

et la régulation des « two-peptides » sont organisés en clusters de gènes comportant de un à 

six opérons (Diep et al., 2009, Nissen-Meyer et al., 2010). 

 

IV.2.1. Structure 

 Des études de dichroïsme circulaire et de RMN ont été réalisées sur trois bactériocines 

de classe IIb : la lactococcine G et les plantaricines EF et JK (Fimland et al., 2008, Hauge et 

al., 1998a, Hauge et al., 1999, Rogne et al., 2008, Rogne et al., 2009). Ces bactériocines se 

sont révélées non structurées dans un environnement aqueux. En revanche, elles acquièrent 

des structures en hélice lors d’un contact avec un environnement plus hydrophobe, en 

présence de trifluoroéthanol (TFE) ou exposées à des structures mimant les membranes, telles 

que des micelles ou des liposomes (Fimland et al., 2008, Hauge et al., 1998a, Hauge et al., 

1999, Rogne et al., 2008, Rogne et al., 2009). A l’exception de la plantaricine S β et de la 

plantaricine  NC8 β qui renferment respectivement des motifs AXXXA et SXXXS, les 

bactériocines de classe IIb présentent le motif conservé GXXXG impliqué dans les 

interactions inter-hélices transmembranaires (Senes et al., 2000, Senes et al., 2004). 

 La lactococcine G est la bactériocine la plus étudiée de cette classe (Hauge et al., 

1998a, Moll et al., 1996, Moll et al., 1998, Nissen-Meyer et al., 1992, Oppegård et al., 

2007a, Oppegård et al., 2008, Rogne et al., 2008). Elle est formée d’un peptide α (LcnG α) de 

39 acides aminés et d’un peptide β (LcnG β) de 35 acides aminés. La lactococcine G 

renferme deux motifs GXXXG chez LcnG α (Gly7-Gly11 et Gly18-Gly22) et un seul chez 

LcnG β (Gly18-Gly22). Les structures tridimensionnelles des deux peptides LcnG α et LcnG 

β constituant la lactococcine G ont été déterminées par RMN en présence de micelles de DPC 

ou dans le TFE (Rogne et al., 2008) (Figure I. 28). En présence de micelles, LcnG α présente 

une région N-terminale (résidus 3 à 21) et une région C-terminale (résidus 24 à 34) 

structurées en hélices α avec une région intermédiaire (résidus 18 à 22) assez flexible. 

Comme pour LcnG α, les régions N- et C-terminales de LcnG β forment des hélices α en 

présence de TFE, mais une seule hélice est observée dans la région N-terminale en présence 

de micelles (Rogne et al., 2008). De plus, les hélices α des régions N-terminales des deux 

peptides sont amphipathiques. La structure tridimensionnelle de la lactoccocine G suggère 

que LcnG α et LcnG β seraient orientées dans la même direction, générant des interactions 

inter-hélices transmembranaires via leurs motifs GXXXG, Gly7-Gly11 et Gly18-Gly22 

(Oppegård et al., 2008, Rogne et al., 2008). 
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            Bactériocine                                                                               1             10              20              30              40              50        Bactérie productrice    Référence    
                                                                     .        .         .         .         .         .            

Lactocine 705       Lac705  α            MDNLNKFKKLSDNKLQATIGG GMSGYIQGIPDFLKGYLHGISAANKHKKGRLGY                                Lb. curvatus    (Cuozzo  et al. , 2000)  
                    Lac705  β          MESNKLEKFANISNKDLNKITGG GFWGGLGYIAGRVGAAYGHAQASANNHHSPING 

Lactococcine G       LcnG   α                  MKELSEKELRECVGG GTWDDIGQGIGRVAYWVGKAMGNMSDVNQASRINRKKKH                          Lb. lactis      Nes 2009 *  

                    LcnG   β      MKNNNNNFFKDMMEIIEDGELVSITGG KKWGWLAWVDPAYEFIKGFGKGAIKEGNKDKWKNI     
Lactococcine Q      LcnQ   α                  MKELSEKELRECVGG SIWGDI GQGVGKAAYWVGKAMGNMSDVNQASRINRKKKH                          Lb. lactis      (Zendo  et al. , 2006)  
                    LcnQ   β       MKNNNNNFFKDMEIIEDQELVSITGG KKWGWLAWVEPAGEFLKGFGKGAIKEGNKDKWKNI 

Lactacine F         Laf    A               MKQFNYLSHKDLAVVVGG RNNWQTNVGGAVGGAVGSAMIGATVGGTICGPACAVAGAHYLPILWTGVTAATGGFGKIRK    Lb. jhonsonii   (Pridmore  et al. , 2004) 

                Laf    X                    MKLNDKELSKIV GG NRWGDTVLSAASGAGTGIKACKSFGPWGMAICGVGGAAIGGYFGYTHN 
Plantaricine E/F    Pln    E          MLQFEKLQYSRLPQKKLAKISGG FNRGGYNFGKSVRHVVDAIGSVAGIRGILKSIR                                Lb. plantarum   Shojaei 2009 **  

                    Pln    F                MKKFLVLRDRELNAISGG VFHAYSARGVRNNYKSAVGPADWVISAVRGFIHGG 

Plantaricine J/K    Pln    J   MTVNKMIKDLDVVDAFAPISNNKLNGVVGG GAWKNFWSSLRKGFYDGEAGRAIRR                                  Lb. plantarum   (Diep  et al. , 1995)  

                    Pln    K        MKIKLTVLNEFEELTADAEKNISGG RRSRKNGIGYAIGYAFGAVERAVLGGSRDYNK 

Plantaricine NC8    PlnNC8 α            MNNLNKFSTLGKSSLSQIEGG DLTTKLWSSWGYYLGKKARWNLKHPYVQF                        Lb. plantarum  (Maldonado  et al. , 2003) ,     

                    PlnNC8 β               MDKFEKISTSNLEKISGG SVPTSVYTLGIKILWSAYKHRKTIEKSFNKGFYH 

Plantaricine S      Pls    α      MNNALSFEQQFTDFSTLSDSELEVEGG RNKLAYNMGHYAGKATIFGLAAWALLA                                   Lb. plantarum  (Stephens  et al. ,1998)                    
     Pls    β            MDKIIKFGGISDDQLNAVIGG KKKKQSWYAAAGDAIVSFGEGFLNAW 

Salivaricine P      Sln    1                                  KRGPNCV GNFLGGLFAGAAAGVPLGPAGIVGGANLGMVGGALTCL                    Lb. salivarius  (Barrett  et al. , 2007)                     
         Sln    2                                  KNGYGGSGN RWVHCGAGIVGGALIGAIGGPWSAVAGGISGGFASCH 

ABP-118             Abp118 α              MMKEFTVLTECELAKVDGG KRGPNCVGNFLGGLFAGAAAGVPLGPAGIVGGANLGMVGGALTCL                    Lb. salivarius  (Flynn  et al. , 2002)  
                    Abp118 β           MKNLDKRFTIMTEDNLASVNGG KNGYGGSGNRWVHCGAGIVGGALIGAIGGPWSAVAGGISGGFTSCR 

Entérocine 1071     Ent1071A               MKQYKVLNEKEMKKPIGG ESVFSKIGNAVGPAAYWILKGLGNMSDVNQADRINRKKH                          En. faecalis    (Balla  et al. , 2000) 

                    Ent1071B         MKNIKNASNIKVIEDNELKAITGG GPGKWLPWLQPAYDFVTGLAKGIGKEGNKNKWKNV 

Entérocine C        Ent    C1              MKQYKVLNEKEMKKPIGG ESVFSKI GNAVGPAAYWILKGLGNMSDVNQADRINRKKH                          En. faecalis    (Maldonado  et al. , 2009)  

                    Ent    C2         MKNIKNASNIKVIEDNELKAITGG GPGKWLPWLQPAYDFVAGLAKGIGKEGNKNKWKNV 

Mutacine IV         Nlm    A                                   KVSGGEAVAAIGICATASAAIGGLAGATLVTPYCVGTWGLIRSH                     St. mutans  (Qi  et al. , 2001)                               
         Nlm    B                                   DKQAADTFLSAVGGAASGFTYCASNGVWHPYILAGCAGVGAVGSVVFPH 

Thermophiline 13    Thm    A                                   AYSGKDCLKDMGGYALAGAGSGALWGAPAGGVGALPGAFVGAHVGAIAGGFACMGGMIGNKFN  Str. thermophilus  (Marciset  et al. , 1997)                     
         Thm    B                                  QINW GSVVHCIGGAIIGGAFSGGAAAGVGCLVGSGKAIINGL 

Brochocine C        Brc    A               MHKVKKLNNQELQQIVGG YSSKDCLKDIGKGIGAGTVAGAAGGGLAAGLGAIPGAFVGAHFGVIGGSAACIGGLLGN      Bx. campestris    (McCormick  et al. , 1998)                     
     Brc    B                MKKELLNKNEMSRIIGG KINWGNVGGSCVGGAVIGGALGGLGGAGGGCITGAIGSIWDQW 

Figure I. 27. Séquences en acides aminés de bactériocines de classe IIb.  
La séquence spécifique au précurseur de la bactériocine est représentée en italique, le site de clivage (motif GG) est représenté en violet. Le motif GXXXG caractéristique des bactériocines de classe IIb est surligné en bleu où X 
représente n’importe quel acide aminé. Les plantaricines S β et NC8 β possèdent respectivement un motif AXXXA et SXXXS au lieu de GXXXG ; ils sont surlignés en vert. Les bactériocines de classe IIb qui ont été partiellement 
séquencées n’ont pas été représentées ici : la leucocine H (Blom et al., 1999), la lactococcine MN (van Belkum et al., 1991a) et la lactococcine MMT24 (Ghrairi et al., 2005). * : Les numéros accessoires (NCBI) des LcnG α et LcnG β 
sont ACR43769 et ACR43770 respectivement. ** : Les (numéros accessoires NCBI) des PlnE et PlnF sont  ACY69229.1 et ACY69224.1 respectivement. (Bx. : Brochothrix). 
   : Site de clivage.  
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Figure I. 28. Structures tridimensionnelles de la lactococcine G et des plantaricines EF 
et JK en contact avec des micelles. 

 

L’extrémité N-terminale riche en résidus Trp (Trp3, Trp5, Trp8) se situerait à l’interface 

membranaire du côté extracellulaire, alors que l’extrémité C-terminale fortement cationique 

(Arg35, Lys36, Lys37, Lys38, His39) se retrouverait en contact avec les phospholipides 

membranaires à l’interface entre la membrane cytoplasmique et le milieu intracellulaire 

(Oppegård et al., 2008, Oppegård et al., 2010b) (Figure I. 29). 

LcnG α  (PDB : 2JPJ) 
(Rogne et al., 2008) 

LcnG β  (PDB : 2JPK) 
(Rogne et al., 2008) 

PlnEF (PDB : 2JUI) 
(Fimland et al., 2008) 

PlnK (PDB : 2KEG) 
(Rogne et al., 2009) 

PlnJ (PDB : 2KHF) 
(Rogne et al., 2009) 
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Figure I. 29. Modèle de la représentation structurale des deux peptides constituant la 
lactococcine G et de leur orientation dans la membrane des bactéries cibles d’après 
Oppegård C.et al. (Oppegård et al., 2010b).  
Les liaisons hydrogènes et les interactions de van der Walls entre les glycines (G7 et G18/ G11 et G22) sont 
représentés par des traits rouges en pointillés. 

 

Présentant des similarités de séquences avec la lactococcine G, la lactococcine Q et 

l’entérocine 1071 pourraient partager la même structure tridimensionnelle. 

Les structures tridimensionnelles de la plantaricine EF et de la plantaricin JK ont également 

été déterminées par RMN (Fimland et al., 2008, Rogne et al., 2009) (Figure I. 28). Les 

plantaricines EF et JK sont composées de 33 (PlnE), 34 (PlnF),  25 (PlnJ) et 32 résidus (PlnK) 

et renferment un (PlnF et PlnJ) ou deux (PlnE et PlnK) motifs GXXXG. Comme pour la 

lactococcine G, les plantaricines EF et JK sont structurées en hélice α. De plus, les peptides 

complémentaires PlnE et PlnF d’une part, PlnJ et PlnK d’autre part, semblent interagir au 

niveau de leurs motifs GXXXG via leurs structures en hélice (Figure I. 28) (Fimland et al., 

2008, Rogne et al., 2009). 

 

IV.2.2. Biosynthèse et régulation 

Le système génétique impliqué dans la biosynthèse, le transport et la régulation de la 

biosynthèse des bactériocines de classe IIb est formé de un à six opérons. Un groupe de gènes 

impliqué dans la biosynthèse et l’immunité des deux peptides composant la bactériocine 
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renferme un gène codant une protéine d’immunité et deux gènes codant les deux peptides. Un 

même système génétique peut porter jusqu’à trois groupes de gènes impliqués dans la 

biosynthèse et l’immunité de trois bactériocines différentes. Un groupe impliqué dans le 

transport de la (ou des) bactériocine(s) renferme les gènes codant un transporteur ABC et une 

protéine accessoire (Diep et al., 2009). Un groupe impliqué dans la régulation de la 

production de la bactériocine renferme les gènes codant une protéine senseur histidine kinase 

et deux protéines effectrices, l’une activatrice et l’autre inhibitrice, ainsi qu’une phéromone 

(Diep et al., 2009) (Figure I. 29).  

Lb. plantarumC11 (pln)

orfZ1 R L   K J       M N    O       P       Q   A      B       C    D           I  F E            G               H        S T  U  V   W

Diep et al. 1996

Lb. plantarumNC8 (pln)

napA2 orfZ1R  L   K J   NC8-M  P                        D          I    F E            G    H        S T  U   V   W 

Maldonado et al. 2003

NC8 β
NC8 α
NC8 c

NC8-
IF

NC8-
HK

Lc. lactisLMGT 2081 (Iag) Nes et al. 2009

Lc. lactisQU4 (Iaq) Zendo et al. 2006

1 kb

A B    I               D               E

A B

Lb. plantarumC11 (pln)

orfZ1 R L   K J       M N    O       P       Q   A      B       C    D           I  F E            G               H        S T  U  V   W

Diep et al. 1996

Lb. plantarumNC8 (pln)

napA2 orfZ1R  L   K J   NC8-M  P                        D          I    F E            G    H        S T  U   V   W 

Maldonado et al. 2003

NC8 β
NC8 α
NC8 c
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HK

Lc. lactisLMGT 2081 (Iag) Nes et al. 2009

Lc. lactisQU4 (Iaq) Zendo et al. 2006

1 kb

A B    I               D               E

A B  

Figure I. 30. Organisation génétique des clusters de gènes impliqués dans la biosynthèse, 
le transport et la régulation des bactériocines de classe IIb produites par Lb. plantarum 
(NC11 et NC8) et Lc. lactis (LMGT 2081 et QUA) d’après Diep D. B.et al. (Diep et al., 
2009). (* Le numéro accessoire sur NCBI est ACR43770). 

    : précurseurs des bactériocines.    Lag : lactococcine G. 
  : export.       Laq : lactococcine Q. 
   : immunité.      Pln  : plantaricine. 
     : régulation.  
  : protéinases de la famille des CAAX. 
   : protéine de la famille des glycosyl transférase de groupe 2. 
  : transporteur Na+/ H+. 
  : protéines de fonction inconnue.   

  : promoteur. 

 
a. Biosynthèse 

 Les bactériocines de classe IIb sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs 

comportant un peptide leader de 15 à 30 acides aminés renfermant un motif Gly-Gly. La 

bactériocine acquiert sa forme active après hydrolyse du précurseur en aval des deux résidus 

glycine au cours de l’export via le transporteur ABC (Håvarstein et al., 1994, Håvarstein et 

al., 1995, Higgins, 1992, Kaletta et Entian, 1989).  

 

(Diep et al., 1996) 

 

(Maldonado et al., 2003) 

 

(Zendo et al., 2006) 

 

Nes I.F. et al., 2009* 
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 Il existe, au moins, cinq gènes impliqués dans la biosynthèse et la régulation des 

bactériocines « two-peptides ». Les gènes codant les deux précurseurs sont toujours retrouvés 

à côté l’un de l’autre sur le même opéron, suivis du gène codant la protéine d’immunité 

(Nissen-Meyer ett Nes, 1997, Oppegård et al., 2007b). Dans le cas de la biosynthèse de la 

lactococcine G, cet opéron porte les gènes codant les deux précurseurs (lagA et lagB) et le 

gène codant la protéine d’immunité (lagC), mais également les gènes impliqués dans le 

transport et la maturation des deux bactériocines, soit un gène codant le transporteur ABC 

(lagD) ainsi qu’un gène codant la protéine accessoire (lagE). Chez d’autres bactériocines, 

comme la plantaricine NC8, la plantaricine EF et la plantaricine JK, les gènes codant le 

transporteur ABC (plnD) et la protéine accessoire (plnH) sont localisés sur un second opéron 

à proximité de celui portant les gènes codant les deux précurseurs (plnNC8 α, plnNC8 β, plnE, 

plnF, plnJ et plnK) et la protéine d’immunité (plnNC8c, plnI et plnL) (Diep et al., 2009, 

Nissen-Meyer et al., 2010) (Figure I. 30). 

 

b. Régulation 

La production des bactériocines de classe IIb est soit constitutive soit inductible par 

une phéromone comme c’est le cas pour l’ABP-118 (Flynn et al., 2002), la plantaricine NC8 

(Maldonado et al., 2004) et les plantaricine EF et JK (Diep et al., 1995, Diep et al., 1996). La 

régulation de la production des bactériocines de classe IIb répond au même mode de 

régulation (« quorum sensing ») que celui utilisé par les lantibiotiques et les bactériocines de 

classe IIa (Kleerebezem et Quadri, 2001) (p.33-34). La production d’un grand nombre de 

bactériocines de classe IIb est régulée au niveau transcriptionnel via un système de régulation 

à trois composants comportant un peptide phéromone, une protéine histidine kinase 

membranaire ainsi qu’une ou plusieurs protéines régulatrices (Diep et al., 2009, Kleerebezem 

et Quadri, 2001)(Figure I. 31). 
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Figure I. 31. Schéma de la biosynthèse et la régulation de la production des bactériocines 
« two-peptides » chez Lb. plantarum C11. 

   : précurseur de la bactériocine/ bactériocine.        Pln : plantaricine. 
  : protéine d’immunité.                                           B : protéine senseur histidine kinase. 
  : export.  C : protéine effectrice régulatrice activatrice.  
   : régulation.  D  : protéine effectrice inhibitrice. 
  : protéinases de la famille des CAAX. 
  : protéine de la famille des glycosyl transférase de groupe 2. 
 : protéines de fonction inconnue. 

  : promoteur. 
 : activation. 

 : inhibition. 

 

 Comme pour les bactériocines, le précurseur de la phéromone acquiert sa forme active 

au cours de son export via l’ABC transporteur après un clivage protéolytique en aval du motif 

Gly-Gly. Les phéromones sont de courts peptides cationiques (19 à 26 acides aminés) 

comprenant 3 à 5 résidus chargés positivement. Ils possèdent la propriété de former des 

structures en hélices α à différents degrés d’amphipathie (Kleerebezem et Quadri, 2001). Ces 

phéromones sont dépourvues d’activité antimicrobienne malgré leur forte similarité de 
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séquence avec les bactériocines, à l’exception du cas de la plantaricine A (Diep et al., 1994, 

Nissen-Meyer et al., 1993b). Ainsi, la plantaricine A, phéromone de 26 acides (Figure I. 32) 

aminés induit sa propre production et celle des plantaricines EF et JK (Diep et al., 1995, Diep 

et al., 2003, Hauge et al., 1998b). Des analyses structurales de la plantaricine A par 

dichroïsme circulaire (Hauge et al., 1998b) et par RMN (Kristiansen et al., 2005) (Figure I. 

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

membrane cytoplasmique à l’origine de son activité phéromone (Kristiansen et al., 2005). 

  
                                                     1                                                 10                                                     20     
                                                                                                            .                                                    .                                                        .                       

KSSAYSLQMGATAIKQVKKLFKKWGW 

        

Figure I. 32. Séquence en acides aminés et structure tridimensionnelle de la plantaricine 
A (PDB : 1YTR) (Kristiansen et al., 2005, Nissen-Meyer et al., 1993b). 
 

A l’aide de variants tronqués dans la région N-terminale, il a été montré que les deux formes 

énantiomères D (ne contenant que des acides aminés de configuration D) et L, présentent une 

activité antimicrobienne, mais que seule la forme L induit la production des plantaricines par 

Lb. plantarum C11. Ceci indique que l’activité phéromone dépend d’interactions 

stéréospécifiques entre la plantaricine A et son récepteur membranaire la PHK (Kristiansen et 

al., 2005). Il a été alors suggéré que la plantaricine A interagirait d’abord d’une manière non 

chirale avec les lipides membranaires avant de se structurer en hélice α en partie C-terminale 

(résidus 12 à 21/23). L’hélice α amphipathique C-terminale s’orienterait ensuite parallèlement 

en pénétrant dans la membrane cytoplasmique par sa région hydrophobe, alors que sa région 

hydrophile se retrouverait à l’interface membrane-eau. La phéromone deviendrait alors 

suffisamment structurée pour permettre à sa région N-terminale d’interagir d’une façon 

chirale avec la PHK (Kristiansen et al., 2005). 
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IV.2.3. Mécanisme d’action et immunité 

a. Mécanisme d’action 

Toutes les bactériocines de classe IIb dont le mécanisme d’action a été étudié, comme 

la lactacine F (Abee et al., 1994), la lactocine 705 (Castellano et al., 2003), la lactococcine G 

(Moll  et al., 1996, Moll et al., 1998), la plantaricine EF (Moll et al., 1999), la plantaricine JK 

(Moll  et al., 1999) et la thermophiline 13 (Marciset et al., 1997) agissent en perméabilisant la 

membrane cytoplasmique de la bactérie cible, provoquant des mouvements d’influx et 

d’efflux d’ions et de petites molécules et conduisant à la mort de la bactérie. Les bactériocines 

de classe IIb sont actives à faible concentration contrairement à d’autres bactériocines. Des 

études ont montré que chaque bactériocine présentait des spécificités quant aux ions 

concernés (Oppegård et al., 2007b). Ainsi, la lactococcine G perméabilise la membrane aux 

ions monovalents tels que Na+, K+, Li+, Cs+ et Rb+ ainsi qu’à la choline mais pas à l’ion H+ ni 

aux cations divalents tels que Mg2+ ou les ions phosphate (Moll et al., 1996, Moll et al., 

1998). Les plantaricines EF et JK perméabilisent la membrane cytoplasmique aux mêmes 

molécules que la lactococcine G, mais contrairement à la lactococcine G, ces deux 

bactériocines présentent une spécificité pour l’ion H+ (Moll  et al., 1999). La lactacine F, quant 

à elle provoque la fuite des ions K+ et phosphate (Abee et al., 1994). Cette capacité à 

différencier les ions passant à travers la membrane cytoplasmique serait due à la formation 

(ou à l’induction de la formation) de pores plus ou moins sophistiqués par ces bactériocines. 

Ces pores présenteraient une spécificité quant aux ions dont ils permettraient le passage à 

travers la membrane cytoplasmique. Par ailleurs, il a été montré que la thermophiline 13 

produite par Str. thermophilus (Figure I. 27) induisait la dissipation et la perturbation de 

l’ensemble du potentiel électrique transmembranaire ainsi que du gradient de pH. 

 La structure formée par les interactions entre les deux hélices transmembranaires des 

deux partenaires de bactériocines « two-peptides », déterminée pour la lactococcine G 

(Oppegård et al., 2010b) (Figure I. 29), pourrait être impliquée dans l’interaction avec un 

récepteur membranaire (Diep et al., 2009, Nissen-Meyer et al., 2010), comme c’est le cas de 

la lactococcine A et des bactériocines de classe IIa (Diep et al., 2007, Haugen et al., 2011). 

Un tel récepteur n’a cependant pas encore été identifié. 
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b. Immunité 

Comme nous l’avons déjà vu précédemment, le gène codant la protéine d’immunité 

est toujours présent en aval des gènes codant les précurseurs des peptides α et β et confère la 

résistance aux deux peptides constituant la bactériocine. 

Afin de mieux comprendre le mécanisme de reconnaissance de la protéine d’immunité par les 

bactériocines de classe IIb, des variants de la protéine d’immunité de la lactococcine G, Lag C 

ont été réalisés (Oppegård et al., 2010a). La région N-terminale (résidus 1 à 13) de LcnG α et 

la région C-terminale de LcnG β (résidus 14 à 24) impliquées dans l’interaction entre les deux 

peptides (Figure I. 29) seraient indispensables à la reconnaissance de la lactococcine G par 

Lag C (Oppegård et al., 2010a). Cela sous-entend que l’immunité chez les bactériocines de 

classe IIb implique une interaction entre la bactériocine et sa protéine d’immunité comme 

c’est le cas des bactériocines de classe IIa (p.54). 

 

IV.3. La classe IIc : les bactériocines circulaires 

 Les bactériocines circulaires se différencient des autres bactériocines par la présence 

d’un cycle liant d’une façon covalente leurs extrémités N- et C-terminales via un mécanisme 

enzymatique encore mal connu à ce jour. La structure circulaire est responsable de la 

protection de ces bactériocines à l’égard de la protéolyse, en raison de l’absence de site de 

clivage aux exopeptidases (Maqueda et al., 2008), et joue un rôle important dans 

l’augmentation de l’activité antimicrobienne due à une stabilité accrue de la molécule. Par 

ailleurs, le terme circulaire a été associé à ces bactériocines pour les distinguer des peptides 

cycliques comme les polymixines, la cyclosporine A et la gramicidine S synthétisées par la 

voie des peptide-synthétases appellées NRPS (nonribosomal peptides synthetase) (Koglin et 

Walsh, 2009, Marahiel et Essen, 2009). Comme les autres bactériocines, les bactériocines 

circulaires agissent par la perméabilisation de la membrane cytoplasmique et la perturbation 

de la force protomotrice membranaire de la bactérie cible aboutissant à la mort cellulaire. 

 Il existe des divergences quant à la classification de ces bactériocines circulaires. Paul 

Cotter et al. (Cotter et al., 2005b) ont intégré ces bactériocines dans la classe II, alors que 

d’autres auteurs ont préféré créer une nouvelle classe pour ces bactériocines : la classe III 

(Franz et al., 2007), la classe IV (Maqueda et al., 2008) ou la classe V (Kemperman et al., 

2003). Huit bactériocines circulaires ont été caractérisées à ce jour, parmi lesquelles cinq sont 

produites par des bactéries lactiques (carnocycline A, gasséricine A/ reutéricine 6, entérocine 

AS-48, lactocycline Q, ubérolysine), tandis que la butyrivibriocine AR10 et la circularine A 
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sont produites respectivement par Clostridium beijerinckii (Cl. beijerinckii) et Butyrivibrio 

fibrisolvens (By. fibrisolvens) (Figure I. 33). Quant à la subtilosine A produite par B. subtilis, 

sa séquence est atypique. En effet, elle ne contient que 35 résidus contre 58 à 70 résidus pour 

les autres bactériocines circulaires et de plus, elle possède des ponts thioéthers distincts de 

ceux présents chez les lantibiotiques (Kawulka et al., 2003). 

 La gasséricine A isolée de Lactobacillus gasseri (Lb. gasseri) et la reutéricine 6 isolée 

de Lactobacillus reuteri (Lb. reuteri) possèdent la même séquence en acides aminés (Kawai et 

al., 2004) et aucun des deux peptides ne possède de D-alanine (Arakawa et al., 2010). De 

plus, les clusters de gènes impliqués dans la biosynthèse de ces deux bactériocines circulaires 

sont identiques (Ito et al., 2009). Ces deux peptides sont donc une seule et même bactériocine 

circulaire (Arakawa et al., 2010). Très récemment, une nouvelle bactériocine circulaire 

nommée garvicine ML a été isolée de Lc. garvieae. La garvicine ML est un peptide de 60 

résidus caractérisé par un très court peptide leader de 3 résidus (Borrero et al., 2011). 

 Nous nous intéresserons ici plus particulièrement à l’entérocine AS-48, la bactériocine 

circulaire la mieux étudiée de nos jours, produite par différentes souches d’En. faecalis et En. 

faecium (Folli et al., 2003, Joosten et al., 1996, Maqueda et al., 2004, Martinez-Bueno et al., 

1994, Tomita et al., 1997). 

 

IV.3.1.  Structure 

 Les bactériocines circulaires ont été divisées en deux sous-groupes en fonction de 

leurs homologies de séquences en acides aminés (Cotter et al., 2005b, Martin-Visscher et al., 

2009). Le groupe IIc (i) regroupe la carnocycline A, la circularine A, l’entérocine AS-48, la 

garvicine ML et l’ubérolysine, tandis que le groupe IIc (ii) comporte la butyrivibriocine AR10 

et la gasséricine A/ reutéricine 6 (Figure I. 33). 

 

 

 

 



Chapitre I – Les bactériocines de classe IIc 
 

 64 

           

Bactériocine                                                                                                                                                                                    Bactérie productrice   Référence    

        
                                              1              10               20               30                 40              50             60              70         

IIc(i)                                        .         .         .         .         .         .          .         .                                                 
AS-48    MVKENKFSKIFILMALSFLGLALFSASLQFLPIAH MAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTI VSI LT—AV- GSGGLSLLAAAGRESIKA YLKKE- I K--- KKGKRAVIA -- W  En.  faecalis      (Martinez-Bueno  et al. , 1998) 

CclA                                    MLYE -L VAYGIAQGTAEKVVSLI NAG---L TVGSIIS --I LG- G----- VTVGLSGVFTAV- KAAIA --- KQGIKK—AI QL   Cb. maltaromaticum (Martin-Visscher  et al. , 2008b) 

CirA                                     MFL VAGALGVGTAAATTIVNVI LNAGTLVTVLGII A--S IASGGAGTLMTI GWATFKATVQK-L- A--- KQSM-AR- AI AY  C l. beijerinckii    (Kemperman  et al. , 2003) 

GarML                                   MFD L- VATGMAAGVAKTIVNAVSAGMDIATALSLFSGAFTAAGGIMALI KKYAQK-KL- W-K----- QLI---- A-- A     Lc. garvieae       (Borrero  et al. , 2011) 

LacQ                                 MK LIDHLGAPRWAVDTIL GAI AVG----NLA SWVL--ALVPG-P GWAVKAGLATAAAI V- KH---- QGKAAA- A-- A-- W  Lactococcusc.  sp.  (Sawa  et al. , 2009) 

Ubér                                 MDILLE LAGYTGIASGTAKKVVDAI DKGAAAFVI I SIIS TV- I SAGALG- AVSASADFI I LTV- KNYI SRNLK- AQ---- AVI W  Str. uberis        (Wirawan  et al. , 2007) 

IIc(ii)  
B-AR10               MSKKQIMSNCISIALLIALIP NI IY FIADKMGI QLAPAWYQDIVNWVSAGGTLTTAFAI I VGVTVPAWIAE AAAAFGIAS A                      By. fibrisolvens   (Kalmokoff  et al. , 2003) 

GassA     MVTKYGRNLGLNKVELFAIWAVLVVALLLTTAN IY WIADQFGI HLATGTARKLLDAMASGASLGTAFAAI LGVTLPAWALAAAGALGATAA                      Lb. gasseri         (Kawai  et al. , 2009) 

 

 

Figure I. 33. Alignement de séquences des bactériocines circulaires de classe IIc d’après Martin-Visscher L.A. et al. (Martin-Visscher et al., 2009). 
La séquence spécifique au précurseur de la bactériocine est représentée en italique, le site de clivage est représenté en violet. Dans chaque sous-groupe, sont surlignés en rouge, bleu clair, bleu 
foncé, vert et magenta les résidus conservés respectivement à 100 %, 83 %, 66 %, 50 % et 33 %. (AS-48 : entérocine AS-48 ; B-AR10 : butyrivibriocine-AR10 ; CclA : carnocycline A ; Cir : 
circularine ; Gar : garvicine ; Gass : gasséricine ; Lac : lactocyclicine ; Ubér : ubérolysine ; Canobacterium maltaromatocum : Cb. maltamoraticum). 
 : Site de clivage.  
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 L’entérocine AS-48 est une bactériocine circulaire cationique amphipathique 

composée de 77 acides aminés (Gálvez et al., 1989). Des analyses par RMN (González et al., 

2000) et diffraction des rayons X (Sánchez-Barrena et al., 2003) ont révélé sa structure est 

constituée de cinq hélices α : résidus 9-21 (α1), 25-34 (α2), 37-45 (α3), 51-62 (α4) et 64-5 

(α5) (Figure I. 34) (González et al., 2000, Langdon et al., 1998) formant une structure 

tridimensionnelle compacte et globulaire (González et al., 2000) (Figure I. 34).  

 

 

N-ter C-ter

αααα 5 αααα 1 αααα 2 αααα 3 αααα 4 αααα 5

MAKEF GIPAAVAGTVLNVVE AGGWVTTIVSILT AVGSGGLSLLAAGRESIKAYLKKEIKK KGKRAVIAW

N-ter C-ter

αααα 5 αααα 1 αααα 2 αααα 3 αααα 4 αααα 5

MAKEF GIPAAVAGTVLNVVE AGGWVTTIVSILT AVGSGGLSLLAAGRESIKAYLKKEIKK KGKRAVIAW

 

Figure I. 34. Structure secondaire de l’entérocine AS-48 (González et al., 2000, Langdon 
et al., 1998). 
Le trait en pointillés représente la liaison peptidique formée entre la méthionine (M) N-terminale et le 
tryptophane (W) C-terminal au cours de la cyclisation. 

 

 

Bien que la carnocycline A ne présente que 30 % d’identité de séquence avec l’entérocine 

AS-48, la structure tridimensionnelle de ces deux bactériocines est proche (Figure I. 35). 

Cependant, la carnocycline A ne possède que 4 régions en hélice α. 

 La structure circulaire ainsi que l’oligomérisation confèrent à ces bactériocines une 

activité biologique décuplée en apportant une stabilité thermodynamique et une intégrité à 

leur structure protéique ainsi qu’une protection contre des protéases (Maqueda et al., 2008). 
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Figure I. 35. Structures tridimensionnelles de la carnocycline A (Martin-Visscher et al., 
2009)) et des formes monomérique et dimérique (FD-II) de l’entérocine AS-48 (Sánchez-
Barrena et al., 2003). 

 

 

IV.3.2.  Biosynthèse 

Les gènes impliqués dans la biosynthèse des bactériocines circulaires sont organisés 

en clusters de gènes retrouvés sur le chromosome (butyrivibriocine AR10, circularine A, 

subtilosine, ubérolysine) ou sur un plasmide conjugatif (entérocine AS-48, gasséricine A). Le 

système génétique impliqué dans la biosynthèse et la régulation de la production de 

l’entérocine AS-48 renferme 10 gènes (Diaz et al., 2003, Martinez-Bueno et al., 1998) 

(Figure I. 36). 

 

Dimère FD-II d’AS-48  (PDB : 1O84) 
(Sánchez-Barrena et al., 2003) 

Carnocycline A  (PDB : 2KJF) 
(Martin-Visscher et al., 2009) 

Monomère d’AS-48  (PDB : 1O83) 
(Sánchez-Barrena et al., 2003) 
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1 kb

Entérocine AS-48 (as-48) Martínez-Bueno 2002 

D1

1     2 B                            C                D A            EButyrivibriocine AR10 (bvi) Kalmokoff 2003 

A             B               C C1        D                E          F        G           H

1 kb1 kb

Entérocine AS-48 (as-48) Martínez-Bueno 2002 

D1

1     2 B                            C                D A            EButyrivibriocine AR10 (bvi) Kalmokoff 2003 

A             B               C C1        D                E          F        G           H

 

Figure I. 36. Organisation génétique des clusters de gènes impliqués dans la biosynthèse 
et la régulation de la production de deux bactériocines circulaires : l’entérocine AS-
48 (as-48) (Martinez-Bueno et al., 1998) et la butyrivibriocine AR10 (bvi) (Kalmokoff et 
al., 2003). 

 : précurseur de la bactériocine. 
   : export. 
   : immunité.                                             
  : régulation 
  : protéine biosynthétique. 
  : protéines de fonction inconnue.  

  : promoteur.              

 

Le gène as-48A code un précurseur de 105 résidus comprenant un peptide leader de 35 résidus 

sans motif Gly-Gly. Le gène as-48D1 code une protéine d’immunité responsable de la 

protection de la souche productrice contre sa propre bactériocine. Les gènes as-48C1D et as-

48EFGH codent chacun un transporteur ABC impliqué respectivement dans l’export de la 

bactériocine et dans l’immunité de la souche productrice. Le transporteur ABC codé par le 

gène as-48EFGH joue le rôle de pompe d’efflux pour les molécules d’entérocine AS-48 

présentes dans le milieu intracellulaire de la bactérie productrice (Diaz et al., 2003). Ce 

système de protection vient compléter l’immunité apportée par la protéine d’immunité codée 

par le gène as-48D1 (Diaz et al., 2003). Se rajoute à ce système d’immunité, une protéine 

d’immunité auxilliaire codée par le gène as-48C dont le mécanisme d’action est encore mal 

connu (Fernández et al., 2008). Enfin, le gène as-48B serait impliqué dans la maturation de la 

bactériocine (Martinez-Bueno et al., 1998) (Figure I. 36). Produite sous forme d’un 

précurseur inactif, l’entérocine AS-48 subit une série de modifications durant son export avant 

d’acquérir sa forme active. En effet, le précurseur est d’abord clivé entre l’histidine (H-1) et la 

méthionine (M+1) par une peptidase spécifique avant de subir une cyclisation entre la 

méthionine (M) N-terminale et le tryptophane (W) C-terminal pour conduire à la forme active 

du peptide (Maqueda et al., 2008, Martinez-Bueno et al., 1994) (Figure I. 37). 

 

 

(Martinez-Bueno et al., 1994) 

 

(Kalmokoff et al., 2003) 
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1. Clivage protéolytique

2. Cyclisation

1

Précurseur de l’entérocine AS-48

MVKENKFSKIFILMALSFLGLALFSASLQFLPIAH  MAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSILTAVGSGGLSLLAAGRESIK AYLKKEIKKKGKRAVIAW

Entérocine AS-48 mature

2

Entérocine AS-48 mature

1. Clivage protéolytique

2. Cyclisation

1

Précurseur de l’entérocine AS-48

MVKENKFSKIFILMALSFLGLALFSASLQFLPIAH  MAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSILTAVGSGGLSLLAAGRESIK AYLKKEIKKKGKRAVIAW

Entérocine AS-48 matureEntérocine AS-48 mature

2

Entérocine AS-48 mature

 

Figure I. 37. Voie de maturation de l’entérocine AS-48 (Maqueda et al., 2008). 

 

 Le cluster de gènes de la butyrivibriocine AR10 comporte principalement 6 gènes, 

mais seul le gène bviA codant le précurseur de la bactériocine a été clairement identifié. Les 

gènes bviB et bviE coderaient respectivement un ABC transporteur et la protéine d’immunité. 

Précédant ce cluster, deux phases ouvertes de lecture (ORF1/ ORF2) codant un régulateur à 

deux composants, pourraient intervenir dans la régulation de la synthèse de la butyrivibriocine 

AR10 (Kalmokoff et al., 2003) (Figure I. 36). 

 

IV.3.3. Mécanisme d’action et immunité 

a. Mécanisme d’action 

 Les bactériocines circulaires présentent un large spectre d’activité dirigé contre de 

nombreuses bactéries à Gram positif. L’activité contre des bactéries à Gram négatif 

n’interviendrait que lorsque la structure de leur membrane externe est altérée (Ananou et al., 

2005, Shelburne et al., 2007) ou dans des conditions particulières (EDTA, sodium 

tripolyphosphate (STPP), pH 5, pH 8,6, chaleur) (Ananou et al., 2005, Martin-Visscher et al., 

2011). Un modèle de mode d’action a été proposé pour l’entérocine AS-48 (Maqueda et al., 

2004, Sánchez-Barrena et al., 2003).  

 

 L’entérocine AS-48 agirait sous forme d’homodimère en perméabilisant les membranes 

cytoplasmiques des bactéries cibles par la formation des pores. Au cours de son interaction 
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avec la membrane cytoplasmique de la bactérie cible, l’entérocine AS-48 prendrait deux 

formes homodimériques différentes, la FD-I (forme dimérique-I) et la FD-II. Les deux 

monomères de l’entérocine AS-48 FD-I et FD-II seraient respectivement liés par des 

interactions hydrophobes via les hélices α1, α2 et α3 et par des interactions hydrophiles via les 

hélices α4 et α5 (Sánchez-Barrena et al., 2003) (Figure I. 38).  
 

Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

Membrane 
cytoplasmiqueFD-I

FD-I
FD-II

Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

Membrane 
cytoplasmiqueFD-I

FD-I
FD-II

 

Figure I. 38. Représentation schématique du mode d’action de l’entérocine AS-48 
d’après Sánchez-Barrena M. J. et al. (Sánchez-Barrena et al., 2003). 
Les hélices (H) hydrophobes et hydrophiles sont respectivement représentées en vert et en bleu. Les flèches 
grises indiquent le mouvement de rotation des deux monomères de l’entérocine AS-48 ; FD : forme dimérique. 

 

Par sa forte charge cationique, localisée en particulier au niveau des hélices α4 et α5 (Figure 

I. 34), la FD-I de l’entérocine AS-48 interagirait fortement avec la membrane plasmique 

chargée négativement (Maqueda et al., 2004) (Figure I. 38). Les dimères de bactériocines 

ayant interagi avec la membrane se réorganiseraient ensuite pour former la FD-II afin de 

faciliter l’insertion dans la membrane et la formation des pores (Sánchez-Barrena et al., 2003) 

(Figure I. 38). 

 

b. Mécanisme d’immunité 

 L’association de la protéine d’immunité à un système de transport ABC, jouant le rôle 

de pompe d’efflux, décuple la fonction d’immunité chez certaines souches productrices de 

bactériocines circulaires (Maqueda et al., 2008). 

 

 Chez l’entérocine AS-48, la protéine d’immunité, codée par le gène as-48D1, est une 

protéine de masse moléculaire de 6,3 kDa cationique et fortement hydrophobe, suggérant être 

une protéine totalement membranaire (Maqueda et al., 2008). Des études ont montré que le 

gène as-48EFGH codait des protéines constituant un transporteur ABC impliqué dans la 

protection de souche productrice contre sa propre bactériocine en maintenant une faible 
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concentration de la bactériocine dans le milieu intracellulaire (Diaz et al., 2003). D’autres 

études ont montré que le gène as-48C présent sur l’unité de transcription as-48ABC qui porte 

le gène codant le précurseur de l’entérocine AS-48, code une protéine d’immunité auxiliaire 

(Figure I. 36). En effet, les gènes codant la bactériocine et sa protéine d’immunité doivent 

être co-transcrits pour que l’immunité soit instantanée et effective dès la production de la 

bactériocine. Comme le gène as-48D1 codant la protéine d’immunité n’est pas situé juste à 

coté de celui codant le précurseur d’AS-48, la protéine codée par le gène as-48C assurerait 

une première protection en attendant la transcription des gènes as-48D1 et as-48EFGH 

présents sur des opérons différents (Fernández et al., 2008). 

 

 

IV.4. La classe IId : les bactériocines linéaires, non modifiées, non  
   « pediocin-like »  

La classe IId regroupe des bactériocines produites par différentes bactéries lactiques 

ainsi que des Enterococcus. La classe IId forme un groupe hétérogène de  bactériocines qui ne 

présentent pas de similarités avec les autres bactériocines de classe II (Cotter et al., 2005b) et 

n’ont pas de caractéristiques communes. 

 

IV.4.1. Les différentes bactériocines de classe IId 

La diversité de caractéristiques de séquences et de modes d’export des bactériocines 

de classe IId permet leur division en trois sous-groupes :  

a- Bactériocines sécrétées via la voie de sécrétion Sec. 

b- Bactériocines dépourvues de peptide leader et  de séquence signal. 

c- Autres bactériocines. 

 

a. Bactériocines sécrétées via le système Sec 

Le système Sec est la voie d’export la plus empruntée chez les archées, les eubactéries 

et les eucaryotes. Ce système d’export permet la translocation des précurseurs portant une 

séquence signal N-terminale vers le milieu extracellulaire. Au cours de l’export, le précurseur 

est clivé pour acquérir sa forme mature. 
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 Parmi ces bactériocines, la divergicine A, produite par Carnobacterium divergens 

LV13, est la première bactériocine découverte produite par une bactérie lactique n’utilisant 

pas le transporteur ABC pour son export (Worobo et al., 1995). La propionicine T1 est 

produite par deux souches bactériennes différentes de Propionibacterium thoenii sous forme 

de précurseur contenant une séquence signal Sec (Faye et al., 2000). Comme la divergicine A 

et la propionicine T1, la lactococcine 972 est produite par Lc. lactis IPLA972 sous forme d’un 

précurseur renfermant une séquence signal Sec (Martínez et al., 1999). D’autre part, la 

lactococcine 972 présente une forme active homodimérique, ce qui pourrait jouer un rôle 

important dans son mode d’action (p.80) (Martínez et al., 2000, Martínez et al., 2007, 

Martínez et al., 2008) (Figure I. 39). 

 
 

                                               1               10                 20 
                                      .                .                 . 

Div A        MKKQILKGLVIVVCLSGATFFSTPQQAS AAAPKITQKQKNCVNGQLGGMLA  (Worobo  et al. , 1995) 

Lcn 792         MKTKSLVLALSAVTLFSAGGIVAQA EGTWQHGYGVSSAYSNYHHGS- K  (Martínez  et al. , 1999)  

Pct T1    MKKTLLRSGTIALATAAAFGASLAAAPSAMA VPGGC-TYTRSNRDVI--- GTCK  (Faye  et al. , 2000) 
 
                  30                40                50                60                70 
                                     .                 .                 .                 .                 . 

Div A          - G- ALGGPGGVVLGGI GGAIA-- G------------ C----------- FN  (Worobo  et al. , 1995)  
Lcn792         THSATVVNNNT--GRQGKDTQRAGVWAKAT-- VGRN-LTEKA-SFYYNFW  (Martínez  et al. , 1999)  
Pct T1         TGS-- GQFRIR- LDCNN-APDKTSVWAKPKVMVSVHCLVGQPRSIS-- FETK (Faye  et al. , 2000)  

 
  

 

Figure I. 39. Alignement de séquences peptidiques des bactériocines de classe IId 
sécrétées via la voie Sec. 
La séquence peptidique spécifique au précurseur est représentée en italique, le site de clivage est représenté en violet. Sont 
surlignés en rouge et en bleu les résidus conservés respectivement à 100 % et 65 %. (Div : divergicine ; Lcn : lactococcine ; 
Pct : propionicine). 

 

Cependant, certaines bactériocines de classe IIa, comme les bactériocines T8/ 743A (De 

Kwaadsteniet et al., 2006) et l’hilaricine JM 79 (Sánchez et al., 2008), utilisent aussi la voie 

Sec pour leur export. En raison de la présence de la séquence consensus YGNGV/L et de la 

forte activité anti-Listeria, ces bactériocines ne sont pas placées dans la classe IId mais dans la 

classe IIa. 

 

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

• Bactériocines produites par des bactéries du genre  
  Enterococcus 

 Les bactériocines « leaderless » peuvent être produite seules (auréocine 53, entérocine 

Q, lacticine Q, lacticine Z), ou bien sous forme de deux (entérocine I/J, entérocine L50, 

entérocine MR10) ou quatre peptides proches (Auréocine A70) (Figure I. 40).  
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       1               10                20                30                40                50                60 

 .               .                 .                 .                 .                 .                 . 

Aur 53A    MSWLNFLKYI A- KY-- GKKAVSAAWKYKG- KVLE---- WLNV- GPT-LEWVWQKLK- K- I AGL (Netz  et al. , 2002) 

Aur A      MGKLAI- KA- G- KII - GGGIASAL---- G--------- WAA-- GE-- KAVG---- K        (Netz  et al. , 2001) 

Aur B      MGAVA-- KFLG- KAALGGAAGGATYA-- GLKKI F--------- G                    (Netz  et al. , 2001) 

Aur C      MGALI -- KTGA- KII - GSGAAGGLGTYI GHKIL ---------- G----------- K        (Netz  et al. , 2001) 

Aur D      MGAVI -- KVGA- KVI - G--------------------- WGAASGAGLYGLEKI - LK- K      (Netz  et al. , 2001) 

Ent I      MGAIA -- KLVA- K- F- GWPI VKKYYKQI- MQ-- FIGEGWAI N----- KIIE WIK- KH-- I    (Ruiz-Barba  et al. , 2007) 

Ent J      MGAIA -- KLVT- K- F- GWPLI KKFYKQI- MQ-- FIGQGWTI D-- QIE K--- WLKR- H       (Ruiz-Barba  et al. , 2007) 

Ent L50A   MGAIA -- KLVA- K- F- GWPI VKKYYKQI- MQ-- FIGEGWAI N----- KIIE WIK- KH-- I    (Cintas  et al. , 1998) 

Ent L50B   MGAIA -- KLVT- K- F- GWPLI KKFYKQI- MQ-- FIGQGWTI D-- QIE K--- WLKR- H       (Cintas  et al. , 1998) 

Ent MR10A  MGAIA -- KLVA- K- F- GWPI VKKYYKQI- MQ-- FIGEGWAI N----- KI ID WIK- KH-- I  (Martin-Platero  et al. , 2006) 

Ent MR10B  MGAIA -- KLVA- K- F- GWPFI KKFYKQI- MQ-- FIGQGWTI D-- QIE K--- WLKR- H     (Martin-Platero  et al. , 2006) 

Ent Q      MNFL--- KNGI AKWMTGAELQAYKKKY- GCLP------ WEKI SC                    (Cintas  et al. , 2000) 

Ent RJ-11    APA--G LVA- K- F- GRPI VKKYYKQI- MQ-- FIGEGSAI N----- KII PWIK-RMWRT    (Cintas  et al. , 1998) 

Lnq Q      M- AGF- LKVVQLLAKYGSKAVQWAWANKG- K--- I - LDWLNA- GQAID --- WVVSKIKQI LGIK (Fujita  et al. , 2007) 

Lnq Z      M- AGF- LKVVQI LAKYGSKAVQWAWANKG- K--- I - LDWI NA- GQAID --- WVVEKIKQI LGIK (Iwatani  et al. , 2007) 
 

Figure I. 40. Alignement de séquences peptidiques des bactériocines de classe IId 
dépourvues de peptide leader et de séquence signal. 
Sont surlignés en rouge, bleu clair, bleu foncé, vert, magenta et gris les résidus conservés respectivement à 100-90 %, 85-75 
%, 70-60 %, 55-45 %, 40-30 %, 25-15 %. (Aur : auréocine ; Ent : entérocine ; Lnq : lacticine). La M1 de ces bactériocines est 
formylée. 

 
L’entérocine L50, produite par En. faecium L50, est une bactériocine composée de 

deux peptides, l’entérocine L50A (EntL50A) et l’entérocine L50B (EntL50B) partageant 72 

% de similarité de séquence (Cintas et al., 1998) (Figure I. 40). L’EntL50A et l’EntL50B 

sont co-transcrites à partir de deux gènes présents sur le plasmide pCIZ1 (Cintas et al., 1998). 

Chacun de ces deux peptides présente une forte activité antimicrobienne seul ou en 

association (Cintas et al., 1998). S ce n’étant l’absence du peptide leader, l’action synergique 

des deux peptides EntL50A et EntL50B pourrait permettre de placer l’entérocine L50 dans la 

classe IIb. L’entérocine L50 est également produite par d’autres souches d’Enterococcus 

telles qu’En. faecium 6T1a et En. faecium MRR10-3. Elles sont respectivement appelées 

entérocine I/ J (Floriano et al., 1998, Ruiz-Barba et al., 2007) et entérocine MR10R/ MR10B 

(Martin-Platero et al., 2006). Une autre bactériocine, l’entérocine RJ-11, est un peptide unique 

produit par En. faecalis RJ-11, similaire à l’EntL50A. Contrairement aux entérocines Ent50A 

et Ent50B, l’entérocine RJ-11 agirait probablement seule (Yamamoto et al., 2003). En plus de 

porter les gènes codant la batériocines L50, le plasmide pC1Z2 renferme un gène codant une 

autre bactériocine de classe IId, l’entérocine Q (Cintas et al., 2000). Les gènes codant les 

précurseurs des deux bactériocines sont généralement co-exprimés (Cintas et al., 2000, Criado 

et al., 2006). 
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• Bactériocines produites par des bactéries du genre  
  Staphylococcus 

 

Parmi ces bactériocines, l’auréocine A70 et l’auréocine A53 sont produites respectivement 

par Sta. aureus A70 et Sta. aureus A53 (Netz et al., 2001, Netz et al., 2002). L’auréocine A70 

est composée de 4 peptides dépourvus de séquence signal : AurA, AurB, AurC et AurD (de 

Oliveira et al., 1998) (Figure I. 40). AurA, AurB, AurC présentent une activité 

antimicrobienne lorsqu’ils sont présent seuls, mais aucune activité synergique entre ces trois 

peptides n’a été mise évidence. AurD ne peut pas être purifié séparément des autres peptides 

mais son homologie de séquence avec les autres peptides Aur suggère qu’AurD possèderait 

également une activité antimicrobienne (de Oliveira et al., 1998). L’auréocine A53 présente 

une charge globale cationique ainsi qu’une séquence riche en tryptophane (Netz et al., 2002). 

Elle est active contre un grand nombre de bactéries à Gram positif, telles qu’En. faecium, 

Listeria innocua (Li. innocua) ou Sta. aureus, avec des concentrations minimales inhibitrices 

(CMI) de l’ordre du nanomolaire (Netz et al., 2002). 

 

• Bactériocines produites par des bactéries du genre  
  Lactobacillus 

 D’autres bactériocines de la classe IId sont produites par des bactéries du genre 

Lactobacillus parmi lesquelles la lacticine Q (Fujita et al., 2007) et la lacticine Z (Iwatani et 

al., 2007) produites respectivement par Lb. lactis QU 5 et Lb. lactis QU14. Ces deux peptides 

présentent une homologie de séquence et leur méthionine N-terminale serait formylée (Figure 

I. 40). Par ailleurs, les lacticine Q et Z sont actives avec des CMI de l’ordre du nanomolaire 

contre des bactéries à Gram positif telles que Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, 

Leuconostoc et Pediococcus (Fujita et al., 2007, Iwatani et al., 2007). De plus, la séquence de 

la région N-terminale des lacticines Q et Z est proche de celle de l’auréocine A53. 

 
c. Bactériocines « autres » 

• La lactococcine A et les bactériocines homologues 

La lactococcine A, produite par quelques souches de Lc. lactis, est la première 

bactériocine de classe IId identifiée et la mieux caractérisée à ce jour (Holo et al., 1991, 

Stoddard et al., 1992). Le système génétique impliqué dans la biosynthèse de la lactococcine 

A est situé sur le plasmide p94B4-6 chez Lc. lactis subsp. cremoris 9B4 (van Belkum et al., 

1991a) à l’origine de la production de deux autres bactériocines, la lactococcine B (van 

Belkum et al., 1992) et la lactococcine M (van Belkum et al., 1991a, van Belkum et al., 
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1992). La séquence des peptides leader des lactococcines A, B et M sont très similaires, ceci 

serait dû à un mécanisme de maturation et d’export identique (Figure I. 41). Des 

bactériocines produites par d’autres genre bactériens sont très similaires à la lactococcine A. 

Parmi elles, la bovicine 255 est produite par Streptococcus gallolyticus LRC0255 (Whitford et 

al., 2001) tandis que la thermophiline A est produite par Str. thermophilus ST134 (Ward et 

Somkuti, 1995) (Figure I. 41). De plus, toutes les bactériocines de ce groupe sont produites 

sous forme d’un précurseur qui est clivé au niveau du motif Gly-Gly lors de l’export. 
 

                                                                       1               10                20 
                                                                    .                .                 . 

Bvc 255        MNTKTFEQFDVMTDEALSTVEGG GKGYCKPVYYAANGY--- SCRYSN (Whitford  et al. , 2001) 

Cbn A/ Psc 61       MNNVKELSIKEMQQVTGG DQMSDGVNY- GK- GSSL- SKGGAK (Holck  et al. , 1994, Worobo  et al. , 1994) 

Dur TW-49M          MQTIKELNTMELQKIIGG ENDHRMPYELNRPNN-L- SKGGAK (Hu  et al. , 2008)  
Ent B               MQNVKELSTKEMKQIIGG ENDHRMPNELNRPNN-L- SKGGAK (Casaus  et al. , 1997) 

Lcn A            MKNQLNFNIVSDEELSEANGG K LTFIQSTAAGDLYYNTNTH- KYV (Holo  et al. , 1991) 

Lcn B            MKNQLNFNIVSDEELAEVNGG S LQYVMSAGPYTWYKDTRT- GKTI (van Belkum  et al. , 1992) 

Lcn M            MKNQLNFEILSDEELQGINGG IR GT- GK--- G- LAAAMVS- GAAM (van Belkum  et al. , 1991a) 

Thm A         MNTITICKFDVLDAELLSTVEGG YS GKDCLKDMG-- GYAL-AGAGSG (Ward et Somkuti, 1995) 

 
                                  30                40                50              60                70 
                                   .                 .                 .               .                 . 

Bvc 255        - GEWGYVVTKGAFQATTDVI ANG----- WVSSL-- GGGYF----- G- KP(Whitford  et al. , 2001) 

Cbn A/ Psc 61  CGL- GI V--- GGLATI - PS--- GPL- G- WLAGA- AG- VIN- SCM--- K (Holck  et al. , 1994, Worobo  et al. , 1994) 

Dur M          C- AAGI L--- GAGLGA-- VG-- G-GPGGFIS- A-- GI---- SAVLGCM (Hu  et al. , 2008)  
Ent B          CG AA- I -- A- GGLFGI - PK--- GPLA-- WAAGL- AN- VY-- S----- KCN (Casaus  et al. , 1997) 

Lcn A          YQ QTQ-N- AFG- AAANTI V-- NG----- WMGGA- AGGF------- GLHH  (Holo  et al. , 1991) 

Lcn B          C KQT- I DTASYTF- G--- VMAEG----- W-- GKTF------------- H  (van Belkum  et al. , 1992) 

Lcn M          - G-- G--- AI G- AFGG-P- V-- GAIMGAW- GGAV- GGAMKYSI        (van Belkum  et al. , 1991a) 

Thm A         AL- WGAP-A- GG-V GALP---- GAFVGAHV- GAI AGGFACMGGMI GNKFN (Ward et Somkuti, 1995) 
 

Figure I. 41. Alignement de séquences peptidiques des bactériocines de classe IId 
« autres ». 
La séquence peptidique spécifique au précurseur est représentée en italique, le site de clivage (« GG ») est représenté en 
violet. Sont surlignés en rouge, bleu, vert et gris les résidus conservés respectivement à 100 %, 85-75 %, 60-50 % et 35-25 %. 
(Bvc : bovicine ; Cbn : carnobactériocine ; Ent : entérocine ; Lcn : lactococcine ; Thm : thermophiline). 
 : Site de clivage. 

 

• L’entérocine B et les bactériocines homologues 

 L’entérocine B est co-produite par En. faecium avec l’entérocine A, une bactériocine 

de classe IIa T136 (Casaus et al., 1997, Håvarstein et al., 1994). L’entérocine B présente des 

similarités de séquence avec les carnobactériocine A/ piscicoline 61 produites respectivement 

par Carnobacterium piscicola (Cb. piscicola) LV17A (Worobo et al., 1994) et Cb. piscicola 

LV61 (Holck et al., 1994). Enterococcus durans QU 49 produit la durancine TW-49M dont la 

région N-terminale est fortement semblable à celle de l’entérocine B (Hu et al., 2008) (Figure 

I. 41). 
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IV.4.2. Mode d’action 

La diversité de séquences peptidiques et de modes d’export chez la classe IId confère 

des modes d’action différents aux bactériocines de ce groupe. Nous nous limiterons aux 

bactériocines les plus étudiées, la lactococcine A, la lactococcine 972 et la lacticine Q. 

 

a. La lactococcine A 

 La lactococcine A est active contre des bactéries phylogénétiquement proches et 

présente un spectre d’activité étroit (Holo et al., 1991, van Belkum et al., 1991b). Comme les 

bactériocines de classe IIa, la lactococcine A perméabilise la membrane cytoplasmique et 

perturbe le potentiel membranaire des bactéries cibles (van Belkum et al., 1991b) en se fixant 

au récepteur mannose phosphotransférase EIIt
Man présent dans la membrane plasmique des 

bactéries cibles (Diep et al., 2007). La protéine d’immunité de la lactococcine A, LciA, 

s’associerait à la membrane cytoplasmique (Nissen-Meyer et al., 1993a, Venema et al., 1994) 

en se fixant au complexe lactococcine A/EIIt
Man. Elle empêcherait ainsi la perméabilisation 

membranaire des bactéries productrices (Diep et al., 2007). Il a été montré que les deux 

composants membranaires IIC et IID de EIIt
Man étaient impliqués dans l’interaction avec la 

LcnA et dans la formation du complexe avec la protéine d’immunité LciA (Diep et al., 2007). 

Malgré les différences de séquence peptidique, d’autres bactériocines de classe IId comme la 

lactococcine B partagent ce même mode d’action (Diep et al., 2007). 

 

b. La lactococcine 972 

 La lactococcine 792 est une bactériocine de 66 acides aminés chargée positivement 

produite par Lc. lactis OPLA972 (Martínez et al., 1999). Contrairement aux autres 

bactériocines de classe II, la lactococcine 792 n’agit pas sur la membrane cytoplasmique. En 

effet, elle agit sous forme d’homodimère et inhibe la biosynthèse du peptidoglycane, 

empêchant la formation des septa lors de la division cellulaire chez les bactéries du genre 

Lactococcus (Martínez et al., 2000). De plus, la lactococcine 792 active le système de 

régulation à deux composants CesSR (Cell Enveloppe Stress) chez les bactéries sensibles 

(Martínez et al., 2007). Le système CesSR, impliqué dans des voies de transduction de signal 

dépendantes des conditions extracellulaires, est très souvent activé lorsque le lipide II interagit 

avec un antibiotique (Mascher et al., 2004). Des études montrant l’inhibition de la 

polymérisation du lipide II par la lactococcine 792 in vitro confirment l’interaction de la 
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bactériocine avec le lipide II (Martínez et al., 2008). La lactococcine 792 est ainsi la première 

bactériocine non lantibiotique à interagir avec le lipide II. 

 

c. La lacticine Q 

 La lacticine Q est responsable de la perméabilisation des membranes plasmiques des 

bactéries sensibles par formation de pores sans nécessiter une interaction avec un récepteur 

membranaire, contrairement à la grande majorité des bactériocines de classe IIa (Yoneyama et 

al., 2009a). En interagissant avec les phospholipides membranaires (Figure I. 42), la lacticine 

Q induit la formation de pores toroïdes accompagnée d’un mouvement de « flip-flop » des 

phospholipides membranaires (Yoneyama et al., 2009b) (Figure I. 42). Ce type de pores est 

retrouvé pour des peptides antimicrobiens produits par des eucaryotes tels que la magainine 2 

(Yang et al., 1998) et la mélittine (Lee et al., 2004). La lacticine Q est, pour le moment, la 

seule bactériocine produite par des bactéries à Gram positif pour laquelle la formation de tels 

pores a été démontrée. 
 

         

C

Lacticine Q

Membrane 
cytoplasmique

Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

C

Lacticine Q

Membrane 
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Figure I. 42. Représentation schématique de la formation de pores toroïdes par la 
lacticine Q d’après Yoneyama, F. et al.(Yoneyama et al., 2009b). 
La flèche rouge indique le flux d’ions et de molécules intracellulaires. 

 

V. Les applications des bactériocines 

V.1.  Les bactériocines en agroalimentaire  

La bioconservation des aliments fait l’objet depuis 40 ans de nombreuses études. Elle 

consiste en une augmentation de la durée de vie et une amélioration de la sécurité sanitaire 

des produits alimentaires, en utilisant des microorganismes et/ ou leurs métabolites (Ross et 

al., 2002, Stiles, 1996).  
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 L’HACCP (Hazard Analysis et Critical Control Points), ‘analyse des dangers et des 

points critiques pour leur maîtrise’, est un système de gestion qui identifie, évalue et maîtrise 

les dangers significatifs au regard de la sécurité des aliments. Malgré la mise en œuvre de 

technologies modernes et de concepts de sécurité sanitaires, l’HACCP n’est toujours pas 

arrivée à contrôler l’émergence de nouveaux pathogènes colonisant les denrées. Dans ce 

contexte, les bactéries lactiques et/ ou leurs métabolites utilisées depuis des millénaires d’une 

façon empirique par de nombreuses populations, peuvent contribuer à la conservation des 

aliments (Ross et al., 2002) (Tableau I. 3) (p.12-14). C’est grâce aux propriétés 

antimicrobiennes de métabolites qu’ils synthétisent, tels que l’éthanol, le peroxyde 

d’hydrogène, le diacétyle (Atrih et Foster, 2001a), les composés antifongiques (Corsetti et al., 

1998), les acides phényl-lactiques (Lavermicocca et al., 2000), les antibiotiques comme la 

reutéricycline (Höltzel et al., 2000) et les bactériocines, que les bactéries lactiques sont 

reconnues comme de bons agents de conservation des produits alimentaires (Abee et al., 

1995, Klaenhammer, 1988). Afin de diminuer l’utilisation des additifs chimiques dans 

l’alimentation et d’obtenir des aliments prêts à la consommation et respectant les règles de la 

sécurité sanitaire, l’industrie agroalimentaire en Europe s’intéresse à l’utilisation des 

bactériocines comme bio-conservateurs (Robertson et al., 2004). 

 L’absence de toxicité pour les cellules eucaryotes et la perte d’activité en présence des 

protéases présentes dans le tube digestif présentent des pripriétés qui pourraient placer les 

bactériocines parmi les substances sans danger pour l’Homme. Elles doivent cependant, pour 

le moment, être considérées comme un moyen de conservation complémentaire à ceux déjà 

existants (Deegan et al., 2006). Pour améliorer leur conservation, les aliments sont soit 

supplémentés en bactéries productrices, la bactériocine étant produite in situ (p.12-14), soit en 

bactériocine ex situ. 
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Applications  Bactériocines   Classe Effets Références 

Nisine   I 
Prévenir la prolifération d'endospores par Cl. botulinum 
et la contamination par Li. monocytogenes dans le 
fromage 

(Wirjantoro et al., 
2001) 

Lacticine 3147   I 
Inhibition de Li. monocytogenes dans les yaourts 
naturels et le fromage écrémé 

(Morgan et al., 2001) 

Pédiocine PA-1/ 
AcH   IIa 

Inhibition de Li. monocytogenes dans les fromages 
blancs, crèmes et sauces à base de fromage 

(Rodríguez et al., 
2002) 

Dans les produits laitiers 

Entérocine AS-48   IIc 
Inhibition rapide de Li. monocytogenes et inhibition 
lente de Sta. aureus dans le lait écrémé 

(Ananou et al., 2010) 

En combinaison avec 
des acides organiques, 
lysozyme, chélateurs 

I 
Décontamination des surfaces de préparations de viandes 
crues 

(Thomas et al., 2000) 

Sous forme de film, 
activée par de l'EDTA 

I 
Inhibition des entérobactéries et des espèces appartenant 
à Carnobacterium dans les tranches de bœuf  pendant la 
réfrigération 

(Ercolini et al., 2010) 
Nisine  

En combinaison avec 
HPH 

I 
Inhibition d'E. coli et des Staphylococcus sp. dans le 
jambon cuit 

(Garriga et al., 2002) 

Dans les viandes et les 
volailles 

Pédiocines   IIa Inhibition de Li. monocytogenes dans les viandes crues 
(Rodríguez et al., 
2002) 

Traitée à la chaleur 
(65°C) 

I 
Inhibition totale de Li. innocua dans le caviar 
d'esturgeon ou de saumon (ikura) 

(Al-Holy  et al., 
2004) 

Dans les poissons Nisine  
Immobilisée à des 
films plastiques 

I 
Inhibition de Li. monocytogenes dans le saumon fumé 
pendant la réfrigération  

(Neetoo et al., 2008) 

Tableau I. 3. Exemples d’applications des bactériocines comme conservateurs alimentaires d’après Gálvez, A. et al. (Gálvez et al., 2011).
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V.1.1. Applications 

 La nisine (Rogers, 1928) est aujourd’hui la seule bactériocine légalement approuvée 

comme additif alimentaire (additif numéro E234) dans 80 pays. Elle a été évaluée comme 

sans danger pour l’Homme par l’organisation des Nations Unies pour l’Alimentation et 

l’Agriculture (ONUAA) et l’Organisation Mondiale pour la Santé publique (OMS) en 1969 

ainsi que par les autorités sanitaires Européennes en 1983. La nisine est commercialisée sous 

une forme semi-purifiée à l’état lyophilisé sous le nom de NisaplinTM  (Danisco, France) 

(Figure I. 43) et de ChrisinTM  (Christen Hansen, Danemark) (Guinane et al., 2005).  

 

 

Figure I. 43. NisaplinTM . 
(http://www.tradekorea.com/products/anti%20microbial.html?pageNum=3&linkFlag=2&outMax=10). 

 

 La nisine est souvent utilisée pour le contrôle de la prolifération de pathogènes tels que 

Clostridium botulinum (Cl. botulinum), Cl. tyrobutyricum et Li. monocytogenes dans les 

produits laitiers (Davies et Delves-Broughton, 1999). Elle est également utilisée dans d’autres 

produits alimentaires pasteurisés comme les crèmes glacées, les desserts sucrés à base de lait, 

les laits aromatisés et de jaune d’oeufs (Thomas et al., 2000). De plus, l’effet antimicrobien 

de la nisine se trouve décuplé lorsqu’elle est associée à d’autres agents antimicrobiens comme 

le monolaurine, le système de lactoperoxidase (SLP), le lysozyme ou la reutérine (Gálvez et 

al., 2007) ou à des hautes pressions hydrostatiques (HPH) (Black et al., 2005). 

 D’autres bactériocines ont, depuis, été commercialisés sous la forme d’un concentré 

obtenu après fermentation par la souche productrice et atomisation d’un substrat alimentaire 

tel que le lait, par exemple. Considéré comme un ingrédient fermenté, ce type de préparation 

contiendra d’autres métabolites microbiens tels que l’acide lactique (Dortu et Thonart, 2009). 

Parmi ces produits, figure la pédiocine PA-1/ AcH, une bactériocine de classe IIa 

commercialisée sous le nom d’AltaTM  2341 (Kerry Bioscience, Carrigaline, Co. Cork, 
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Ireland) (Deegan et al., 2006). Elle est utilisée pour prévenir la contamination des fromages 

blancs, les crèmes fromagères et les produits carnés par Li. monocytogenes (Rodríguez et al., 

2002). 

Des tests réalisés in vitro sur la lacticine 3147, un lantibiotique, ont montré qu’elle présentait 

un effet antimicrobien contre Li. monocytogenes et Sta. aureus dans les laits pour enfants et 

dans les fromages blancs (Deegan et al., 2006, Morency et al., 2001, O'Sullivan et al., 2002, 

Ross et al., 1999). 

Une autre préparation commerciale, Microgard TM  (Danisco,France) renferme des 

propiocines produites par Propionibacterium freudenreichii spp. shermanii (Weber et Broich, 

1986). Elle est préparée à partir de lait écremé (MicrogardTM 100) ou de dextrose 

(MicrogardTM 200) fermentés et souvent utilisée comme additif alimentaire dans les fromages 

blancs et yaourts. 

Récemment, l’entérocine AS-48, une bactériocine de classe IIc, a montré des résultats 

prometteurs quant à l’inhibition de Salmonella enterica dans le lait écrémé (Martinez Viedma 

et al., 2008). De plus, l’addition d’entérocine AS-48 sous forme lyophilisée à du lait écrémé 

inhibe la prolifération de Li. monocyotgenes et réduit progressivement le nombre des souches 

de Sta. aureus vivantes (Ananou et al., 2010).  

D’autres bactériocines produites par des bactéries autres que les bactéries lactiques sont 

également utilisées comme additif alimentaires. En effet, la variacine produite par Kocuria 

varians inhibe la prolifération de Bacillus cereus dans des desserts au chocolat et à la vanille 

(O'Mahony et al., 2001). 

 

V.1.2. Conditionnements 

 Les bactériocines sont utilisées sous forme purifiée, semi-purifiée ou sous la forme 

d’un concentré obtenu après fermentation d’un substrat alimentaire comme le lait ou la 

viande. Il est néanmoins, difficile de conditionner les bactériocines sous forme purifiée. En 

effet, la purification des bactériocines est une procédure longue et coûteuse qui nécessite de 

nombreuses étapes, à savoir une précipitation au sulfate d’ammonium, différentes 

combinaisons de chromatographies sur colonne par échange d’ions ou interactions 

hydrophobes et une étape finale de CLHP en phase inverse. Ces traitements sont difficilement 

applicables à l’échelle industrielle. Aussi, la stratégie souvent mise en œuvre consiste en 

l’adsorption de la bactériocine sur la cellule productrice, ce qui est rendu possible par son 

caractère généralement cationique, suivie d’une centrifugation (ou d’une ultrafiltration) de la 
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culture, puis de la désorption de la bactériocine par abaissement du pH (pH 2) et 

augmentation de la concentration en chlorure de sodium. Les bactériocines semi-purifiées 

sont ainsi conditionnées sous forme sèche par atomisation ou lyophilisation (Dortu et Thonart, 

2009, Parente et al., 1997). 

 Outre la forme lyophilisée des bactériocines, des nouvelles formes de conditionnement 

alimentaire ont été développées (Gálvez et al., 2007). Afin d’améliorer la durée de vie de la 

bactériocine et d’en contrôler la diffusion au cours du processus de bioconservation, plusieurs 

formes de conditionnement sont aujourd’hui proposées. Parmi elles, l’adsorption des 

bactériocines dans des particules de silicone (Coventry et al., 1996), l’encapsidation dans des 

liposomes (Colas et al., 2007) ou l’incorporation dans différents matériaux (alginate de 

calcium, cellulose, protéines de soja, films de polysaccharides,…) (Luchansky et Call, 2004). 

La bactériocine sera ainsi libérée dans le produit au cours de la conservation.  

Des emballages en polyéthylène ou autres films plastiques contenant des bactériocines ont 

également été développés. Ces emballages permettent de réduire la croissance des 

microorganismes pathogènes ou indésirables pouvant se développer en surface (Deegan et al., 

2006, Gálvez et al., 2007, Luchansky et Call, 2004). 

 

V.2. Les applications médicales des bactériocines  

 L’émergence de la résistance aux antibiotiques conventionnels ces dernières années a 

orienté la recherche vers l’étude de nouveaux agents antimicrobiens. Le mode d’action des 

bactériocines qui diffèrent de ceux des antibiotiques conventionnels et l’innocuité des 

bactériocines permettraient leur utilisation comme alternative aux antibiotiques dans la 

prévention et/ ou le traitement des infections dues à des bactéries devenues résistantes aux 

traitements conventionnels (Dicks et al., 2011). Contrairement aux applications alimentaires 

des bactériocines, aucune de bactériocine n’est à ce jour commercialisée comme médicament. 

Cependant, quelques-unes d’entre elles sont en cours d’essais cliniques pour le traitement 

d’infections cutanées, respiratoires, systémiques et/ ou urogénitales ainsi qu’en tant qu’agents 

contraceptifs parmi elles la rBPI21 en phase clinique III 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 de Sta. aureus multi-résistantes incluant une résistance à la 

méthicilline (SARM) pose, depuis longtemps, un réel problème dans les traitements 

d’infections nosocomiales cutanées (Taylor et al., 1992). La vancomycine est un antibiotique 

à usage strictement hospitalier considéré comme le seul traitement pour les infections aux 

SARM. La mersacidine est un lantibiotique produit par Bacillus sp. HIL Y-85,54728 active 

contre de nombreuses bactéries pathogènes telles Listeria, Staphylococcus ou Streptococcus 

dont les SARM (Sass et al., 2008). Injectée par voie intra-nasale chez des souris infectées par 

des SARM et traitées à l’hydrocortisone, la mersacidine est active à des concentrations de 1, 5 

et 10 mg/l contre les SARM, la CMI étant égale à 1 mg/l (Kruszewska et al., 2004). Comme 

la vancomycine, la mersacidine agit en inhibant la synthèse de la paroi bactérienne chez les 

bactéries à Gram positif (p.39) mais elle vise une cible différente, ce qui permettrait 

d’associer les deux agents antimicrobiens dans un même traitement et de contourner ainsi la 

résistance bactérienne (Chatterjee et al., 1992). De plus, la mersacidine est active contre 

Propionibacterium acnes, une espèce bactérienne rencontrée dans certains problèmes cutanés 

responsables d’acné, ce qui pourrait lui conférer une utilisation potentielle dans le traitement 

de ce type d’infection (Niu et Neu, 1991). La lacticine 3147, un autre lantibiotique, inhibe la 

prolifération de Sta. aureus et des SARM à différents pH ce qui permettrait d’envisager sont 

utilisation contre ces infections (Galvin et al., 1999). D’autres bactériocines du groupe des 

lantibiotiques comme l’épidermine et la gallidermine produites respectivement par 

Staphylococcus epidermis (Sta. epidermis) et Staphylococcus gallinarum sont actives contres 

Sta. aureus et Sta. epidermis à des CMI de 4 et 8 mg/l (Kellner et al., 1988). 

 

b. Traitements de la gingivite 

 La gingivite est une inflammation des gencives associée à la plaque dentaire. La 

plaque dentaire est générée par un biofilm principalement formé de bactéries du genre 

Staphylococcus ou Streptococcus (Farge, 1998). Des tests in vivo réalisés chez les chiens ont 

montré l’efficacité des lantibiotiques, comme la nisine, dans la prévention de formation de 

plaques dentaires et d’apparition de gingivites (Howell et al., 1993). Depuis lors, la nisine a 

été introduite dans des bains de bouche.  

 BLIS K12TM  (Bacteriocin Like Inhibitory Substances K12TM), est un produit 

commercial contenant des souches de Str. salivarius qui produisent deux bactériocines, la 
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salivaricine A2 et B actives contre des bactéries responsables de la mauvaise haleine (Tagg, 

2004) (Figure I. 44). 

 

 

Figure I. 44. BLIS K12TM  . 
(http://www.shopnewzealand.co.nz/en/cp/BLIS_Throat_Guard). 

 
 

c. Traitements de la mastite  

 La mastite est une infection bactérienne des glandes mammaires causée par des 

bactéries pathogènes telles que Sta. aureus, Streptococcus agalactiae (Str. agalactiae) et 

Streptococcus uberis (Str. uberis) et survenant pendant la période d’allaitement. Elle 

provoque une importante perte économique dans l’industrie laitière (Bradley, 2002, Riffon et 

al., 2001). Administrée par voie intra-mammaire chez les vaches, la nisine A inhibe la 

prolifération des souches de Staphylococcus et Streptococcus à l’origine de cette infection 

(Broadbent et al., 1989, Cotter et al., 2005a). 

 

d. Traitements de l’otite 

 L’otite est l’infection la plus répandue chez les enfants âgés de moins de 2 ans (Segal 

et al., 2005). Elle est causée par des bactéries à Gram positif comme Haemophilus influenzae 

productrices de β-lactamases, Moraxella catarrhalis, Sta. pneumoniae multi-résistants, Sta. 

aureus, Str. pyrogenes et des bactéries à Gram négatif comme P. aeruginosa (Segal et al., 

2005). La forme la plus grave de la maladie peut entraîner une surdité chronique (Roland et 

Stroman, 2002). 

 La nisine présente un effet bactéricide rapide contre Sta. pneumoniae à l’origine 

d’otite chez la souris à des concentrations inférieures à 1 mg/l. Elle pourrait remplacer 

l’utilisation de la vancomycine pour le traitement de ce type d’infection afin d’éviter 

l’apparition de résistance (Goldstein et al., 1998, Mota-Meira et al., 2000). La bactériocine 

ST4SA, une bactériocine de classe IIa, produite par Enterococcus mundtii est active contre les 
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bactéries à Gram positif responsables d’infections dans l’oreille moyenne (Knoetze et al., 

2008). ST4SA est plus active que d’autres agents antimicrobiens tels que  les 

aminoglycosides, céphalosporines, quinolones, fluoroquinolones et lincosamides, macrolides, 

nitroimidazole, pénicilline et vancomycine contre des pathogènes responsables d’infections de 

l’oreille moyenne. Ceci suggère que ST4SA pourrait faire l’objet d’un nouveau traitement de 

l’otite (Knoetze et al., 2008). 

 

e. Traitements d’infections systémiques 

 Les bactériocines de classe II sont généralement actives contre des bactéries 

pathogènes à l’origine d’infections systémiques par Li. monocytogenes, H. pylori, Sta. aureus 

ou P. aeruginosa ((Czuprynski et al., 2002, Harbarth et al., 1998). L’activité anti-Listeria des 

bactériocines de classe II suggère une utilisation potentielle de ces bactériocines pour prévenir 

la listériose. La listériose est une infection à Li. monocytogenes particulièrement grave 

lorsqu’elle survient chez la femme enceinte, les enfants, les personnes âgées ou 

immunodéprimées. Malgré les nombreux tests réalisés in vitro avec les bactériocines de classe 

II contre les bactéries du genre Listeria, très peu ont fait l’objet de tests in vivo. Lorsqu’elles 

sont injectées chez des souris infectées par Li. monocytogenes, la piscicoline 126 et l’abp-118, 

deux bactériocines respectivement des classes IIa et IIc, inhibent la prolifération du pathogène 

(Corr et al., 2007, Ingham et al., 2003). La divercine V41, une autre bactériocine de classe 

IIa, a récemment présenté une activité antimicrobienne dirigée contre Li. monocytogenes 

EGDe in vivo chez la souris (Rihakova et al., 2010). 

 H. pylori est une bactérie exclusivement retrouvée dans l’estomac humain impliquée 

dans l’apparition d’ulcères, de gastrites chroniques et/ ou de cancers gastriques lors 

d’infections graves. D'autres espèces d’Helicobacter ont, cependant, été identifiées chez 

d'autres mammifères, ainsi que chez certains oiseaux. La nisine produite par les laboratoires 

AMBI (Purchase, New York) a passé avec succès les tests cliniques de phase I et peut dès lors 

être considérée comme un futur traitement contre des infections dues à ce pathogène. Par 

ailleurs, deux laboratoires pharmaceutiques, Astra et Merck ont déjà commercialisé la nisine 

pour traiter des infections gastriques et des ulcères causés par H. pylori. (Dicks et al., 2011). 

 

f. Traitements d’infections urogénitales et contraception 

 La flore vaginale est composée d’un grand nombre d’espèces bactériennes parmi 

lesquelles Lb. acidophilus, Lactobacillus rhamnosus (Lb. rhamnosus), Sta. epidermis, 
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Micrococcus luteus,... Lactobacillus sp. constitue le genre bactérien le plus important dans la 

flore vaginale chez la femme saine et assure une protection contre les infections vaginales et 

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

 Différents Lactobacillus sp. ont depuis longtemps été utilisés pour développer des 

traitements préventifs et curatifs contre des infections vaginales (Barbés et Boris, 1999, 

Maggi et al., 2000). Administrés par voie vaginale et orale chez la guenon, Lb. rhamnosus 

GR-1 et Lactobacillus fermentum (Lb. fermentum) inhibent la prolifération d’E. coli à 

l’origine d’infections urinaires et de champignons responsables de vaginose (Reid et Bruce, 

2001). D’autres études similaires ont été entreprises mais aucune n’a encore abouti à un 

traitement.  

 La subtilosine A est un lantibiotique produit par B. subtilis (Babasaki et al., 1985) actif 

contre des pathogènes parmi lesquels Li. monocytogenes, Gardnerella vaginalis (G. 

vaginalis), Str. agalactiae et Micrococcus luteus (Sutyak et al., 2008a). Son activité restreinte 

à G. vaginalis permet un maintien de la flore commensale intacte (Sutyak et al., 2008a). Des 

tests de cytotoxicité de la subtilosine A réalisés in vitro en utilisant un modèle de tissu 

cervical humain (Mat, Ashland, MA) ont montré qu’elle détruisait seulement 5% des cellules 

après 24 h d’exposition (Sutyak et al., 2008a). L’innocuité de la subtilosine A à la flore 

commensale vaginale ainsi qu’aux tissus humains la place parmi les meilleurs candidats à un 

futur traitement aux infections vaginales. En plus d’inhiber la prolifération des pathogènes à 

l’origine d’infections vaginales, la subtilosine A a un effet spermicide. Testée in vitro sur des 

spermatozoïdes humains, la subtilosine A inhibe leur motilité à une IC50 de 64,5 µg/ml 

(Sutyak et al., 2008b). 

 

V.2.2. Conditionnements 

 Malgré les résultats prometteurs des bactériocines quant aux applications potentielles 

dans le domaine médical, leur nature peptidique engendre une instabilité une fois dans les 

milieux biologiques. Plusieurs formes ont été proposées afin de contourner ce problème parmi 

lesquelles la forme de distribution des bactériocines entourée d’un film polymérique sous 

forme de nanoparticules. Le film polymérique d’acide lactique (PolyLactic Acide, PLA) est 

l’un des seuls polymères utilisables pour l’administration de bactériocines chez l’Homme qui 

soit accepté par la FDA (Nair et Laurencin, 2007). L’encapsidation de la nisine dans du PLA 

pour former des nanoparticules (Salmaso et al., 2004) permet la libération de la bactériocine 
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active en fonction de la concentration en sels et le pH du milieu, permettant ainsi de cibler le 

site d’action, pendant plus de 1000 heures. D’autres formes d’administrations plus récentes 

comme les nanofibres (Heunis et Dicks, 2010) présentent des résultats prometteurs et 

pourraient être également utilisées comme futures formes de conditionnements. 

 
V.3. Limites d’utilisation des bactériocines 

 L’application des bactériocines constitue certes une méthode « naturelle » de 

conservation des aliments, mais sa mise en oeuvre n’est pas aisée. En effet, les nombreuses 

propriétés des bactériocines favorisant leur utilisation dans le domaine agroalimentaire et/ ou 

médical n’empêchent pas l’existence de contraintes relatives à leur utilisation. Le coût élevé 

de préparations de bactériocines pures prêtes à l’emploi (p.86-87) entraîne de loin la limite la 

plus importante. D’où l’utilisation plus commune des souches productrices plutôt que des 

bactériocines isolées. 

 La composition de l’aliment représente le premiers facteur pouvant réduire ou 

totalement dissiper l’activité inhibitrice de la bactériocine en raison de son adsorption sur des 

composants du produit, la limitation de sa solubilité et de sa diffusion, sa dégradation par des 

protéases, l’interaction avec des additifs alimentaires ou des ingrédients et/ ou un pH 

inapproprié. Les traitements appliqués aux produits constituent un deuxième facteur pouvant 

limiter l’effet antimicrobien de la bactériocine dans un produit alimentaire. En effet, des 

traitements thermiques trop élevés peuvent dégrader les bactériocines bien que la majorité 

d’entre elles soient résistantes à la chaleur (Dortu et Thonart, 2009, Gálvez et al., 2007). Le 

dernier facteur limitant l’activité des bactériocines est la présence de bactéries résistantes et de 

microorganismes qui dégradent les bactériocines par l’effet de protéases qu’elles produisent à 

l’état physiologique. De plus, dans les produits solides, les bactéries forment des biofilms 

dont la résistance aux bactériocines peut être plus élevée (Schöbitz et al., 2003). D’autre part, 

il sera également important de considérer l’impact de la bactériocine sur la flore résidente. La 

sensibilité de la flore à la bactériocine entraine un déséquilibre qui peut conduire à la 

croissance et la prolifération de microorganismes pathogènes résistants aux bactériocines 

(Dortu et Thonart, 2009). 



Matériels et Méthodes 

 87 

I.  Méthodes bactériologiques 

I.1. Souches et plasmides 

I.1.1. Souches bactériennes 

Le tableau M. 1 répertorie les souches bactériennes utilisées lors des tests 

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

gras. 

 

Tableau M. 1. Souches bactériennes utilisées. 

Souches Source Conditions  de culture 

Bactéries à coloration Gram positive 

Bacillus subtilis subsp. subtilis CIP 52.65 Institut Pasteur LB, 30°C, 180 rpm 

Bacillus cereus CIP 66.24 Institut Pasteur LB, 30°C, 180 rpm 

Enterococcus faecalis CIP 103015 Institut Pasteur BHI, 37°C, 180 rpm 

Enterococcus faecalis CIP 103214 Institut Pasteur BHI, 37°C, 180 rpm 

Enterococcus faecium CIP 103014 Institut Pasteur BHI, 37°C, 180 rpm 

Enterococcus faecium HKLHS Leon Dicks                                               
(Stellenbosch University) BHI, 37°C, 180 rpm 

Leuconostoc pseudomesenteroides 
KM432Bz 

Leon Dicks                                               
(Stellenbosch University) MRS, 30°C, sans agitation 

Lactobacillus  plantarum CIP 104454 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation                        

Lactobacillus plantarum subsp. 
plantarum CIP 102305 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation 

Lactobacillus sakei subsp. sakei                                 
CIP 103139 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation 

Leuconostoc carnosum CIP 103319 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation 

Leuconostoc citreum CIP 103315 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation 

Leuconostoc gelidum CIP 103318 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation 

Leuconostoc lactis CIP 102422 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation 

Leuconostoc mesenteroides subsp. 
cremoris CIP 103009 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation 

Leuconostoc mesenteroides subsp. 
dextranicum CIP 102423 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation 

Leuconostoc mesenteroides subsp. 
mesenteroides CIP 102305 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation 

Leuconostoc pseudomesenteroides  
CIP 103316 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation 

Listeria innocua CIP 80.11 Institut Pasteur BHI, 37°C, 180 rpm 
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Listeria ivanovii subsp. ivanovii N29                 
ATCC 19119 

Leon Dicks                                               
(Stellenbosch University) BHI, 37°C, 180 rpm 

Listeria ivanovii subsp. ivanovii  
CIP 78.42 Institut Pasteur BHI, 37°C, 180 rpm 

Listeria monocytogenes CIP 80.110 Institut Pasteur BHI, 37°C, 180 rpm 

Listeria monocytogenes EGDe  
CIP 107776 Institut Pasteur BHI, 37°C, 180 rpm 

Listeria monocytogenes EGDe (rpoN -) Yann Héchard                                        
(Université de Poitiers) 

BHI+5µg ml érythromycine,                      
37°C, 180 rpm 

Staphylococcus aureus subsp. aureus                     
CIP 4.83 Institut Pasteur LB, 37°C, 180 rpm 

Streptococcus salivarius CIP 102503 Institut Pasteur TSYE, 37°C, 180 rpm 

Streptococcus pneumoniae CIP102911 Institut Pasteur TSYE, 37°C, 180 rpm 

Streptococcus thermophilus CIP 102303 Institut Pasteur LB, 37°C, 180 rpm 

Weissella paramesenteroides CIP 102421 Institut Pasteur MRS, 30°C, sans agitation                        

Bactéries à coloration Gram négative 

Escherichia coli DH5α AM Pons                                                     
(Université de la Rochelle) LB, 37°C, 180 rpm 

Escherichia coli K12 RYC1000 
(pBR322+) 

Felipe Moreno                                               
(Hospital Ramon y Cajal, 
Madrid) 

LB, 37°C, 180 rpm 

Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae                  
CIP 52.211 Institut Pasteur LB, 37°C, 180 rpm 

Klebsiella pneumoniae subsp.pneumoniae 
CIP 82.91 Institut Pasteur LB, 37°C, 180 rpm 

 

I.1.2. Plasmides  

Les vecteurs utilisés dans cette étude sont répertoriés dans le tableau M. 2 et leur 

cartographie est représentée dans les figures M. 1 et M. 2. 

 

Tableau M.2. Caractéristiques des plasmides utilisés. 

Plasmides Taille (kb) Caractéristiques Source 

pBR322 (Figure M.1) 4,46 Ampr Tetr E. coli K12 RYC 1000 pBR322 

pGEM®-T Easy  

Vector  (Figure M.2) 
3,01 LacZ+ Promega 
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        Figure M. 1. Vecteur pBR322 (E. coli  K12 RYC 1000). 

 

                    

        Figure M. 2. Vecteur pGEM®-T Easy (Promega). 

llllll
l
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I.2. Milieux de culture 

I.2.1. Milieux liquides 

 Les milieux de culture utilisés dans cette étude ainsi que leur composition sont 

présentés dans le 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 trypsiques                                   10 

 (BD Biosciences) Extrait de viande   10 

  Extrait de levure  5 

  Glucose    20 

  Tween 80  1 

  K2HPO4  2 

  CH3CO2Na    5 

  C6H14N2O7  (citrate d’ammonium) 2 

  MgSO4 ;  7 H2O 0,2 

  MnSO4 ;  H2O 0,1 

    pH 6,2 - 6,5. 

BHI Brain Heart Infusion Infusion de cervelle de veau    7,7 

 (BD Biosciences) Infusion de cœur de bœuf    9,8 

  Protéose peptone      10 

  Glucose      2 

  NaCl       5 

  HNa2PO4   2,5 

    pH 7,2 - 7,6  
LB Luria Bertani Hydrolysat trypsique de caséine             

(BD Biosciences)                                 
10 

  Extrait de levure   (BD Biosciences)          5 

    pH 7 
TSYE Trypticase Soy Yeast Extract  Digestion pancréatique de caséine                                     

(BD Biosciences)          
17 

  

Digestion trypsique de soja                      
(BD Biosciences)       

3 

  Glucose (Sigma)  2,5 

  NaCl (Sigma)     5  

  K2HPO4 (Sigma)                                                                                                      2,5 

    pH 7 - 7,2 
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I.2.2. Milieux gélosés 

Les milieux gélosés ont été obtenus par addition aux bouillons de cultures d’agar (BD 

Biosciences) à la concentration de 20 g/l pour les géloses dures et de 6,5 g/l pour les géloses 

molles.  

I.2.3. Antibiotiques  

Les antibiotiques utilisés dans cette étude sont répertoriés dans le tableau M-4. Ils 

proviennent de chez Sigma. 

 

Tableau M. 4. Caractéristiques des antibiotiques utilisés. 

Antibiotique  Concentration en µg/ml (solvant) Utilisation 
Sélection clones pBR322+ 

Ampicilline 50 (eau) 
Tests antimicrobiens 

Chloramphénicol 37 (éthanol) Tests antimicrobiens 

Erythromycine 5 (eau) Culture de la souche EGDe rpoN - 

Kanamycine 50 (eau) Tests antimicrobiens 

Tétracycline 50 (éthanol) Sélection clones pBR322+ 

 

Les antibiotiques utilisés ont été conservés dans leur solvant respectif (Tableau M. 4) à -

20°C. (l’ampicilline, la kanamycine et la tétracycline sont stockées à la concentration de 100 

µg/ml, l’érythromycine à 50 µg/ml et le chloramphénicol à 50 µg/ml).  

 

I.3. Identification bactérienne 

I.3.1. Coloration Gram 

 Mise en place par le médecin danois Gram en 1884, la technique de la coloration 

de Gram est la méthode la plus utilisée dans l'étude et la classification des bactéries en 

fonction de la composition de leur paroi. Les bactéries sont colorées en violet par un colorant 

basique tel que le violet de gentiane puis par une solution de lugol et enfin soumises à l'action 

de l'alcool. Le violet de gentiane se fixe sur des composants cytoplasmiques et donne aux 

bactéries une coloration violette. Chez les bactéries à  Gram négatif, la paroi est pauvre en 

peptidoglycane laissant ainsi passer l’alcool ce qui entraîne la décoloration du cytoplasme. En 

revanche, chez les bactéries à Gram positif, la paroi est riche en peptidoglycane ce qui 

constitue une barrière imperméable à l’alcool, ainsi le cytoplasme demeure coloré en violet. 
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Une coloration à la safranine, nous permet après visualisation au microscope (objectif 100/ 

grossissement × 1000), de distinguer les bactéries à Gram négatif, qui précédemment 

décolorées à l’éthanol, adoptent alors une teinte rose alors que les bactéries à Gram positif 

conservent la première coloration violette.  

L’identification par coloration de Gram est réalisée en utilisant le kit « Gram-color » (IVD). 

Une colonie a été prélevée à partir d’une culture sur boite et étalée sur une lame de verre. La 

lame a ensuite été séchée à l’air libre, passée à la flamme afin de fixer l’échantillon puis 

laissée refroidir à l’air libre. Après fixation, la lame a été posée sur un porte-objet et colorée 

avec le violet cristallisé pendant 1 min avant d’être rincée au lugol. Recouverte avec du lugol 

pendant 1 min, la préparation a ensuite été rincée à l’eau distillée pendant environ 5 s. La 

lame ainsi rincée, a été soumise à une décoloration à l’éthanol pendant environ 15 s jusqu’à ce 

que l’étalement ait pris une couleur gris-bleu puis rincée à l’eau distillée pendant environ 5 s 

avant d’être colorée à la safranine pendant 1 min, rincée à nouveau à l’eau distillée puis 

séchée. Les lames ont été observées au microscope (objectif 100/ grossissement × 1000). 

 

I.3.2. Galerie API 

 La souche productrice a été identifiée en utilisant une galerie API® 50 CHL 

Medium (bioMérieux, France) destinée à identifier des bactéries lactiques du genre 

Lactobacillus et apparentées en étudiant le métabolisme des 49 sucres de la galerie.  

La bactérie à tester a été inoculée dans chaque tube de la galerie contenant un substrat 

différent sur lequel elle allait réagir. Pendant l’incubation, le catabolisme des glucides conduit 

à la production d’acides organiques qui provoquent le virage de l’indicateur de pH ce qui 

donne une coloration différente à chaque cupule. 

La souche Ln. pseudomesenteroides KM432Bz a été isolée sur boite MRS et cultivée pendant 

une nuit à 30°C. Plusieurs colonies identiques de la souche productrice de bactériocine ont été 

prélevées et inoculées dans 2 ml de milieu API 50 CHL jusqu’à obtenir une suspension dense. 

La suspension bactérienne ainsi obtenue a été diluée dans 5 ml de milieu API 50 CHL jusqu’à 

obtenir une absorbance à 600 nm (A600nm) égale à 0,45 (égale à 2 McFarland) en transférant 

un nombre de goutte (n) à partir de la première suspension dense. 2 x n gouttes de la seconde 

suspension ont ensuite été transférées dans 5 ml de milieu API 50 CHL. Après 

homogénéisation, le milieu API 50 CHL ainsi inoculé a été réparti dans les tubes de la galerie 

et les tests recouverts d’huile de paraffine pour éviter un éventuel dégagement gazeux. La 
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galerie a été incubée à 30°C pendant 48 h. Le profil biochimique obtenu a été analysé à l’aide 

d’un logiciel d’identification :  

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

 

I.4. Activité antibactérienne 

I.4.1. Tests en milieu solide 

 Les tests antibactériens en milieu solide ont été réalisés afin d’examiner l’activité 

antimicrobienne de la bactériocine contre des souches bactériennes potentiellement sensibles. 

Les tests antimicrobiens en milieu solide nous ont permis d’isoler les fractions actives 

obtenues au cours de la purification et de réaliser un spectre d’activité de la leucocine 

KM432Bz. Les tests antibactériens ont été réalisés en milieu solide sur milieu gélosé 

spécifique à chaque souche cible recouvert d’une gélose molle de même type contenant 107 

bactéries/ml de cette souche cible.  

Des cultures bactériennes des bactéries cibles ont été réalisées à partir de précultures de la nuit 

(les conditions de culture sont présentées dans le tableau M. 1). Les bactéries cibles ont été 

cultivées jusqu’à ce que l’A620nm soit comprise entre 0,2 et 0,4. Une suspension de la culture 

bactérienne a été mélangée à de la gélose molle de la manière suivante :  

Le volume de la culture bactérienne (µl) inoculé à 10 ml de gélose molle = 30/ A620nm.  

5 µl du produit à tester ont ensuite été déposés directement sur la gélose molle préalablement 

mélangée à la bactérie cible. Des contrôles positifs ont été réalisés en déposant 5 µl 

d’ampicilline (50 µg/ml) sur le mélange gélose molle/ bactérie cible.  

L’ensemble a ensuite été cultivé pendant la nuit. Les diamètres des zones d’inhibition de 

croissance ont été mesurés après 16 h de culture. 

 

I.4.2. Tests en milieu liquide 

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus petite 

concentration provoquant l’inhibition de la croissance bactérienne. 

Pour cela, les bactéries sensibles ont été cultivées jusqu’à ce que l’A620nm soit comprise entre 

0,2 et 0,4. Les cultures bactériennes ont ensuite été diluées dans le milieu ayant servi à leur 

culture de manière à obtenir une A620nm finale de 10-3 et de 5. 10-4 pour les souches 

bactériennes du genre Listeria (Li.). 10 µl de différentes dilutions de la leucocine KM432Bz 

et de la pédiocine (Sigma) dans du tampon acétate d’ammonium 25 mM pH 6,5 (10 µM, 5 

µM, 2,5 µM, 1,25 µM, 624 nM, 315 nM, 156 nM, 78 nM, 39 nM, 19,5 nM) ont été incubés 
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dans une plaque 96 puits avec 90 µl des suspensions bactériennes préparées précédemment. 

L’ensemble a été cultivé sans agitation pendant 16 h et pendant 13 h pour les souches 

bactériennes du genre Listeria (Li.). Des contrôles ont été réalisés en incubant la suspension 

bactérienne préparée seule ainsi que le milieu de culture seul. La croissance bactérienne a été 

estimée par mesure de l’A620nm à l’aide d’un lecteur de plaque Multiskan FC (Thermo 

Scientific®). 

Afin de déterminer si l’effet est bactéricide ou bactériostatique, 100 µl des suspensions 

bactériennes où l’on n’a pas observé de croissance bactérienne (A620nm  ≤ 10-3et 5.10-4 pour les 

bactéries du genre Li.) ont été prélevés des puits puis déposés sur des boîtes de pétri. La boite 

de pétri ensemencée a été incubée pendant 16 h. Les colonies bactériennes ont été ensuite 

comptées. 

 

I.4.3. Effet de la leucocine KM432Bz sur la croissance bactérienne 

  Une culture de Lb. sakei ou de Li. monocytogenes a été réalisée à partir d’une 

préculture de la nuit jusqu’à ce que l’A620nm soit comprise entre 0,2 et 0,4. La culture a ensuite 

été diluée jusqu’à obtenir une A620nm égale à 0,1. 90 µl de la suspension bactérienne ainsi 

préparée ont été incubés dans une plaque 96 puits à 30°C sans agitation. 10 µl de la leucocine 

KM432Bz (10 µM) ont été rajoutés à la suspension bactérienne lorsque celle-ci atteint une 

A620nm égale à 0,2. Un contrôle positif a été réalisé en incubant 100 µl de la suspension 

bactérienne sans bactériocine dans les conditions décrites précédemment. L’A620nm est 

mesurée toutes les 30 min pendant 13 h à l’aide d’un lecteur de plaques Multiskan FC 

(Thermo Scientific®). 

Une mesure à 24 h de l’A620nm a été réalisée pour déterminer si l’effet de la bactériocine est 

bactériostatique ou bactéricide sur la bactérie cible. 

 

I.5. Biofilms 

Un biofilm est formé d’une seule espèce ou d’une communauté plus ou moins 

complexe de microorganismes, adhérant entre eux et à une surface produisant ainsi une 

matrice protectrice résistante.  

 

I.5.1. Formation de biofilms 

 Chaque bactérie sensible à la leucocine KM432Bz a été cultivée jusqu’à une A620nm 

comprise entre 0,2 et 0,4. Les suspensions bactériennes ont ensuite été diluées jusqu’à A620nm 
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égale à 10-3. 100 µl ont été déposés sur plaque 96 puits et cultivés à température optimale de 

croissance bactérienne sans agitation pendant 48 h afin de permettre l’adhésion des bactéries 

au support. Les puits ont ensuite été vidés et lavés à l’eau MilliQ® stérile jusqu’à obtention 

d’une solution de lavage limpide puis séchés pendant 30 min à température ambiante (TA). 

125 µl de Crystal Violet 0,4% (m/v) dans de l’eau MilliQ ® ont été rajoutés à chaque puits. 

L’ensemble a été incubé pendant 45 min à TA. Les puits ont ensuite été lavés à l’eau MilliQ® 

stérile. Les lavages ont été répétés jusqu’à ce que l’eau de lavage soit limpide. Les puits ont 

été séchés pendant 10 min à TA. 200 µl d’éthanol 97% (v/v) dans de l’eau MilliQ® ont été 

ajoutés à chaque puits. 100 µl de la suspension éthanol-Crystal Violet ont ensuite été 

transférés dans un nouveau puits avant de mesurer l’A 620nm et A595nm. Un contrôle négatif 

utilisant le milieu de culture seul a été réalisé. On considère que l’on a un biofilm si les 

différences A620nm - A620nm (milieu de culture seul) et A595nm - A595nm (milieu de culture seul) sont supérieures 

ou égales à 0,2. 

 

I.5.2. Effet de la leucocine KM432Bz sur la faisabilité des biofilms 

  Les conditions de culture initiales et de quantification de biofilm sont décrites dans le 

chapitre I.5.1. 90 µl de la suspension bactérienne à une A620nm égale à 10-3 ont été déposés 

dans une plaque 96 puits auquels on a rajouté 10 µl de la bactériocine à 5 et 10 µM. Les 

plaques ont ensuite été incubées à 30°C sans agitation pendant 48 h. 

 

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

 Les conditions de culture initiales et de quantification de biofilm sont décrites dans le 

chapitre I.5.1. 90 µl de la suspension bactérienne à une A620nm égale à 10-3 ont été déposés 

dans une plaque 96 puits auquels et incubées à 30°C sans agitation pendant 48 h. On a rajouté 

ensuite 10 µl de la bactériocine à 5 et 10 µM. Les plaques ont ensuite été incubées sans 

agitation pendant 48 h. 
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II. Méthodes de biologie moléculaire  

II.1.  Manipulation d’ADN 

II.1.1. Purification 

a. Extraction d’ADN génomique 

 L’ADN génomique de la souche productrice Ln. pseudomesenteroides KM432Bz a été 

extrait puis purifié sur des colonnes de silice grâce au kit « Genomic DNA Mini kit » 

(Invitrogen). Cette technique est basée sur l’interaction de l’ADN avec la silice constituant les 

colonnes en présence de sels chaotropiques. 

L’ADN génomique bactérien de la souche Ln. pseudomesenteroides KM432Bz a été extrait à 

partir de 200 ml de culture bactérienne ensemencés la veille. La culture bactérienne a été 

centrifugée pendant 15 min à 8000 g. La lyse de la paroi bactérienne a été réalisée en 

resuspendant le culot bactérien dans du lysozyme à 20 mg/ml (Sigma) suivi d’une incubation 

pendant 30 min à 37°C. Le lysozyme est responsable de l’hydrolyse du peptidoglycane, 

constituant de la paroi des bactéries à Gram positif. Les protéines associées à l’ADN ont 

ensuite été hydrolysées en incubant la suspension bactérienne en présence de protéinase K à 

20 mg/ml pendant 30 min à 55°C. De l’éthanol 100% ainsi que le tampon de fixation ont été 

rajoutés au lysat afin de permettre à l’ADN génomique de s’accrocher à la silice constituant 

les colonnes. Les impuretés ont été éliminées par des lavages successifs des colonnes par un 

tampon de lavage fourni avec le kit. L’ADN génomique pur a été, ensuite, élué par de l’eau 

MilliQ ®. 

 

b. Extraction d’ADN plasmidique 

• Bactéries à Gram négatif 

 Les plasmides ont été extraits et purifiés par échange d’ions grâce au kit « Plasmid 

Midi Kit » (Qiagen) à partir d’une culture bactérienne de 50 ou 100 ml ensemencés la veille. 

Les parois bactériennes ont été lysées suivant la procédure de la lyse alcaline (Maniatis). 

Cette méthode permet de préparer l'ADN plasmidique des bactéries, tout en éliminant l'ADN 

du chromosome bactérien. Le principe de cette méthode consiste à effectuer la lyse des 

cellules au moyen d'un détergent, le dodécyl sulfate de sodium (SDS) en présence de soude à 

pH 8. Après dénaturation de l'ADN, la solution a ensuite été rapidement neutralisée 

provoquant ainsi la renaturation brutale de l’ADN. L'ADN chromosomique, très long ne 

parvient pas à se réapparier complètement et forme des enchevêtrements insolubles alors que 
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l'ADN plasmidique plus court parvient à se renaturer et reste en solution. On sépare alors les 

deux espèces par centrifugation. Les protéines précipitées, ont également été éliminées avec le 

détergent et l'ADN chromosomique. L’ADN plasmidique a ensuite été extrait et purifié sur 

des colonnes de résine échangeuse d’ions préalablement équilibrées. Les impuretés ont été 

éliminées par des lavages successifs en utilisant un tampon de lavage fourni par le kit et 

l'ADN plasmidique élué par de l’eau MilliQ®. 

 

• Bactéries à Gram positif 

La lyse bactérienne a été réalisée selon le protocole d’extraction d’ADN plasmidique 

d’Anderson et McKay (Anderson et McKay, 1983) à partir d’une culture bactérienne de la 

souche Ln. pseudomesenteroides KM432Bz de 200 ml ensemencés la veille. Les parois ont 

été hydrolysées par lyse enzymatique au lysozyme à 10 mg/ml (Sigma) pendant 1 h à 37°C 

puis par traitement à la protéinase K à 20 mg/ml (Sigma) pendant 1 h à 55°C afin 

d’hydrolyser les protéines encore associées à l’ADN. La lyse a été complétée par agitation 

pendant 30 s suivi d’une incubation pendant 10 min à 37°C. 

Les plasmides présents dans la souche Ln. pseudomesenteroides KM432Bz ont été extraits et 

purifiés par échange d’ions à l’aide du kit « Plasmid Midi Kit » (Qiagen) suivant le principe 

décrit chez les bactéries à Gram positif. 

 

II.1.2. Dosage d’ADN 

a. Au spectrophotomètre 

La concentration ainsi que la pureté de l’ADN ont été déterminées par spectroscopie UV à 

260 nm et 280 nm à l’aide d’un spectrophotomètre Uvikon 9x3 w (Bioserv).  

La pureté de l’ADN a été évaluée par le rapport A260nm sur A280nm.  L’ADN est considéré 

comme contaminé par de l’ARN ou des protéines si ce rapport est respectivement supérieur à 

2 ou inférieur à 1,65. La concentration de l’ADN, exprimée en µg/ml, a été calculée en 

multipliant l’A260nm par la quantité d’ADN par unité de DO : 50 µg/ml. 

 

b. Sur gel d’agarose 

La concentration d’ADN a été estimée après électrophorèse sur gel d’agarose et exposition 

aux UV (voir II.2.2.), en comparant l’intensité des bandes d’ADN d’intérêt aux bandes du 

marqueur du poids moléculaire dont la concentration est connue.  
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II.1.3. Digestions 

 Environ 1 µg d’ADN plasmidique a été digéré par 1 UE des enzymes de restriction 

suivantes : ApaI, BamHI, EcoRI, HindIII, KpnI, NcoI, SmaI (New England Biolabs, NEB) 

dans les conditions recommandées par le fournisseur en présence de tampon spécifique à 

chaque enzyme de restriction (NEB) dans un volume final de 10 µl. ApaI, BamHI et KpnI ont 

été utilisées en présence d’albumine de sérum bovin (BSA) à 10 µg/ml final. L’ensemble des 

digestions a été incubé pendant la nuit à 37°C. La réaction enzymatique a été arrêtée par une 

incubation à 65°C pendant 20 min pour inactiver l’enzyme. 

 

II.2.  Amplification d’ADN 

Les amorces oligonucléotidiques utilisées dans cette étude sont présentées dans le 

tableau M. 5. 
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Tableau M. 5. Amorces oligonucléotidiques utilisées. 

N° Nom Séquence 5' ���� 3' 
Tm* 
(°C) 

Spécificité de séquence/ localisation 

1 M13-F TTTTCCCAGTCACGACG 52 pGEM-T Easy Vector/176–197 
2 M13-R ACACAGGAAACAGCTATGACC 56 pGEM-T Easy Vector /2949–2972 

3 leuco_deg_1_f AAGTATTATGGKAATGGWGT 50,1 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 ACCAGAAACCATTTCCACCA 60 Prébactériocine/ 600-619**  
8 Leuco_deg_2_f AAGTATTATGGKAAYGGWGT 51,2 Prébactériocine/ prot. dimmunité* 
9 Leuco_deg_3_f AAZTATTATGGDAAYGGDGT 48,1 Prébactériocine/ prot. dimmunité* 
10 Leuco_deg_1_r AARGCGTCTCCCCAGTTWAC 58,3 Prébactériocine/ prot. dimmunité* 
11 Leuco_deg_2_r AARGCGTCWCCCCAZTTWAC 56,3 Prébactériocine/ prot. dimmunité* 
12 LeucoA-150R TTGCATACCCTGTCTCCA 53,7 Prébactériocine/ prot. dimmunité/ 927-944**  
13 LeucoA-591F GCCATGTATTGGCCGTTT 53,7 Protéine d'immunité/ 281-299**  
14 LeucoA-1032F ATAAACCGCTCACGGACT 53,7 Protéine d'immunité/ 50-67**  

15 LeucoA-F1 TGGAGACAGGGTATGCAA 53,7 Protéine à 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 GCCAAAACTGACATGGAAGG 57,3 ABC transporteur/ 1536-1554**  

20 LcaD_R GCACCGGAGAATCGACTAAA 57,3 ABC transporteur/ 1526-1543**  

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

22 LcaD_IC211_F TTTAGTCGATTCTCCGGTGC 57,3 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**  

26 pBR322_F CATGTTTGACAGCTTATCATCG 56,5 pBR322/ 5-26 

27 pBR322_R1 GTGCCTGACTGCGTTAGC 58,2 pBR322/ 63-80 

28 pBR322_R2 ACGATGAGCGCATTGTTAGA 55,3 pBR322/ 92-111 

29 23f GAGTTTGATCCTGGCTCAG 58 ARN 16S/ 10-28 
30 1385r CGGTGTGTRCAAGGCCC 57 ARN 16S/ 1392-1408 

*      : Amorces dégénérées déterminées à partir d’alignement de séquences. 
**    : La localisation de toutes les amorces oligonucléotidiques utilisées au cours de l’étude a été déterminée à 
partir de la séquence de la leucocine A (Figure II.3.  p.156). Seules les amorces dont les résultats sont exposés 
sont représentées sur la figure II.3. 

La Tm (« melting Temperature ») a été calculée à l’aide du logiciel Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi). 

 

II.2.1. Réaction de PCR (Polymerase Chain Reaction) 

 L’amplification d’ADN des gènes codant la leucocine KM432Bz, de la protéine 

d’immunité ainsi que l’ABC transporteur présents sur le cluster impliqué dans la biosynthèse 

de la leucocine KM432Bz a été réalisée en utilisant environ 1 µg d’ADN plasmidique extrait 

de la souche Ln. pseudomesenteroides KM432Bz comme matrice et des amorces 
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oligonucléotidiques à 10 nM décrites dans le tableau M. 5, 1 UE de la polymérase Taq 

(Promega), dNTP à 10 µM (Promega) et MgCl2 à 20 mM (Promega) dans un volume final de 

50 µl de tampon 1X (Promega).  La réaction de PCR a été réalisée suivant le cycle de 

température : [5 min à 95°C puis 35 cycles (30 s à 94°C, 30 s à 55°C, 3 min à 72 °C), puis 5 

min à 72°C]. 

Un contrôle négatif en absence d’ADN et un contrôle positif utilisant les amorces 

oligonucléotidiques 29 et 30 amplifiant un fragment d’ADN codant l’ARN 16 S ont été 

réalisés pour chacune des réactions PCR suivant le cycle de température décrit précédemment. 

Les réactions PCR ont été réalisées à l’aide d’un thermocycleur Veriti Thermal Cycler (AB 

Applied Biosystems). 

 

II.2.2. Electrophorèse sur gel d’agarose 

La technique d’électrophorèse sur gel d’agarose a été utilisée pour séparer les acides 

nucléiques, chargés négativement, sous l’effet d’un champ électrique. 

 

a. Champ continu 

5 µl des fractions d’ADN, préalablement mélangés au tampon de migration 1X final (NEB), 

ont été déposés sur un gel à 0,5, 1, 1,5 ou 2 % d’agarose (Qbiogene) dans du tampon TAE 1X 

(tampon TAE : Tris 40 mM, acide acétique 0,001% (v/ v) et EDTA 0,001% (v/ v), pH 8). La 

migration a été réalisée à 100 V pendant 20 min à l’aide d’un générateur Power Universal® 

(Biorad). La visualisation de l’ADN a été réalisée soit après incubation du gel dans 300 ml de 

tampon TAE contenant 1 µg/ ml de bromure d’éthidium (BET) ou bien directement après 

migration dans un gel d’agarose contenant du gel Red 0,0005% (v/ v) (VWR). Le gel a été 

placé sur un transilluminator relié à une caméra (MiniBis Bioimaging System). Les images 

obtenues ont été analysées à l’aide du logiciel Gel Capture. 

Les marqueurs de poids moléculaires « 1 kb DNA Ladder » (NEB) et « 100 bp DNA 

Ladder » (NEB) ont été utilisés à raison d’1 µg/ puits. 

 

b. Champ pulsé 

La méthode d’électrophorèse en champ continu n’ayant pas permis de séparer le plasmide 

renfermant le cluster de gènes impliqué dans la biosynthèse de la leucocine KM432Bz, la 

technique d’électrophorèse en champ pulsé a donc été utilisée. 
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L’électrophorèse en champ pulsé est une méthode utilisée pour séparer des fragments d’ADN 

d’une taille moléculaire allant jusqu’au mégabase (Mb). Le principe de cette électrophorèse 

consiste à alterner l'orientation du champ électrique au cours du temps permettant ainsi aux 

molécules d’ADN de grandes tailles de se réorienter dans le gel à chaque changement 

d’orientation du champ électrique et de passer à travers les mailles du gel. Le passage de 

l’ADN à travers les mailles du gel d’agarose dépend de la masse moléculaire, de la structure 

3D de la molécule ainsi que de la vitesse de migration du fragment d'ADN dans le gel.  

10 µl de la préparation d’ADN plasmidique purifiée selon le procédé présenté en II.1.1. ont 

été déposés sur un gel à 1,2% d’agarose (Qbiogene) dans du tampon TBE 0,5X (tampon TBE: 

Tris 44,5 mM, acide borique 44,5 mM et EDTA disodique 1 mM, pH 8). La séparation a été 

réalisée à l’aide du programme de migration suivant : température 14°C, angle 120°, voltage 6 

V/ cm, temps de pulse initial 0,2 s, temps de pulse final 8,5 s, pendant 15 h dans un système 

d’électrophorèse Chef-DR® III Pulsed Field Electrophoresis System (Bio-Rad). L’ADN a été 

visualisé suivant la même procédure présentée dans le paragraphe I.2.2.a. Les marqueurs de 

poids moléculaires utilisés sont « MidRange I PFG Marker » à raison de 0,5 µg/puits (NEB) et 

« Low Range PFG Marker » à raison de 0,25 µg/puits (NEB).  

 

II.2.3. Interaction sonde-ADN 

a. Transfert sur membrane Hybond 

• “Southern Blot” 

Après migration électrophorétique des préparations d’ADN plasmidique natif et digéré, le gel 

d’agarose a été exposé aux UV pendant 2 min pour fixer les acides nucléiques. Le gel a 

ensuite été traité par un tampon dénaturant (NaOH 0,5 M et NaCl 1,5 M) pendant 45 min à 

température ambiante afin de permettre la dénaturation de l’ADN bicaténaire et de faciliter le 

transfert des acides nucléiques sur la membrane d’hybridation puis l’accès de la sonde au brin 

d’ADN complémentaire, lavé dans de l’eau MilliQ® pendant 30 min puis mis en contact 

d’une solution neutralisante (Tris 1 M et NaCl 1,5 M, pH 7,4) pendant 30 à 60 min avant 

d’être transféré par capillarité sur une membrane HybondTM-N+ (GE Healthcare) (Figure M-

3) pendant une nuit à TA. Après transfert, la membrane a été lavée au SSC 20X (NaCl 3 M et 

citrate trisodique 0,3 M, 2 H2O, pH 7) pendant 10 min avant d’être exposée aux UV et enfin 

séchée dans une étuve (Memmert) à 80 °C afin de fixer l’ADN sur la membrane sous forme 

covalente. 
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Poids

Support

Gel d’agarose

Membrane Hybond TM-N+

Papier Watmann mouillé dans eau
Papier Watmann sec

Papier absorbant

Papier Watmann mouillé dans SSC 20 X

Tampon SSC 20 X

Papier Whatman (GB 003) mouillé dans SSC 20 X
Papier Whatman (GB 003) sec

Papier Whatman (GB 003) mouillé dans eau distillée

Membrane HybondTM-N+ (GE Healthcare)

Gel d’agarose

Papier absorbant

Tampon SSC 20 X

 
 

          Figure M. 3. Montage du transfert d’acides nucléiques sur membrane HybondTM-N+. 

 

• “Dot Blot” : 

 1 µl de la culture bactérienne en phase stationnaire de croissance a été directement 

déposé sur une membrane HybondTM-N+ puis séché à TA. Deux papiers Whatman (GB 003) 

ont été imbibés de solution dénaturante et neutralisante respectivement et déposés 

successivement sur la membrane sèche pendant 2 à 3 min. La membrane a ensuite été 

transférée dans une solution neutralisante pendant 10 min puis dans une solution contenant du 

SSC 2X et du SDS 0,1% (m/v) afin d’éliminer les débris cellulaires résiduels avant un lavage 

par une solution de SSC 0,3X. 

Les membranes ont ensuite été séchées puis conservées à 4°C entre deux papiers Whatman 

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

 

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

 La sonde est formée d’un fragment d’ADN renfermant le gène codant la leucocine 

KM432Bz obtenu par PCR utilisant les amorces oligonucléotidiques 6 et 7 (tableau M. 5). La 

sonde a été purifiée en utilisant le kit Geneclean® (MP Biomedicals) puis marquée à la 

digoxygénine (DIG) (Figure M. 4) à l’aide de la technique de « random priming ». La 

technique de « random priming » consiste à polymériser le brin complémentaire de l’ADN 

d’intérêt (ou de la sonde) en utilisant des hexamères monobrins (brins composés de six 

nucléotides aléatoires) comme matrice au fragment de Klenow de l’ADN polymérase I. La 
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polymérisation a été réalisée à l’aide d’un mélange de dNTP dont un marqué à la 

digoxygénine (DIG-11dUTP). Le brin d’ADN néosynthétisé qui aurait incorporé le DIG-

11dUTP serait alors marqué et servirait de sonde lors de l’hybridation. 

 Le mode opératoire du marquage est décrit dans le kit « DIG High Prime DNA Labeling and 

Detection Starter Kit II » (Roche). 

       

 

                                   Figure M. 4. La digoxygénine-11-dUTP (DIG-11dUTP). 

 

La quantité d’ADN marqué a été déterminée en suivant la procédure de détection 

immunologique de révélation décrite par le fournisseur en utilisant un ADN contrôle 

préalablement marqué à la DIG fourni par le fournisseur. 

 

c. Hybridation 

Environ 1 µg d’ADN marqué a été dénaturé 5 min à 94°C avant d’être mis en contact avec la 

membrane HybondTM-N+ (voir partie II.2.4.a.) dans un tampon d’hybridation (Tampon DIG 

Easy Hyb) fourni par le kit « DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II » 

(Roche) suivant le procédé décrit par le kit. L’hybridation de la sonde d’ADN avec la 

membrane a été réalisée à 55°C pendant la nuit avec rotation dans des tubes d’hybridation 

dans un four à hybridation Isotemp (Fisher Scientific). 

 

d. Détection et révélation du signal 

Les sondes hybridées ont été détectées immunologiquement en ajoutant des anticorps anti-

DIG fourni par le kit « DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II » (Roche) 

puis visualisées grâce à la chimioluminescence émise suite à la déphosphorylation du substrat 

chimioluminescent de la phosphatase alcaline : le disodium 2-chloro-5-(4-methoxyspiro [1,2-

dioxetane-3,2'-(5'-chloro) tricyclo [3.3.1.1(3,7)] decan]-4-yl)-1-phenyl phosphate (CSPD) 

(Figure M. 5).  
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Figure M. 5. Déphosphorylation du CSPD par la phosphatase alcaline (« DIG High Prime 
DNA Labeling and Detection Starter Kit II » (Roche)). 
 

La chimioluminescence est basée sur une émission de lumière provoquée par la 

dissipation de l'énergie d'une molécule qui se trouve dans un état excité par une réaction 

chimique. La déphosphorylation du CSPD par la phosphatase alcaline provoque une émission 

de lumière dans le domaine du visible avec un maximum d’absorbance à 477 nm. Pour cela, 

la membrane a été lavée par du SSC 2X en présence de SDS 0,1% (m/v), deux fois pendant 5 

min puis par du SSC 0,5X deux fois pendant 15 min avant d’être traitée suivant les 

recommandations du fournisseur. Le signal a été révélé par chimioluminescence à l’aide d’un 

appareil de Fusion Fx7 (Vilber Lourmat).  

 

e. Déshybridation et conservation de la membrane 

Afin d’hybrider la membrane HybondTM-N+ avec une nouvelle sonde, cette dernière a été 

déshybridée suivant l’une des deux méthodes suivantes : 

 

• Déshybridation thermique 

La membrane a été immergée trois fois dans 500 ml de solution bouillante de SDS à 0,1% 

(m/v) puis rincée par une solution SSC 2X avant d’être séchée dans une étuve (Memmert) à 

80°C.  

 

• Déshybridation chimique  

La membrane a été rincée abondamment deux fois avec de l’eau distillée puis lavée avec du 

NaOH 0,2 M contenant du SDS 0,1% (m/v) pendant 15 min à 37°C. La membrane a ensuite 

été rincée 5 min avec une solution SSC 2X avant d’être séchée dans une étuve (Memmert) à 

80°C et conservée à 4°C entre deux feuilles de papier Whatman (GB 003) secs. 
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II.3.  Clonages  

II.3.1. Préparation des inserts d’ADN  

Les inserts d’ADN ont été obtenus soit par PCR (II.2.1.) soit par digestion 

enzymatique par HindIII ( II.1.3.). 

Les inserts d’ADN obtenus par digestion enzymatique par HindIII ont été directement extraits 

à partir du gel à 0,5% d’agarose (Qbiogene) dans du tampon TAE puis ont été visualisés sur 

plaque UV suivant la même procédure présentée dans le paragraphe I.2.2.a.  

La purification des fragments d’ADN a été réalisée directement à partir du produit PCR ou 

bien par élution du gel d’agarose suivant le procédé commercial fourni par le kit « Geneclean 

Turbo » (MP Biomedicals). 

 

II.3.2. Préparation des vecteurs  

 Les caractéristiques des vecteurs utilisés sont présentées dans le tableau M. 2. 

 

a. Digestion 

 Le plasmide pGEM®-T Easy a été fourni sous forme linéaire par le kit commercial 

« pGEM®-T Easy vector system » (Promega). Il n’était donc pas nécessaire de le digérer 

avant la réaction de ligation. La digestion du vecteur pBR322 (environ 1 µg) a été réalisée en 

rajoutant 1 UE d’HindIII, (NEB) et 2 µl de tampon Tris-HCl 10 mM, NaCl 50 mM, MgCl2 

10 mM, Dithiothreitol 1 mM, pH 7.9 (NEB) dans un volume final de 10 µl pendant une nuit à 

37°C. La réaction enzymatique a ensuite été arrêtée par une incubation à 65°C pendant 20 

min. 

 

b. Déphosphorylation 

 Les plasmides pBR322 linéarisés après digestion enzymatique ont été déphosphorylés 

avant la réaction de ligation afin d’éviter l’autoligation des plasmides. Les groupements 

phosphate présents à l’extrémité 5’ du vecteur ont été éliminés sous l’action de la phosphatase 

alcaline empêchant ainsi la formation de ponts phosphodiester entre les deux extrémités ainsi 

déphosphorylées du plasmide avant traitement à la ligase. La réaction de déphosphorylation a 

été réalisée en ajoutant à 1 µg de plasmide, 1 UE de phosphatase alcaline extraite d’intestin de 

veau (NEB) et 2 µl de tampon Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 10 mM, dithiothréitol 

1 mM, pH 7.9 (NEB) dans un volume final de 20 µl. L’ensemble a été incubé à 37°C pendant 

1 h. La réaction enzymatique a ensuite été arrêtée par une incubation à 65°C pendant 20 min. 
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Afin d’éliminer les réactifs ayant servi à la digestion et à la déphosphorylation, les plasmides 

ont été purifiés grâce au procédé commercial « Geneclean Turbo® » (MP Biomedicals). 

 

II.3.3. Ligation (conditions)  

 La masse de l’insert utilisé pour la ligation dépend de sa taille ainsi que de la taille et 

la quantité du plasmide dans lequel cet insert est intégré. Pour la ligation utilisant les deux 

vecteurs, la masse d’insert nécessaire à chaque réaction de ligation a été calculée en suivant la 

formule suivante :  

 

             Masse insert (ng) =    

                                                               

Des rapports molaires insert /vecteur de 6:1, 9:1, 10:1, 15:1, 20:1 ont été réalisés.  

Afin d’éliminer les réactifs, les produits de ligation ont été purifiés avant transformation des 

cellules compétentes à l’aide du kit « Geneclean Turbo® » (MP Biomedicals) puis quantifiés 

après migration sur gel à 1% d’agarose (Qbiogene). Le procédé de quantification est présenté 

dans le pragaraphe II.1.2. 

 

a. pGEM®-T Easy  

 La ligation des fragments d’ADN dans le vecteur pGEM®-T Easy a été réalisée selon 

le procédé commercial (Promega).  

L’isopropyl β-D-1 thiogalactopyranoside (IPTG), un analogue du galactose, induit 

l’expression de la β-galactosidase qui hydrolyse à son tour le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

beta-D-galactopyranoside (X-Gal), un substrat chromogène, donnant ainsi une coloration 

bleue aux colonies bactériennes. Le site de ligation étant situé dans le gène lacZ codant la β-

galactosidase, l’insertion d’une séquence d’ADN dans le vecteur inactive l’enzyme qui n’est 

plus exprimée dans les bactéries transformées même en présence d’IPTG. L’X-Gal n’est donc 

plus hydrolysé et les bactéries porteuses d’un plasmide recombinant observées sont alors de 

couleur blanche. 

La réaction de ligation a été réalisée en utilisant 50 ng de vecteur pGEM-T Easy® auxquels 

sont rajoutés 3 UE de ligase de l’ADN du phage T4 (Promega), 5 µl de tampon 2X 

(Promega) et d’insert, dont la masse a été calculée suivant le rapport présenté dans le 

paragraphe II.3.3., dans un volume final de 10 µl. L’ensemble a été incubé à 4°C pendant la 

 
 
x masse vecteur (ng)  x taille de l’insert (kb)     [insert] 

taille du vecteur (kb)                       [vecteur]  
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nuit. Un contrôle positif de ligation comprenant un insert d’ADN témoin fourni par le kit a été 

réalisé dans les conditions de ligation décrites précédemment. 

 

b. pBR322 

 La réaction de ligation a été réalisée en  mélangant 50 à 70 ng de plasmide linéarisé 

par HindIII suivant les mêmes conditions de digestions présentées dans le paragraphe II.1.3., 

1 UE de ligase d’ADN d’E. coli (NEB), 2 µl de tampon Tris-HCl 30 mM, MgCl2 4 mM, NAD 

26 µM, dithiothréitol 1 mM, BSA 50 µg/ml, pH 8.0 (NEB) et d’insert, dont la masse a été 

calculée suivant le rapport présenté dans le paragraphe II.3.3., dans un volume final de 10 µl 

pendant une nuit à 4 °C.  

 

II.3.4. Préparation de cellules compétentes  

Afin de faciliter la transformation bactérienne par choc thermique, les bactéries d’E. 

coli DH5α ont été rendues compétentes par perméabilisation de leur paroi après traitement 

chimique au chlorure de calcium (CaCl2) (Dagert et Ehrlich, 1979). 

E. coli DH5α a été cultivée dans 50 ml de milieu LB à 37°C sous agitation pendant 2 heures 

jusqu’à une A620nm égale à 0,2. Les cellules ont été ensuite centrifugées à 3500 g pendant 12 

min à 4°C et le culot bactérien repris dans 20 ml de CaCl2 0,1 M froid et incubé 20 min dans 

de la glace. L’ensemble a ensuite été centrifugé à 3500 g pendant 10 min à 4°C avant d’être 

resuspendu dans 0,5 ml de CaCl2 0,1 M. Les bactéries ainsi traitées ont ensuite été incubées 

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

 

II.3.5. Transformation  

50 µl des bactéries rendues compétentes ont été transformées avec 10 à 100 ng d’ADN 

issu du mélange de ligation après une incubation de 10 min sur glace puis d’un choc 

thermique à 37°C pendant 5 min. Les bactéries ont ensuite été cultivées dans 1 ml de LB 

pendant 2 h. 100 µl des suspensions bactériennes ont été étalés sur des milieux sélectifs 

(ampicilline 100 µg/ml, IPTG 0,5 M et X-Gal 80 µg/ml pour le vecteur pGEM-T® 

Easy/ ampicilline 100 µg/ml pour pBR322) et incubés à 37°C pendant une nuit.  

Des bactéries non transformées, utilisées comme contrôle de stérilité, ont été étalées sur les 

mêmes milieux sélectifs décrits précédemment. D’autres bactéries transformées avec 10 à 100 

ng de plasmide non recombinant, selon le même protocole de transformation décrit 

précédemment, ont été utilisées comme contrôle de compétence des bactéries.  
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II.3.6. Sélection des clones  

 Les colonies observées sur boîtes ont été sélectionnées et repiquées sur des boîtes de 

même composition. 

Afin de vérifier que les clones ont bien intégré l’insert, une amplification par PCR en utilisant 

le cycle de température suivant [5 min à 95°C puis 35 cycles (30 s à 94°C, 30 s à 55°C, 3 min 

à 72 °C), puis 5 min à 72°C] à l’aide d’un thermocycleur Mastercycler Personal (Eppendorf) a 

été réalisée en utilisant une colonie bactérienne (dans 20 µl d’eau distillée stérile) de chacun 

des clones positifs sélectionnés comme matrice et les amorces oligonucléotidiques servant à 

amplifier l’insert (1 et 2 pour le vecteur pGEM®-T Easy / 6 et 7 pour le vecteur pBR322 

(Tableau M. 5). Les conditions expérimentales de la préparation des échantillons sont 

présentées dans le paragraphe II.2.1. 

 

II.4.  Séquençage 

Le séquençage d’ADN a été réalisé par les sociétés Eurofins MWG et Genomics. 

L’interprétation logicielle des chromatogrammes a été vérifiée manuellement. 

 

III. Production et purification de la bactériocine KM432Bz  

III.1.  Culture de la souche KM432Bz 

 La souche Ln. pseudomesenteroides KM432Bz a été cultivée dans 2 l de milieu MRS 

à 30°C sans agitation jusqu’à la phase stationnaire de croissance pendant une nuit. 

 

III.2.  Purification de la bactériocine KM432Bz  

III.2.1. Préparation et traitement du surnageant de culture 

Les cultures bactériennes ont été centrifugées à 8000 g pendant 15 min à 4°C, le 

surnageant chauffé à 80°C pour dégrader les protéines/ peptides sensibles à la chaleur et le pH 

ajusté à 6,5 afin de neutraliser l’acide lactique produit par les bactéries lactiques. L’acide 

lactique possède des propriétés antibactériennes qui pourraient interférer avec celles de la 

bactériocine produite par la souche Ln. pseudomesenteroides KM432Bz.  
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III.2.2. Précipitation au sulfate d’ammonium et dialyse 

Le surnageant a été précipité à 60% de saturation en sulfate d’ammonium (37,32 g de 

sulfate d’ammonium pour 100 ml de solution) à 4 °C puis centrifugé à 20000 g pendant 30 

min à 4°C. Le culot a été repris dans 200 ml d’eau MilliQ ® et dialysé pendant environ 20 h à 

l’aide de membranes de dialyse (Spectra-Por®3, MWCO 3,5 kDa) contre de l’eau MilliQ®. 

Une fois l’excès de sels éliminé, l’ensemble a été lyophilisé pendant la nuit et conservé à       -

20 °C. 

 

III.2.3. Extraction en phase solide sur cartouche C18 (35cc) 

Le lyophilisat du surnageant a été resuspendu dans 37,5 ml d’acétate d’ammonium 25 mM 

pH 6,5 et déposé sur une cartouche SepPak® C18 (Waters Corp.) préalablement régénérée 

avec 120 ml d’isopropanol 80% (v/v), lavée et équilibrée avec 200 ml d’acétate d’ammonium 

25 mM pH 6,5. Des élutions ont été réalisées avec 20, 30, 40, 50 et 60% (v/v) d’isopropanol 

dans de l’acétate d’ammonium 25 mM pH 6,5. Afin d’identifier les fractions renfermant le 

peptide actif, les différentes fractions ont été testées sur la souche sensible Lc. sakei en 

utilisant la méthode des tests en milieu solide présentée dans le paragraphe I.4.1. Tout 

l’isopropanol présent dans les fractions a été évaporé des fractions actives à l’aide d’un 

évaporateur rotatif (Laborota 4000, Heidolph) puis les fractions ont été lyophilisées et 

conservées à -20 °C. 

 

III.2.4. Purification par chromatographie liquide haute    
   performance (C18 Inertsil ODS2) 

Le lyophilisat a été repris par 250 µl d’un tampon d’acétate d’ammonium 25 mM pH 6,5 

renfermant 10% (v/v) d’acétonitrile (ACN) puis purifié par chromatographie liquide haute 

performance (CLHP) en phase inverse C18 sur une colonne Inertsil ODS2 (Interchim, 5 µm, 

250 mm x 4,6 mm) à l’aide d’une élution isocratique d’acide trifluoroacétique (TFA) 0,1% 

(v/v) dans H2O 100% pendant 5 min puis d’un gradient d’acétonitrile (ACN) de 0 à 100% 

pendant 30 min avec un débit d’1 ml/min. Les différents pics ont été détectés à 226 nm sur 

une chaîne CLHP Ultimate 3000 (Dionex) et ont été récoltés manuellement et testés contre 

Lc. sakei suivant la méthode des tests en milieu solide présentée dans le paragraphe I.4.1 afin 

d’identifier le pic renfermant l’activité antibactérienne. 
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IV. Caractérisation de la bactériocine KM432Bz  

IV.1. Dosage de la bactériocine KM432Bz 

IV.1.1. Dosage de Bradford 

 C'est une méthode basée sur la formation d’un complexe entre les protéines ou 

peptides et un colorant : le bleu de Coomassie G-250 ou réactif de Bradford. En milieu acide, 

ce réactif, rouge/brun à l'état libre, prend une teinte bleue lorsqu’il est lié aux protéines/ 

peptides et plus particulièrement aux acides aminés basiques (principalement l’arginine) et 

présente par conséquent un coefficient d'extinction molaire élevé à 595 nm. Les fractions 

actives en sortie de CLHP ont été dosées à l’aide de cette méthode. 

Le dosage de Bradford a été réalisé en suivant les instructions du kit « Coomassie Protein 

Assay Kit » (Pierce). Afin de réaliser une gamme étalon, le réactif de Bradford a été rajouté à 

une gamme de dilution de BSA (30 � 2,5 µg/ml). L’A595nm de chaque échantillon a été 

mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre Uvikon 9 x 3 (Bioserv). L’échantillon d’intérêt a 

subi le même traitement que la BSA et sa concentration a été déterminée en se référant à la 

gamme étalon de la BSA.  

 

IV.1.2. Absorbance à 280 nm 

 Une mesure de l’absorbance de la fraction en sortie de CHLP renfermant la 

bactériocine KM432Bz a été effectuée à 280 nm après évaporation de l’ACN au Speedvac. La 

concentration de la bactériocine a été calculée suivant la loi de Beer Lambert : A = l ε C, en 

utilisant le coefficient d'extinction molaire théorique 14105 M-1.cm-1 estimé à partir de la 

séquence en acides aminés (http://www.expasy.org/cgi-bin/protparam).  

- A : absorbance. 
- ε : le coefficient d’absorption molaire en M-1 cm-1. 
- l : la largeur de cuve en cm. 
- C : la concentration de la solution en M. 
 

IV.2. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide SDS Tris-tricine (SDS-
   PAGE) 

L’électrophorèse sur gel de polyacrylamide SDS Tris-tricine (SDS-PAGE) permet la 

séparation des peptides et des protéines en fonction de leur masse moléculaire.  
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IV.2.1. Préparation du gel et des échantillons 

La tricine possède une charge négative moins importante que la glycine ce qui lui 

confère une migration plus rapide en électrophorèse et permet donc la séparation de peptides 

(Schagger et von Jagow, 1987). 

Deux fois 10 µl de la fraction en sortie de CLHP correspondant à la bactériocine pure ont été 

bouillis 5 min dans un mélange Laemmli/tampon de charge (Tris 80 mM, glycine 200 mM, 

SDS 0,1% (m/v), dithiothréitol (DTT) 40 mM, glycérol 7% (v/v), bleu de bromophénol 0,1%, 

pH 8,8) avant d’être chargés sur un gel de polyacrylamide SDS Tris-tricine. Un gel de 

séparation : acrylamide 16,5% (m/v), bis-acrylamide 0,5% (m/v), Tris 3 M, pH 8,45, 0,1% 

SDS (m/v) est surmonté d’un gel de concentration : acrylamide 3,8% (m/v) et bis-acrylamide 

0,1% (m/v), Tris 3 M, SDS 0,07% (m/v), pH 8,45. La migration a été réalisée à 90 V pendant 

1 h dans un tampon anode (Tris 0,2 M, pH 8,9) et un tampon cathode (Tris 0,1 M, tricine 0,1 

M, SDS 0,1% (m/v), pH 8,25).  

Trois marqueurs de poids moléculaire ont été utilisés : Polypeptide à raison de 40 µg/ puits 

(Bio-Rad), Broad Range Marker à raison de 20 µg/ puits (NEB) et Spectra Multicolor Low 

Range Protein Ladder à raison de 10 µg/ puits (Fermentas). Les deux fractions CLHP 

correspondant à la bactériocine bouillie dans un mélange Laemmli/ tampon de charge ont été 

déposées sur le gel Tris tricine (20 µl/ puits). La migration a été réalisée à 60 V pendant 1 h à 

l’aide d’un générateur Pharmacia (Fine Chemical). A l’aide d’un scalpel, le gel a ensuite été 

délicatement séparé en deux parties dont l’une servira à la coloration au bleu de Coomassie et 

à l’argent et l’autre au test antimicrobien (gel overlay).  

 

IV.2.2. Colorations  

a. Au bleu de Coomassie G-250 (principe présenté dans le 
   paragragraphe IV.1.a)  

Le gel a été incubé dans une solution de coloration (éthanol 40% (v/v), acide acétique 7% 

(v/v) et Bleu de Coomassie G-250 0,0025% (m/v)) sous agitation douce pendant la nuit puis 

rincé abondamment à l’eau MilliQ® avant d’être mis en contact avec une solution de 

décoloration (éthanol 40% (v/v), formaldéhyde 13,5% (v/v)) pendant 30 min. Le gel a ensuite 

été rincé à l’eau MilliQ® pour éliminer la solution de décoloration avant d’être coloré au 

nitrate d’argent dix à cent fois plus sensible que la technique de coloration au bleu de 

Coomassie G-250. 
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b. Au nitrate d’argent  

 La technique de coloration au nitrate d’argent repose sur la réduction, facilitée par la 

présence des protéines, de sels d'argent en argent métallique. 

Le gel a été rincé directement à l’eau MilliQ®, s’il a été préalablement soumis à la coloration 

au bleu de Coomassie G-250, sinon directement incubé dans une solution de fixation 

(méthanol 40% (v/v), formaldéhyde 13,5% (v/v)) pendant 10 min avant d’être rincé à l’eau 

MilliQ ® 2 fois 5 min. Le gel a ensuite été incubé 1 min dans du thiosulfate de sodium 0,02% 

(m/v) puis rincé à l’eau MilliQ® avant d’être incubé dans une solution de nitrate d’argent 

0,1% (m/v) puis rincé à nouveau à l’eau MilliQ®. Puis, le gel a été traité par une solution de 

développement (Na2CO3 3% (m/v), Na2S2O3 0,0004% (m/v) et formaldéhyde 0,05% (m/v). 

Enfin, le gel a été incubé dans 30 ml de solution de développement en présence d’un agent 

fixateur de coloration, le formaldéhyde à 15% jusqu’à l’apparition de bandes d’intensité 

adéquate puis la réaction de révélation a été arrêtée par addition d’1,5 ml d’acide citrique 2,3 

M. Après révélation des bandes protéiques, le gel a été incubé 10 min dans la solution avant 

d’être rincé à l’eau. Les gels colorés ont été incubés dans une solution de séchage (10% 

éthanol (v/v), 4% glycérol (v/v)) pendant 10 min et séchés entre deux feuilles de cellophane, 

préalablement immergées dans la solution de séchage, pendant 48 à 72 h. 

 

IV.2.3. Détection d’activité antibactérienne sur gel (gel overlay)  

Afin de visualiser la bande protéique correspondant à la bactériocine, la partie de gel 

qui n’a pas été colorée est soumise à un test antibactérien avec la souche Li. monocytogenes. 

La partie du gel qui n’a pas été colorée a été traitée pendant une nuit par une solution de 

fixation (isopropanol 15% (v/v) et acide acétique 10% (v/v)) puis lavée 4 h à l’eau MilliQ® et 

enfin rincée à l’eau distillée stérile. Le gel a ensuite été déposé sur 3 ml de gélose molle de 

BHI (Tableau M. 1) préalablement coulée dans une boîte de pétri. L’ensemble a été recouvert 

par 5 ml de gélose molle de BHI contenant 0,5% (v/v) de la culture bactérienne de Li. 

monocytogenes à A260nm=0,2 et incubé pendant une nuit. 

 

IV.3. Spectrométrie de masse  

 La spectrométrie de masse consiste à déterminer la masse moléculaire précise des 

peptides et des protéines en produisant des ions à l’état gazeux à partir d’un échantillon 

donné. La masse moléculaire de l’échantillon analysé est ensuite mesurée à partir du rapport 

masse/charge (m/z). 
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Dans mon étude, j’ai utilisé deux techniques : MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser 

Desorption Ionization-Time of Flight- Mass Spectrometry) et la spectrométrie de masse en 

mode ESI (ElectroSpray Ionisation) et en mode tandem MS-MS. Les analyses de la pureté et 

la masse de la bactériocine ont été réalisées par MALDI-TOF-MS et le séquençage des 

peptides par MS-MS à l’aide d’un appareil ESI-Qq-TOF (Electrospray Ionisation-Quadripole-

Time of Flight) (Applied Biosystems). 

 

IV.3.1. MALDI-TOF  

 En spectrométrie de masse MALDI-TOF, la molécule mélangée à une matrice est 

ionisée par un laser conduisant ainsi à la désorption d’un mélange matrice et molécules 

d’intérêt ionisées. Par sa position dans le prolongement de la source, l’analyseur TOF peut 

fonctionner en mode linéaire ou en mode réflectron. Seule l’analyse en mode linéaire a été 

réalisée au cours de notre étude. 

La bactériocine a été analysée sur spectromètre de masse MALDI-TOF Voyager-DE-PRO 

(Applied Biosystems). Les échantillons ont été co-cristallisés avec une matrice d’acide α-

cyano-4-hydroxycinamique selon la méthode sandwich. Pour cela, un volume de 0,5 µl de 

matrice dans l’acétone a été déposé sur la plaque. Après séchage, 1 µl d’échantillon puis 1 µl 

de matrice contenue dans une solution d’ACN à 70% dans de l’acide formique (AF) à 0,1%, 

ont été déposés sur la plaque. L’échantillon a été ionisé puis accéléré avec une tension de 

20 000 V. Les mesures ont été réalisées en mode linéaire avec une détection des ions en mode 

positif et un temps de latence de 150 ns sous 100 acquisitions. 

 

IV.3.2. ESI-qTOF  

La spectrométrie de masse en mode MS-MS réalisée avec une source électrospray 

permet d’obtenir des informations sur la séquence des peptides et consiste en la désolvatation 

d’ions générés sous l’influence d’un champ électrique intense appliqué à la surface d’un 

liquide et à pression atmosphérique. 

L’échantillon en solution a été introduit dans la source par infusion directe à l’aide d’une 

pompe à seringue. Un couplage à une CLHP permet de séparer préalablement les différentes 

molécules de l’échantillon. Il a été introduit avec un faible débit (1 à 10 µl.min-1) dans un 

capillaire qui a été porté à un haut potentiel électrique. Afin de déterminer la masse 

moléculaire précise de la bactériocine KM432Bz et d’obtenir les éléments de séquence, la 

fraction en sortie de CLHP correspondant à la bactériocine native a été analysée par LC-MS 
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sur un appareil qQ-TOF, QSTAR Pulsar (Applied Biosystems) équipé d’une source nanospray 

(nano-ESI) en mode positif. 

 

IV.4. Détermination de la séquence peptidique  

IV.4.1. Réduction et alkylation  

 La réaction de réduction a été réalisée afin de réduire les ponts disulfures formés par 

des cystéines qui pourraient empêcher l’hydrolyse enzymatique et ainsi le séquençage 

peptidique de la bactériocine. La réaction d’alkylation qui suit empêche la reformation des 

ponts disulfures réduits précédemment. L’ACN et le TFA ont été éliminés de la fraction 

CLHP renfermant la bactériocine KM432Bz à 20 µM par évaporation au Speedvac®. 50 µl de 

l’échantillon renfermant la bactériocine a ensuite été ajouté à de l’EDTA 2 mM, chlorure de 

guanidium 6 M et DTT 4 M, dans du tampon Tris-HCl 0,5 M, pH 7,5 puis dégazé à l’azote 

avant d’être incubé à 45°C pendant 1 h. Le mélange réactionnel a ensuite été incubé à 45°C  

pendant 10 min après addition de 2 µl de 4-vinylpyridine (970 µg/ml final). 

 

IV.4.2. Digestions enzymatiques  

50 µl de la bactériocine réduite et alkylée à 20 µM ont été ajoutés à 50 µl de tampon 

NH4HCO3 50 mM, pH 8 contenant 20 ng/µl de trypsine bovine (Sigma) ou d’endoprotéinase 

GluC (Roche) et incubés à 37°C pour la trypsine ou à 25°C pour la GluC pendant la nuit. Les 

mélanges réactionnels ont été dessalés sur ZipTip C18 (Omix, Varian) avant analyse par 

spectrométrie de masse. 

 

IV.4.3. Séquençage par dégradation d’Edman  

Cette technique permet de séquencer les peptides ou protéines en identifiant le résidu 

N-terminal à chaque cycle. La fonction amine de l'acide aminé en position N-terminale de la 

chaîne peptidique est d’abord traitée à pH alcalin par le phénylisothiocyanate (PITC), appelé 

aussi réactif d'Edman. Le dérivé phénylthiocarbamyle (PTC) de la protéine ou du peptide 

ainsi obtenu est traité par un acide anhydre qui permet le clivage de la liaison peptidique du 

premier acide aminé en position N-terminale. 

Après réarrangement du dérivé anilinothiazolinone, acide aminé instable, en 

phénylthiohydantoïne-acide aminé (PTH-Aa), ce dérivé a été identifié par CLHP. La 

dégradation s’est poursuivie en répétant plusieurs fois ce cycle de réactions. 
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Le séquençage a été réalisé par M. Jacques D’Alayer sur la plate-forme d’analyse et de 

microséquençage de l’Institut Pasteur. 

 

a. Purification du peptide réduit et alkylé par CLHP  

La bactériocine réduite et alkylée a été clivée par la trypsine et injectée sur colonne en ligne 

de DEAE (35 x 1,5 mm) - C18 (150 x 1,5mm). Un lavage de 30 min a ensuite été réalisé par 

une solution contenant de l’ACN 2% dans du TFA aqueux à 0,1% afin d’éliminer le DTT 

utilisé lors de la réduction. Le peptide a ensuite été purifié en utilisant un gradient de 2 à 70% 

d’ACN dans 0,1% de TFA aqueux avec un débit de 60 µl/min.  

Puis, le peptide a été transféré soit sur fibre de verre Biobrene soit sur membrane ProSorb 

(PVDF), deux supports qui retiennent le peptide. 

 

b. Dégradation d’Edman 

Le peptide immobilisé a été soumis à la dégradation d’Edman à l’aide d’un séquenceur 

Procise 492 (Applied Biosystems) et les acides aminés identifiés en CLHP. 

 

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

La fragmentation a été réalisée par un transfert d’énergie supplémentaire qui permet de 

rompre les liaisons covalentes. Dans le spectromètre utilisé lors de cette étude, ce transfert 

d’énergie a été la dissociation induite par collision (CID). L’ion à fragmenter est entré en 

collision avec les atomes d’un gaz non chargé. Ces collisions ont augmenté l’énergie interne 

des ions pour les activer et provoquer leur décomposition. Les rapports m/z des fragments 

produits ont été alors analysés. 

Les fragments générés lors de la digestion à la trypsine ou l’endoprotéinase GluC ont été 

analysés par micro-CLHP-MS-MS (chaîne Ultimate 3000 Dionex U3000, Q-STAR Pulsar 

Qq-TOF). La séparation a été effectuée sur une colonne Zorbax 300 SB C8 (300 Å, 3,5 µm, 

150 mm x 1 mm, Agilent) avec un gradient allant de 0 à 60% d’ACN dans 0,1% d’acide 

formique pendant 20 min avec un débit de 40 µl/min. Les expιriences de dissociations 

induites par collisions ont ιtι rιalisιes sur le fragment C-terminal avec une énergie de collision 

de 100 eV. 
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Caractérisation d’une bactériocine produite par une souche 
de Leuconostoc pseudomesenteroides isolée du boza 

 La boza ou buza, signifiant céréales en persan, est une boisson traditionnelle fermentée 

(Figure II. 1a) consommée en Turquie et dans la région des Balkans (Figure II. 1b). De 

consistance épaisse, le boza est sucré, acidulé et peu alcoolisé. La recette de cette boisson 

diffère en fonction des régions. Ainsi, le boza est préparé à partir de germes de blé en 

Albanie, de blé fermenté en Turquie et de blé et/ ou de céréales en Bulgarie et en Roumanie.  

 

                                                    

        Figure II. 1°. Le boza.                                    Figure II. 1b. La région des Balkans. 
      (http://www.recipeturk.com/viewing-recipe-1-228/desserts/boza.html).                                                                  (http://www.ladocumentationfrancaise.fr/dossiers/europe-balkans/carte-balkans-union-europeenne.shtml). 

 

 Le boza a été fabriqué la première fois par les Turcs d’Asie centrale au Xe siècle. Plus 

tard, il a été importé dans les Balkans et le Caucase par l’empire Ottoman. Cette boisson était 

consommée librement dans ces régions jusqu’au XVIIe siècle lorsqu’elle a été interdite par le 

Sultan Mehmed IV et remplacée par un nouveau type de boisson non alcoolisée, plus sucrée, 

consommée habituellement en Albanie. Malgré son interdiction dans la région, le boza a 

continué à être consommé en particulier par les soldats qui lui attribuaient des qualités 

énergisantes. Depuis, les habitants des Balkans lui ont conféré de nombreuses propriétés telles 

que la régulation de la pression artérielle, l’augmentation de la lactation chez la femme, 

l’amélioration de la digestion ainsi que la bioconservation (http://www.pacaraboza.com/eng/boza.php). 

 Par ses nombreuses vertus et sa popularité, le boza a suscité l’intérêt de nombreux 

chercheurs. Il a été montré que cette boisson renfermait différents microorganismes 

responsables de la fermentation parmi lesquels les genres bactériens Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc et Pediococcus ainsi que des levures du genre Saccharomyces 

(Gotcheva et al., 2000, Hancioğlu et Karapinar, 1997, Kabadjova et al., 2000, Zorba et al., 



Chapitre II – La leucocine KM432Bz 

 117 

2003). Ensuite, il a été rapporté que parmi ces bactéries, certaines comme Lb. fermentum, Lb. 

lactis, Lb. plantarum et Ln. mesenteroides étaient productrices de bactériocines et porteuses 

de propriétés probiotiques à l’origine d’une partie de la bonne conservation du boza (Todorov 

et Dicks, 2004, Todorov et Dicks, 2005a, Todorov et al., 2006c, von Mollendorff et al., 2006) 

(Tableau II. 1).  

 

Tableau II. 1. Bactéries productrices de bactériocines isolées du boza. 

Bactérie Bactériocine Référence 

Enterococcus faeciumST62BZ ST62BZ (Todorov, 2010) 

Lactobacillus fermentum JW11BZ ND (von Mollendorff et al., 2006) 

Lactobacillus fermentum JW15BZ ND (von Mollendorff et al., 2006) 

Lactobacillus paracasei ST242BZ ST242BZ (Todorov et al., 2006c) 

Lactobacillus paracasei ST284BZ ST284BZ (Todorov et Dicks, 2006d) 

Lactobacillus pentosus ST712BZ ST712BZ (Todorov et Dicks, 2006d) 

Lactobacillus plantarum JW3BZ ND (von Mollendorff et al., 2006) 

Lactobacillus plantarum JW6BZ ND (von Mollendorff et al., 2006) 

Lactobacillus plantarum ST194BZ ST194BZ (Todorov et Dicks, 2006d) 

Lactobacillus plantarum ST414BZ ST414BZ (Todorov et Dicks, 2006d) 

Lactobacillus plantarum ST69BZ ST69BZ (Todorov, 2010) 

Lactobacillus plantarum ST664BZ ST664BZ Todorov S.D., Dicks L.M.T., 2006 

Lactobacillus rhamnosus ST461BZ ST461BZ Todorov S.D., Dicks L.M.T., 2006 

Lactobacillus rhamnosus ST462BZ ST462BZ Todorov S.D., Dicks L.M.T., 2006 

Lactococcus lactis ST63BZ ST63BZ (Todorov, 2010) 

Lactococcus lactis ST611BZ ST611BZ (Todorov, 2010) 

Lactococcus lactis ST612BZ ST612BZ (Todorov, 2010) 

Lactococcus lactis subsp. lactis BZ Lactococcine BZ (Şahingil et al., 2009) 

Lactococcus lactis subsp. lactis B14 Bozacine 14 (Kabadjova et al., 2000) 

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum 
ST99 

Mésentéricine ST99 (Todorov et Dicks, 2004) 

Pediococcus pentosaceus ST18 Pédiocine ST18 (Todorov et Dicks, 2005b) 

ND : Non Déterminé. 

 

 Les bactériocines produites par ces bactéries présentent une activité antimicrobienne 

dirigée contre des pathogènes responsables d’infections parmi eux, E. faecalis, Li. 

monocytogenes,… (Todorov et Dicks, 2004, von Mollendorff et al., 2006)). Enfin, la 

propriété de bioconservation ainsi que les bienfaits du boza pourraient encourager sa 

consommation dans certains pays où des épidémies d’infections causées par une mauvaise 

conservation des denrées alimentaires sont récurrentes. 
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 Parmi les bactéries retrouvées dans le boza, les genres Lactobacillus et Leuconostoc 

sont les plus répandus (Hancioğlu et Karapinar, 1997). Le genre Leuconostoc regroupe des 

bactéries lactiques à Gram positif hétérofermentaires, anaéorobies facultatives et dépourvues 

de catalase (Gravie et al., 1986). Il renferme, par ailleurs, différentes espèces bactériennes 

parmi lesquelles Leuconostoc carnosum (Ln. carnosum), Leuconostoc citreum (Ln. citreum), 

Leuconostoc durionis, Leuconostoc fallax, Leuconostoc gelidum (Ln. gelidum), Ln. 

mesenteroides,… (Euzeby, 1997) présentes le plus souvent en association avec des végétaux 

et dans la viande mais aussi dans le lait et les produits laitiers (Hemme et Foucaud-

Scheunemann, 2004). Ces bactéries participent à la préparation de nombreux produits 

alimentaires fermentés en optimisant leur goût et leur texture (Hemme et Foucaud-

Scheunemann, 2004, Steinkraus, 2002) ainsi qu’à leur bioconservation (Ogier et al., 2008, 

Steinkraus, 2002, Trias et al., 2008). La bioconservation des aliments par ces bactéries se fait 

principalement à travers l’acidification du milieu et la production de bactériocines (Héchard et 

al., 1999, Mathieu et al., 1993, Steinkraus, 2002 ) (voir chapitre I V. Les applications des 

bactériocines). 

L’effet antimicrobien dû aux bactériocines produites par Leuconostoc sp. a été observé pour la 

première fois dans les années 90 (Ahn et Stiles, 1990). Plus tard, différentes bactériocines 

produites par Leuconostoc sp. ont été isolées (Tableau II. 2) parmi lesquelles quelques unes 

ont été caractérisées (Figure II. 2). 

Parmi ces bactériocines, la leucocine A-UAL 187, produite par Ln. gelidum A-UAL 187 

(Hastings et al., 1991), la leucocine B-Ta11a produite par Ln. carnosum Ta11a (Felix et al., 

1994), la mésentéricine Y105 produite par Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides Y105 

(Héchard et al., 1992),… (Figure II. 2). Depuis, de nouvelles bactériocines ont été et sont 

toujours découvertes (Sawa et al., 2010). La détermination des séquences peptidiques des 

bactériocines produites par Leuconostoc sp. a permis de montrer qu’elles faisaient partie de la 

classe II et présentaient, par conséquent, une activité antimicrobienne dirigée contre des 

bactéries pathogènes incluant en particulier Listeria sp. (Stiles, 1994) (Figure II. 2). Ceci 

pourrait peut-être aussi être le cas de bactériocines isolées de bactéries du genre Leuconostoc 

mais pas encore caractérisées comme la kimchicine par exemple (Chang et al., 2007). 
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Bactériocine Bactérie productrice Classe Origine Référence 
Leucocine 4010 (A et B) Leuconostoc carnosum 4010 IIa Viande (Budde et al., 2003) 
Leucocine A-UAL 187* Leuconostoc gelidum A-UAL 187 IIa Viande (Hastings et al., 1991) 
Leucocine B-Ta11a* Leuconostoc carnosum Ta11a IIa Viande (Felix et al., 1994) 

Leucocine A-TA33a* Leuconostoc mesenteroides TA33a IIa Viande 
Leucocine B-TA33a* Leuconostoc mesenteroides TA33a IIa Viande 

(Papathanasopoulos et al., 
1998) 

Leucocine C(-TA33a)2* Leuconostoc mesenteroides TA33a IIa Viande (Fimland et al., 2002a) 
Leucocine A (∆C7)* Leuconostoc pseudomesenteroides QU15 IIa Riz 
Leucocine A-QU15* Leuconostoc pseudomesenteroides QU15 IIa Riz 
Leucocine Q* Leuconostoc pseudomesenteroides QU15 IId Riz 
Leucocine N* Leuconostoc pseudomesenteroides QU15 IId Riz 

(Sawa et al., 2010) 

Leucocine H (α et β) Leuconostoc MF215B IIb ND (Blom et al., 1999) 
Leuconocine J Leuconostoc sp. J2 ND Kimchi1 (Choi et al., 1999) 
Kimchicine GJ7 Leuconostoc citreum GJ7 ? Kimchi (Chang et al., 2007) 
Mésentérocine 52A Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides FR52 IId Lait 

Mésentérocine 52B Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides FR52 IId Lait 
(Revol-Junelles et al., 1996) 

Mésentéricine ST99 Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum ST99 ND Boza (Todorov et Dicks, 2004) 

Mésentéricine Y105* Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides Y105 IIa Lait fermenté (Héchard et al., 1992) 

Mésentéricine B105* Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides Y105 IIa Lait fermenté (Héchard et al., 1999) 

Tableau II. 2. Bactériocines produites par des bactéries du genre Leuconostoc.  
1 : Le kimchi est un plat traditionnel Coréen préparé à partir de végétaux fermentés (chou chinois, radis, ail, piment rouge, oignon). 2 : La séquence peptidique de la leucocine 
C-TA33a a été partiellement déterminée par Papathanasopoulos M. A. et al. (Papathanasopoulos et al., 1998) puis complétée par Fimland G. et al. (Fimland et al., 2002a) et 
appelée leucocine C. * Bactériocines dont la séquence peptidique a été déterminée (Figure II. 2). 
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                                                        1           10          20          30          40                 

      Classe IIa                                     .          .        .        .        . 
Leucocine A-UAL 187       M- MNMKPTESYEQLDNSALEQVVGG KYYGN-- GVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLA--NGGNGF--- W 

Leucocine A-TA33a         M- MNMKPTESYEQLDNSALEQVVGG KYYGN-- GVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLA--NGGNGF--- W 

Leucocine A ( ∆C7)                                   KYYGN-- GVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLA 

Leucocine A-QU15           M- NNMKSADNYQQLDNNALEQVVGG KYYGN-- GVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLA--NGGNGF--- W 

Leucocine B-Ta11a         M- NNMKSADNYQQLDNNALEQVVGG KYYGN-- GVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLA--NGGNGF--- W 

Mésentéricine Y105        M-TNMKSVEAYQQLDNQNLKKVVGG KYYGN-- GVHCTKSGCSVNWGEAASAGI HRLA-- NGGNGF--- W 

Leucocine C(-TA33a)                    KNYGN-- GVHCTKKGCSVDWGYAATN- IA NNSVMNGLTGGNAGWHN 

Classe IId    
Leucocine N                MNKEYNSISNFKKITNKDLQNINGG FI- GRAIG - DFVYFG- AKGLRE-- SG-KLLNYYYKHK------- H 

Leucocine Q                M- KNQLM--SFEVISEKELSTVQGG KGLGKLIG I DWLL-GQAKDAVKQY--- KKD-Y-- K-- R----- WH 

Mésentéricine B105         M-QDKTNFKILSDSELSTI S--- GG K-- GVL- GWLSMASSALTGPQQPNSQWLAKI KNHK 

Leucocine B-TA33a                                    KGKGFWS-WASKATSWLTGPQQPGSP- LLK- K--- H- R 

Figure II. 2. Alignement de séquences peptidiques des bactériocines produites par 
Leuconostoc sp. 
Sont surlignés en rouge, les acides aminés conservés à 80-100 % ; en bleu les acides aminés conservés à 60-80 % ; en gris, les 
acides aminés conservés à 40-50 % ; en vert les acides aminés conservés à 20-30 % et en violet les acides aminés conservés entre 
deux bactériocines. La séquence peptidique spécifique au précurseur de la bactériocine est représentée en italique, les séquences 
des précurseurs de bactériocines manquantes indiquent que le gène codant la bactériocine n’a toujours pas été identifié. Le site de 
clivage (motif GG) est représenté en violet. 
   : Site de clivage. 

 

 En se basant sur les homologies de séquences observées (Figure II. 2) nous pouvons 

constater que les bactériocines produites par Leuconostoc appartiennent à deux classes (classe 

IIa ou classe IId). Les leucocines A (UAL-187 et TA33a) et les leucocines B-Ta11a et A-

QU15 ont la même séquence en acides aminés et ne diffèrent que par la séquence de la région 

leader de leurs précurseurs. Les séquences en acides aminés des leucocines A et B sont 

homologues à 95% à celle de la mésentéricine Y105 et s’en distinguent seulement par la 

région leader du précurseur et deux acides aminés de la bactériocine proprement dite. La 

leucocine C (-TA33a) se différencie des leucocines de classe IIa par la séquence de sa région 

C-terminale. En se basant sur les homologies de séquences, deux sous-groupes se dessinent à 

l’intérieur des bactériocines de classe IId produites par des Leuconostoc. D’une part les 

leucocines Q et N et d’autre part la mésentéricine B105 et la leucocine B-TA33a. Les fortes 

homologies de séquences peptidiques entre les bactériocines produites par Leuconostoc sp. 

suggèrent la possibilité d’un transfert génétique horizontal des clusters de gènes impliqués 

dans la biosynthèse des bactériocines entre bactéries du même genre. 

 Il a été montré que les bactéries du genre Leuconostoc renfermaient un ou plusieurs 

plasmides de différentes tailles (Dessart et Steenson, 1995). Ces plasmides portent différents 

systèmes génétiques parmi lesquels celui impliqué dans la biosynthèse des bactériocines 

(Dessart et Steenson, 1995, Fremaux et al., 1995). Le transfert horizontal chez Leuconostoc 



Chapitre II – La leucocine KM432Bz 

 121 

sp. s’avère être un phénomène courant. Ainsi, des séquences d’insertion (« Inversed 

Sequences », I.S.) ont été identifiées et analysées par Johansen et Kibenich (Johansen et 

Kibenich, 1992) chez des bactéries appartenant au genre Leuconostoc, suggérant ainsi la 

possibilité d’un échange génétique entre les différentes espèces bactériennes. 

  

 Dans notre étude, nous avons isolé et identifié une souche provenant du boza 

productrice de bactériocine. Après analyse structurale de la bactériocine et de son cluster de 

gènes, nous avons montré que cette bactériocine est identique aux leucocines B et A-QU15 

produites respectivement par Ln. carnosum et Ln. pseudomesenteroides. 

 

I. Publication 

(En cours de soumission dans Food Microbiology). 
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ABSTRACT 

Many food-grade microorganisms are used to produce a variety of fermented food, among 

which lactic acid bacteria (LAB). LAB inhibit food spoilage bacteria by producing lactic 

acid and growth-inhibiting peptides termed bacteriocins. Bacteriocins are antimicrobial 

peptides that are ribosomally synthesized and usually active against related species. Boza is 

a fermented beverage from the Balkans prepared from cereals. Many LAB producing 

antimicrobial compounds have been isolated from this beverage, such as Leuconostoc, 

which produces peptides active against Listeria, a pathogen responsible for animal and 

human diseases. We here isolated a bacteriocin-producing bacterium from boza that we 

identified as Leuconostoc pseudomesenteroides KM432Bz. The primary structure of the 

3930 Da peptide revealed that this antimicrobial peptide is similar to leucocin A/B and 

belongs to class IIa bacteriocins. The plasmid-located gene cluster encoding a precursor, an 

immunity protein, an ATP-dependent transporter and an accessory factor involved in the 

bacteriocin biosynthesis was identified and analysed. Leucocin KM432Bz inhibits the 

growth of related species as well as pathogens like Listeria, Enterococcus and 

Streptococcus species with minimal inhibitory concentrations included in the 0.75-2.5 µM 

range. Antimicrobial assay on mutated σ54 Listeria monocytogenes was performed using 

leucocin KM432Bz, in order to confirm that σ54 is required for its mode of action. 

Keywords: boza, antimicrobial peptide, lactic acid bacteria, leucocin KM432Bz, Leuconostoc 
pseudomesenteroides, biosynthesis gene cluster. 
 

Highlights 

> An active strain has been isolated from boza and identified as a Leuconostoc 

pseudomesenteroides called KM432Bz. > The amino sequence of the isolated active 

peptide is identical to those of leucocins A and B. > The gene encoding the precursor of 

leucocin KM432Bz is identical to that of leucocin B. > Leucocin KM432Bz inhibits the 

growth of pathogens such as Listeria, Enteroccus and Streptococcus. > Like other classs IIa 

bacteriocins, leucocin KM432Bz requires σ54 for its mode of action. 
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1. Introduction  

Boza is a traditional popular fermented beverage widely consumed in the Balkan 

region. It is produced from fermented cereals, such as maize, wheat or millet, with lactic 

acid bacteria of the genera Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc and Pediococcus 

(Gotcheva et al., 2000, Hancioğlu et al., 1997, Kabadjova et al., 2000). Because of its 

popularity, a number of studies have been conducted on boza and many lactic acid bacteria 

have been isolated and described (Kabadjova et al., 2000, Todorov et al., 2004b, von 

Mollendorff et al., 2006). In one study, as many as 33 strains isolated from boza showed 

antibacterial activity against various Gram-positive bacteria, including the food pathogens 

Listeria innocua, and Gram-negative bacteria such as Escherichia coli (Kabadjova et al., 

2000). Another study reports the probiotic properties of eight strains isolated from boza, 

including survival in conditions simulating the gastrointestinal tract and production of 

antibacterial and antiviral compounds (Todorov et al., 2008). 

Bacteriocins are defined as ribosomally synthesized antimicrobial peptides produced by 

bacteria (Cotter et al., 2005, Tagg et al., 1976) and exhibiting an antagonism against 

phylogenetically-related species (Jack et al., 1995). Bacteriocins have been isolated from 

different food matrices such as fermented products, vegetables, fruits, meat and fish, and 

have been mostly studied among lactic acid bacteria. Potential biotechnological 

applications of bacteriocins produced by lactic acid bacteria include their use as natural 

food preservatives (Abee et al., 1995, Settanni et al., 2008, Stiles, 1996). Bacteriocins may 

be divided into two main classes based on genetic and biochemical characteristics (Cotter et 

al., 2005). Class I consists of the lanthionine-containing post-translationally modified 

bacteriocins (Chatterjee et al., 2005, Jack et al., 1995). Class II commonly called “pediocin-

like bacteriocins” includes unmodified non-lanthionine-containing bacteriocins, which are 

subdivided into four subclasses namely, class IIa (pediocin-like bacteriocins), class IIb 

(two-peptide bacteriocins), class IIc (circular bacteriocins) and class IId (miscellaneous 

bacteriocins) (Cotter et al., 2005, Drider et al., 2006). The gene clusters encoding 

bacteriocin synthesis generally include a structural gene, gene(s) involved in immunity of 

the producing strain, gene(s) encoding transport proteins and gene(s) necessary to the 

regulation of the production (Ennahar et al., 2000, Klaenhammer, 1993). 

A total of fifteen bacteriocins have been detected in lactic acid bacteria from boza so 

far, but only a few have been characterized (von Mollendorff et al., 2006). Bacteriocin B14 
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produced by Lactococcus lactis subsp. lactis 14 was the first reported bacteriocin from boza 

(Kabadjova et al., 2000). Mesentericin ST99, produced by Ln. mesenteroides subsp. 

dextranicum, was shown to be a heat- and acid-stable single peptide with bacteriostatic 

activity on Li. innocua (Todorov et al., 2004a). Other bacteriocins, produced by strains of 

Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus 

rhamnosus and Lactobacillus pentosus have been reported from boza. In most cases, the 

spectrum of activity, the sensitivity to physico-chemical conditions (temperature, pH), and 

the production kinetics have been determined, together with the preliminary purification of 

the bacteriocins. The molecular masses of the bacteriocins from boza range from 2.8 to 14 

kDa, but the amino acid sequences, genetic clusters or modes of action were determined for 

none of them (von Mollendorff et al., 2006).  

This study focuses on a bacteriocin produced by a strain isolated from boza that we 

identified as Ln. pseudomesenteroides and called KM432Bz. We describe the purification 

and identification of the bacteriocin and have determined its spectrum of activity, as well as 

the gene cluster involved in the bacteriocin production. We also compare the properties of 

leucocin KM432Bz to those of pediocin, a commercialized class IIa bacteriocin used a food 

microbial control agent. This is the first report of a thorough characterization of a 

bacteriocin from boza, which presents a good potential as a food preservative to prevent 

proliferation of Li. monocytogenes. 
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2. Materials and methods 

2.1. Bacterial strains and plasmids  

Escherichia coli DH5α was provided by A.-M. Pons (Université de la Rochelle, France). E. 

coli strains were cultivated in LB medium at 37°C. Strain Ln. pseudomesenteroides 

KM432Bz from boza was provided by Leon Dicks (Stellenbosch University, South Africa). 

Li. monocytogenes EGDe rpoN 

- was kindly given by Yann Héchard (Université de Poitiers, 

France). Table 1 lists all the other bacterial strains used in this study, and their culture 

conditions. Unless otherwise mentioned, all strains were obtained from the Institut Pasteur 

CRBIP (Paris). The plasmid used in this study was pGEM®-T Easy Vector (Promega).  

Lactic acid bacteria were cultivated without agitation (Table 1). 

 

2.2. Antibacterial assays  

2.2.1. Radial diffusion assays 

The indicator strain was cultivated for 2 h in 10 mL (growth conditions are presented in 

Table 1). When the absorbance at 260 nm (A260) reached 0.2, the bacterial growth was 

stopped by incubation on ice. Melted soft agar (6.5 g/L agar) was inoculated with 107 

CFU/mL of this culture, and poured over Petri dishes. Five µl of the producing strain or 10 

µM leucocin KM432Bz was spotted over the agar, and the plates were incubated for 16 h at 

different growth temperatures, according to the indicator strain (Table 1). All the tests were 

repeated three times. Diameters of the inhibition zones were measured. 

 

2.3.2. Determination of minimal inhibitory concentrations (MICs) 

 The bacteriocin concentrations were calculated spectrometrically according to the 

absorbance at 280 nm (using the theoritical molar extinction coefficient 14105 M-1.cm-1 

estimated referring to the acid amino sequence (http://www.expasy.org/cgi-bin/protparam) ). 

Microtiter plate wells were inoculated with 90 µL of sensitive bacteria at a concentration of 

105 CFU/mL for all strains, except for Listeria strains for which a concentration of 5.104 

CFU/mL was used. Ten µL of purified leucocin KM432Bz or of commercial pediocin 

(P0098, Sigma) were added at different final concentrations (10, 5, 2.5, 1.25 µM, 625, 312, 
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156, 78 and 39 nM). The different dilutions were obtained using 25 mM ammonium acetate 

buffer, pH 6.5. The plates were incubated for 13-18 h at 30 °C. The A620 was measured 

using a Multiskan FC reader (Thermo Scientific). 

 

2.3. Bacterial growth in and leucocin KM432Bz production  

The effects of 10 µL of 10 µM leucocin KM432Bz on the growth of strains Li. 

monocytogenes CIP 80110 and Lactobacillus. sakei subsp. sakei CIP 103139 were 

observed by following A620 of 100 mL cultures for 35 h. 

Production kinetics of leucocin KM432Bz were performed. Growth of the producing 

strain Ln. pseudomesenteroides KM432Bz was monitored by following A620 of a 100 ml 

culture for 24 h. Two mL of culture were collected at 2 h-intervals and centrifugated at 

8,000 x g for 10 min at 4 °C. One mL of the resulting supernatant was heated at 80 °C for 

10 min. The pH was monitored and adjusted to 6.5 using 1 M NaOH. Radial diffusion 

assays were then performed as described above. 

 

2.4. Bacteriocin purification 

The producing strain KM432Bz was cultivated in 2 L of MRS broth at 30 °C overnight 

without agitation. Culture supernatants were separated from bacterial cells by 

centrifugation at 8,000 x g for 15 min at 4 °C and heated at 80 °C for 10 min. The pH was 

adjusted to 6.5 using 1 M NaOH. Proteins were precipitated by addition of 60% ammonium 

sulphate. After centrifugation at 25,000 x g for 30 min at 4 °C, the pellet was dissolved in 

200 mL of Milli-Q® water, and dialysed against Milli-Q® water using Spectra-Por®3, 

MWCO 3.5 kDa at 4°C for 20 h under gentle agitation. The treated supernatant (37 mL) 

was subjected to solid-phase extraction on a Sep-Pak C18 cartridge (35 cc, 10 g, Waters 

Corp.). The column had been previously regenerated with 80% (v/v) isopropanol in 25 mM 

ammonium acetate buffer pH 6.5, and washed with 200 mL of 25 mM ammonium acetate 

buffer pH 6.5. Elutions with 250 mL (v/v) of 20, 30, 40, 50 and 60% isopropanol in 

ammonium 25 mM acetate buffer pH 6.5 were performed. The bacteriocin containing 

fractions (50 mL) were identified by performing the radial diffusion assays described 

previously, using 5 µL of each fraction. Active fractions were lyophilized and purified by 

reversed phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) on an Inertsil ODS2 

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

of 1 mL/min. Fractions were monitored by following OD at 226 nm.  

 

2.5. Tricine-SDS polyacrylamide gel electrophoresis 

Five µL of the purified bacteriocin was performed on a sodium dodecyl sulfate (SDS)-

tricine 16.5% (v/v) polyacrylamide gel (Schagger et al., 1987) using an anode buffer (Tris 

0,2 M, pH 8,9) and a cathode buffer (Tris 0,1 M, tricine 0,1 M, SDS 0,1% (m/v), pH 8,25) 

and a vertical slab apparatus at a constant voltage (60 V) for 1 h. The tricine-SDS-PAGE 

gel containing the active sample was overlaid with Brain Heart Infusion (BHI) soft agar 

inoculated with 106 CFU/mL of Li. monocytogenes, as described previously by Zhu et al. 

(2000). 

 

2.6. Enzymatic digestions 

Purified peptide were subjected to reduction and alkylation using the procedures already 

described (Bulet et al., 1992). Purified leucocin KM432Bz at 20 µM was dissolved in 40 

µL of 0.5 M Tris HCl containing 2 mM EDTA and 6 M guanidine hydrochloride, pH 7.5, to 

which 2 µL of 2.2 M dithiotreitol were added. The samples were incubated under oxygen-

free conditions for 1 h at 45°C. 2 µL of freshly distilled 4-vinylpyridine at a final 

concentration of 970 µg/ml (Sigma) were added, and incubation was continued for 10 min 

at 45°C under N2 to prevent oxidation. The reaction was stopped by speedvac evaporation.  

Native peptide was subjected individually to GluC endoproteinase (Roche) and trypsin 

(Sigma) treatments. GluC endoproteinase and Trypsin hydrolysis were performed at an 

enzyme/substrate ratio of 1:100 (w/w) in a 100-µL reaction containing 50 mM and 25 mM 

NH4HCO3 at pH 8 incubated for 16 h at 25 and 37 °C respectively. The reactions were 

stopped by acidification with 0.1% formic acid and were 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 analyzed by matrix-assisted laser 

desorption ionization–time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) on a Voyager-

De-Pro MALDI-TOF mass spectrometer (Applied Biosystems) operated in linear positive 

mode, using α-cyano-4-hydroxycinnamic acid as the matrix. The purity and molecular mass 

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

 

2.6.2. LC-MS-MS 

ESI-MS analyses and MS-MS using nanoelectrospray mass spectrometry were carried 

out on a qQ-TOF hybrid mass spectrometer (Q-Star Pulsar; Applied Biosystems, 

Courtaboeuf, France) operated in positive mode. LC-MS data were acquired using a Dionex 

U3000 micro-HPLC system using a Zorbax 300 SB C8 column (3.5 µm, 150 mm by 1 mm/ 

Agilent) connected to the Q-Star Pulsar Qq-TOF mass spectrometer operated in positive 

mode. Separations were performed by gradient elution from 0% to 60% acetonitrile in 0.1% 

aqueous TFA for 20 min at a flow rate of 40 µl/min. Detection wavelength was set at 226 

nm and ESI source was operated in positive mode with a spray voltage of 100 eV. 

 

2.7 Edman N-terminal sequencing 

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

Pasteur, France, using a Procise 492 sequencer (Applied Biosystems). 

 

2.8. Plasmid DNA purification 

Plasmid DNA of strain KM432Bz was purified using the Plasmid Midi Kit (Qiagen). 

Lysis step was carried out according to Anderson and McKay (Anderson et al., 1983). Two 

hundreds mL of the producing strain culture were centrifugated at 8,000 x g for 15 min at 4 

°C. The pellet was treated with 10 mg/mL lysozyme (Sigma) in Tris-HCl buffer 25 mM pH 

8 for 1 h at 37°C, followed by 20 mg/mL proteinase K (Sigma) in Tris-HCl 50 mM pH 7.7 

for 1 h at 55°C. After vortexing for 30 s, the lysate was incubated at 37°C for 10 min. 

Plasmid purification was performed as recommended by the manufacturer. 
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2.9. PCR Amplification 

Amplifications by PCR were carried out with 1 UE Taq DNA polymerase (Promega), 

100 nM of each primer (forward and reverse), 10 µM of each dNTP (Promega), 20 mM 

MgCl2 (Promega) in 1X buffer (Promega) and 1 µL of DNA. The program was as follows 

95 °C for 5 min, 35 cycles x (94 °C for 30 s, 48-60°C for 30 s, 72 °C for 3 min) then 72 °C 

for 5 min), on a Mastercycler Personal (Eppendorf). The primers used in this study are 

listed in table 2. 

The amplified products were separated on a 0.5 or 1% (w/v) agarose gel stained with 

Gel Red® 0.0005% (v/v) (VWR) using an electrophoretic migration of 90 V for 25 min). 

They were visualized under UV illumination and the images were analyzed with Gel 

Capture USB2 (VWR). The molecular weight markers were 1 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 department of Microbiology in the 

University of Stellenbosch. 

  A biochemical identification kit using carbohydrate metabolism tests (API 50 CH 

strips/ Biomérieux) assigned strain KM432Bz to Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides/ 

dextranicum with a value of 99.5%. A 1400 bp-fragment of the 16S RNA gene of strain 

KM432Bz was amplified by PCR using primers 27f and 1385r (Table 2). Sequencing of the 

amplicon followed by BLAST analysis revealed a similarity value of 98% with Ln. 

pseudomesenteroides strain CAG16b. Although other Leuconostoc bacteriocin-producing 

strains had been isolated from boza, none of them belonged to the specie 

pseudomesenteroides. 

 

3.2. Bacteriocin production kinetics 

In order to determine the optimal growth stage for the production of the bacteriocin, the 

inhibitory activities of culture supernatants over Lb. sakei subsp. sakei CIP 103139 were 

monitored during growth (Fig. 1). Antimicrobial activity was detected at 5 h post-

inoculation (logarithmic phase) until late stationary phase, with maximum inhibition halos 

(12-16 mm) corresponding to the early stationary phase (17-21 h after inoculation). This 

pattern of production is similar to those observed previously for other bacteriocins, 

including bacteriocins JW3BZ, JW6BZ, JW11BZ and JW15BZ isolated previously from 

boza (von Mollendorff et al., 2006). 

 

3.3. Purification of bacteriocin KM432Bz 

Purification of bacteriocin KM432Bz was performed from a 2 L culture supernatant of 

Ln. pseudomesenteroides KM432Bz in early stationary phase. After precipitation with 60% 

ammonium sulphate, the protein pellet was resuspended in water and submitted to reversed-

phase extraction using an isopropanol gradient. The fraction corresponding to 40% 

isopropanol exhibited the largest inhibition halo on Lb. sakei subsp. sakei CIP 103139 (data 

not shown). This fraction was further purified by reversed-phase HPLC (Fig. 2). Peaks 
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were hand-collected and tested for antimicrobial activity on Lb. sakei subsp. sakei CIP 

103139, Listeria ivanovii subsp. ivanovii CIP 78.42 and Li. monocytogenes CIP 80.110. 

Only one peak (43% of acetonitrile, retention time 18.7 min) retained antimicrobial activity 

on sensitive strains, with an inhibition halo of 14 mm and 12 mm for both Listeria strains. 

The purified bacteriocin KM432Bz was subjected to gel electrophoresis. Following overlay 

of the gel with Li. monocytogenes-seeded agar, an inhibitory zone was detected for a 

compound having a molecular mass comprised between 1.7 and 4.6 kDa (data not shown).  

 

3.4. Determination of the amino acid sequence of the bacteriocin KM432Bz 

The purified bacteriocin KM432Bz was analysed by MALDI-TOF MS in linear mode 

and by ESI MS. MALDI-TOF MS analysis revealed a single MH+ ion at m/z 3928 (Fig. 

3A.), while ESI-MS showed two ions [M+5H]5+ and [M+4H]4+ at m/z 786.96 and 963.21 

respectively (Fig. 3B.), corresponding to a compound of 3931 Da. This was consistent with 

the range of the active peptide detected by gel overlay.  

Edman degradation analysis revealed a 22-residue N-terminal sequence (Fig. 4, 

underlined part of the sequence). The sequence of the bacteriocin KM432Bz was also 

analyzed by mass spectrometry from a digest with the GluC endoproteinase (Fig. 4, arrow). 

Two peptide fragments corresponding to the Lys1-Glu20 N-terminal moiety and the Ala21-

Trp37 C-terminal region were purified and analyzed by micro-LC-tandem MS (LC-

MS/MS). The combined results of these experiments revealed the full amino acid sequence 

of the active bacteriocin (Fig. 4, black letters), which was assigned to a 37 residue peptide, 

in agreement with the 3931 Da mass obtained by MALDI-TOF-MS. This sequence was 

deposited in the Genbank database under accession numbers xxx. BLAS analysis revealed 

100% identity of the bacteriocin KM432Bz with leucocin A from Leuconostoc gelidum 

(Hastings et al., 1991) and leucocin B from Leuconostoc carnosum (Felix et al., 1994). 

Therfore, bacteriocin KM432Bz was termed leucocin KM432Bz. Its amino acid sequence, 

like those of leucocins A and B, harbours the YGNGV consensus typical to class IIa 

bacteriocins (Fig 4, ligh grey background), as well as 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 leucocin KM432Bz 

Class IIa bacteriocins are generally produced as an inactive precursor carrying a signal 

sequence for export by an ABC transporter. The N-terminal proteolytic activity of the ABC 

transporter allows cleavage of the N-terminal leader peptide to yield the active bacteriocin 

(Ennahar et al., 2000). Leucocin A (Hastings et al., 1991) and B (Felix et al., 1994) differ 

from each other only by the sequence of their leader peptides. In order to determine 

whether the sequence of the leucocin KM432Bz leader peptide was similar or not to those 

of leucocin A or B, we aimed to sequence the gene cluster encoding leucocin KM432Bz. 

We therefore aligned the DNA sequences of the partial leucocin gene clusters available in 

Genbank (M64371, S72922) and designed primers specific to different regions of the gene 

cluster (Table 2). Several primer sets were used in PCR amplification, and two fragments of 

expected molecular masses could be obtained using primers preleuB-F/ preleuB-R and 

LeucoA-591F/ preleuB-R encompassing the structural gene and part of the immunity gene, 

primers preleuB-F/ LeucoA-150R encompassing the intergenic DNA sequence and primers 

lcaD_F and mesC_R1 surrounding the ABC transporter gene. The general organization of 

the gene cluster encoding leucocin KM432Bz seems to follow the same pattern as that of 

leucocin A from Ln. gelidum (Fig. 5) for which the genes encoding the bacteriocin 

precursor and immunity are termed lcaA and lcaI respectively and lcaC, lcaD and lcaE 

encod the protein with unknown function, the ABC transporter 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 100%, 100%, 96% similarities to genes 

encoding the bacteriocin precursor from Ln. carnosum (Felix et al., 1994), Ln. 

pseudomesenteroides (Sawa et al., 2010) and Ln. gelidum (Hastings et al., 1991), 

respectively. ABC transporter gene is similar at 96% and 81% to the gene encoding the 

ABC transporter from Ln. gelidum (van Belkum et al., 1995) and Ln. mesenteroides 

(Fremaux et al., 1995), respectively. For the immunity gene, the partial sequence obtained 

here displayed 99%, 99% and 90% similarities to genes encoding the immunity protein 

from Ln. gelidum (Hastings et al., 1991), Ln. carnosum (Felix et al., 1994) and Ln. 

pseudomesenteroides (Sawa et al., 2010), respectivly. 

Translation of the nucleotide sequence of the structural gene gene revealed that the 

leader peptide was similar to that of leucocin B and leucocin A-QU15 (Fig 4). Leucocin B 
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and leucocin A-QU15 are the same bacteriocin. We therefore designated that gene lckA 

encodes the precursor of the leucocin KM432Bz. However, all our attempts to amplify the 

DNA fragments located between lckA and lckD, which potentially comprise a gene 

encoding a protein of unknown function, were unsuccessful. It is possible that both parts of 

the cluster may be physically separated, either on the same replicon by insertion of a mobile 

sequence, or on different replicons. If this is the case, it does not seem to affect regulation 

of the production of leucocin KM432Bz in this strain. Investigations are currently 

undergoing to elucidate this point. 

Besides leucocin A and B/ A-QU15, leucocin KM432Bz is also very similar to yet 

another bacteriocin produced by the genus Leuconostoc, mesentericin Y105 from Ln. 

mesenteroides (Fremaux et al., 1995). The production of bacteriocins of the 

leucocin/mesentericin type could be a general characteristic of Leuconostoc sp. To address 

this question, we investigated by a molecular approach whether other species of 

Leuconostoc were prone to produce these bacteriocins. Primers preleuB-F and preleuB-F 

were used to amplify a 178 bp-fragment of the bacteriocin structural gene of five species of 

Leuconostoc (Ln. carnosum, Ln. citreum, Ln. gelidum, Ln. pseudomesenteroides, Ln. 

mesenteroides susbsp dextranicum, and Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides). In all 

cases, the gene was present (data not shown), suggesting the presence of a gene cluster 

encoding production of this type of bacteriocin in all Leuconostoc species. 

 

3.5. Antimicrobial activity of leucocin KM432Bz 

The inhibitory activity of leucocin KM432Bz was tested over a large range of Gram 

positive bacterial strains and one Gram negative strain, using the radial diffusion assay 

(Table 1, first column). Leucocin KM432Bz does not inhibit the growth of Klebsiella 

pneumoniae, as generally reported for class II bacteriocins, which are generally inactive on 

Gram negative bacteria. The spectrum of inhibition of leucocin KM432Bz includes closely-

related strains of Leuconostoc, Lactobacillus or Weissella. Interestingly, not all 

Leuconostoc strains were resistant to leucocin KM432Bz, although our evidence suggests 

that they may all possess the gene cluster. This could be due to differences in the regulation 

of the expression of the bacteriocin and the immunity protein among the strains we tested 

and/or to diversity of the immunity proteins. 
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Leucocin KM432Bz also inhibits the growth of enteric pathogenic strains, such as 

Enterococcus faecium HKLHS and Enterococcus faecalis CIP 103015, or one respiratory 

tract pathogen, Streptococcus pneumoniae CIP 102911. One characteristic of class IIa 

bacteriocins is their potent inhibition of Listeria strains. This was confirmed for leucocin 

KM432Bz, which was active against the four strains of Listeria tested here, Li. innocua CIP 

80.11, Li. ivanovii subsp. ivanovii CIP 78.42, Li. monocytogenes CIP 80.110 and Li. 

monocytogenes CIP 107776. We determined the MICs of leucocin KM432Bz over a range 

of sensitive strains as comprised between 78 nM and 10 µM, and compared them to those 

obtained for pediocin AcH, a class IIa bacteriocin produced by Pediococcus acidilactici 

(Motlagh et al., 1994). The molecular mass of the commercial pediocin was determined by 

mass spectrometry analysis and is identical to those of the pediocin AcH of 6622 Da (Data 

not shown). 

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

food pathogen Li. monocytogenes in raw meat and cheese-based creams and sauces 

(Buyong et al., 1998, Foegeding et al., 1992, Schlyter et al., 1993). It is currently being 

used in a commercial food preservative named AltaTM 2341 (Carrigaline, Deegan et al., 

2006). In our experiment, leucocin KM432Bz revealed to be more active than pediocin 

AcH, regarding the inhibition of Listeria species, with a very low MIC (156 nM) on Li. 

monocytogenes CIP 80110, while it is generally less effective than pediocin to inhibit 

growth of other lactic acid bacteria. Therefore, leucocin KM432Bz harbours a very good 

potential to be used as a food preservative, since it clearly inhibits the pathogen Li. 

monocytogenes, while preserving other non pathogenic bacteria generally considered as 

positive for human health. 

 

3.6. Insights into the mode of action of leucocin KM432Bz 

To gain insights into the mode of action of leucocin KM432Bz, we observed the impact 

of the addition of the bacteriocin to liquid cultures of two sensitive strains, one being the 

human pathogen Li. monocytogenes CIP 80110 , the other being Lb. sakei subsp. sakei CIP 

103139 (Fig. 6). For both strains, addition of 10 µM of leucocin KM432Bz following 

inoculation resulted in no growth for 12 h, while addition during early log phase led to an 

immediate decrease in viable cells (Fig. 6A and B). However, after 25 h of culture, Lb. 

sakei subsp. sakei CIP 103139 reached the same OD620nm as the control (Fig. 6A), while Li. 
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monocytogenes still showed no sign of growth (Fig. 6B). This suggests that leucocin 

KM432Bz exhibits a bacteriostatic effect on Lb. sakei subsp. sakei CIP 103139 and a 

bactericidic effect on Li. monocytogenes CIP 80.110, a property which adds arguments to 

the potentiality of this bacteriocin for use as a food preservative. 

The mode of action of classIIa bacteriocins has been clearly demonstrated in the case of 

mesentericin Y105, whose amino acid sequence is very close to that of leucocin KM432Bz 

(V/I at position 26, fig. 2). Inactivation of the rpoN gene encoding the sigma 54 

transcription factor induces resistance of Li. monocytogenes to mesentericin Y105 

(Robichon et al., 1997). The sigma 54 transcription factor triggers transcription of a gene 

encoding the EIItMan manose permease, which has been proposed as the receptor of 

mesentericin Y105 on the surface of the target strain (Dalet et al., 2001). To determine 

whether the mode of action of leucocin KM432Bz was similar to that of mesentericin 

Y105, we performed antimicrobial assays over a strain of Li. monocytogenes inactivated for 

rpoN. This strain (EGDE rpoN 

-) was resistant to leucocin KM432Bz, while the wild-type 

EGDE strain retained sensitivity (Table 2).  

 

This work is the first thorough characterization of a bacteriocin produced by a strain 

isolated from boza. Leucocin KM432Bz is a class IIa bacteriocin closely related to 

mesentericin Y105 and leucocin A and B, with properties that indicate it would be a good 

candidate to be used as a food microbial control agent, as it is more effective than pediocin 

against the major human pathogen Li. monocytogenes. This study also brings light onto 

understanding the origin of the good conservation of boza. 
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Table 1. 

Strains used in this study and their sensitivity to leucocin KM432Bz and pediocin AcH* 
(Motlagh et al., 1994). 

Strains Conditions Leucocin KM432Bz Pediocin* 

    

 

Radial 
diffusion 

assay 
MICs 
(µM) 

MICs 
(µM) 

Bacillus subtilis subsp. subtilis CIP 52.65 37 °C, LB − ND ND 
Enterococcus faecalis CIP 103015 37 °C, BHI +    >10 ND 
Enterococcus faecium CIP 103014 37 °C, BHI − ND ND 
Enterococcus faecium HKLHS 37 °C, BHI + 2.5 2.5 
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae CIP 82.91 37 °C, LB − ND ND 
Lactobacillus  plantarum CIP 104454 30 °C, MRS  − ND ND 
Lactobacillus sakei subsp. sakei  CIP 103139 30 °C, MRS  ++ 0.08 0.08 
Leuconostoc carnosum CIP 103319 30 °C, MRS  − ND ND 
Leuconostoc citreum CIP 103315 30 °C, MRS  − ND ND 
Leuconostoc gelidum CIP 103318 30 °C, MRS  − ND ND 
Leuconostoc lactis CIP 102422  30 °C, MRS + 10 2.5 
Leuconostoc mesenteroides Y105 30 °C, MRS  + >10 ND 
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum CIP 102423 30 °C, MRS  + >10 ND 
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides CIP 102305 30 °C, MRS  ++ 1.25 0.16 
Leuconostoc pseudomesenteroides CIP 103316 30 °C, MRS  ++ >10 ND 
Leuconostoc pseudomesenteroides KM432Bz 30 °C, MRS  − ND ND 
Listeria innocua CIP 80.11 37 °C, BHI ++ 0.63 2.5 
Listeria ivanovii subsp. ivanovii CIP 78.42 37 °C, BHI ++ 0.31   >10 
Listeria monocytogenes CIP 80.110 37 °C, BHI + 0.16 5 
Listeria monocytogenes EGDe CIP 107776 37 °C, BHI + 0.31 ND 

Listeria monocytogenes EGDe (rpoN 
-) 37 °C, BHI − ND ND 

Staphylococcus aureus subsp.aureus CIP 4.83 37 °C, LB − ND ND 
Streptococcus pneumoniae CIP102911 37 °C, TSYE + 2.5   >10 
Streptococcus thermophilus CIP 102303 37 °C, LB − ND ND 
Weissella paramesenteroides CIP 102421 30 °C, MRS + >10 ND 

*Pediocin used in this study was identified as pediocin AcH 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 GCCATGTATTGGCCGTTT immunity protein 

préleuB-F  ACCAGAAACCATTTCCACCA prebacteriocin 

préleuB-R AACATGAAATCTGCGGATAA prebacteriocin 

LeucoA-150R TTGCATACCCTGTCTCCA prebacteriocin / immunity protein 

lcaD-F GCCAAAACTGACATGGAAGG ABC transporter 

MesC_R1 AAGGAAAATTGCGGTAACG ABC transporter/ mesC 

27f CGGTGTGTCAAGGCCC 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 halos induced by culture supernatant on Lb. 

sakei subsp. sakei CIP 103139 ( ). 

 

Figure 2.  

Reversed-phase HPLC chromatogram of the 40% isopropanol fraction from Sep-Pak C18. 

Dark arrow indicates the active peak on Lb. sakei subsp. sakei  CIP 103139 and Li. ivanovii 

subsp. ivanovii CIP 78.42. 

 

Figure 3. 

Mass spectrometry analysis of leucocin KM432Bz. (A) MALDI-TOF MS spectrum of the 

main RP-HPLC fraction containing leucocin KM432Bz showing a single MH+ ion at m/z 

3928; (B) ESI-MS spectrum of the main RP-HPLC fraction containing leucocin KM432Bz 

that exhibits the [M+5H]5+ and [M+4H]4+ ions at m/z 786.96 and 963.21, respectively. 

Figure 4. 

Amino acid sequence of leucocin KM432Bz and its alignment with class IIa bacteriocins 

from other Leuconostoc species, leucocin A, leucocin B, and mesentericin Y105. Black 

letters show the sequence of the mature peptide and light grey letters the sequence of the 

leader peptide. The sequence of the leader peptide of leucocin KM432Bz was obtained by 

translation of the nucleotide sequence. Black letters on light grey background indicate the 

typical class IIa bacteriocin consensus sequence. Cysteines involved in the formation of the 

conserved disulfide bridge are shown on dark grey background. The amino acid sequence 

of leucocin KM432Bz determined by Edman degradation is underlined. The amino acid 

sequence obtained by MS/MS fragmentation is indicated by a broken line. Arrow indicates 

the GluC endoprotease cleavage site. The alignments were performed with the ClustalW 

program. 

 

Figure 5. 

Organization of the gene cluster involved in the production and immunity of leucocin A-

UAL 187 produced by Ln. gelidum (Hastings et al., 1991, accession number M64371.1/ 
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van Belkum et al., 1995, accession number L40491.1) and possible organisation of that of 

leucocin KM432Bz (Genbank xxx) produced by Ln. pseudomesenteroides (this study). 

Open reading frames (ORFs) are indicated by arrows for the structural gene (lcaA and lckA, 

), immunity gene (lcaI, lckI ), ABC-transporter gene (lcaD, lckD ), gene encoding the 

accessory protein (lcaE, lckE ), gene encoding an unknown protein (lcaC, lckC ). 

Promoters are presented with dark boxes (  ). Broken lines indicated not characterized 

DNA sequences. 

 

Figure 6. 

Growth of Lb. sakei subsp. sakei  CIP 103139 (A) and Li. monocytogenes CIP 80.110 (B) 

following addition of 10 µM leucocin KM432Bz after inoculation ( ) or during early-log 

phase ( ).The control ( ) shows growth in the absence of the bacteriocin. Arrows indicate 

addition of leucocin KM432Bz. 
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Leucocin KM432Bz      MNNMKSADNYQQLDNNALEQVVGG KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGFW   Ln.pseudomesenteroides KM432Bz 

                                               

Leucocin A            MMNMKPTESYEQLDNSALEQVVGG KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGFW   Ln. gelidum UAL 187          

Leucocin A-QU15       MNNMKSADNYQQLDNNALEQVVGG KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGFW   Ln. pseudomesenteroides A-QU15 

Leucocin B            MNNMKSADNYQQLDNNALEQVVGG KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGFW   Ln. carnosum Ta11a 

Mesentericin Y105     MTNMKSVEAYQQLDNQNLKKVVGG KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAASAGIHRLANGGNGFW   Ln. mesenteroides Y105 
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II. Synthèse des résultats 

II.1.  Identification de la souche productrice KM432Bz 

 Une souche active contre Lb. sakei a été isolée du boza par J. W. von Mollendorff à 

l’université de Stellenbosch en Afrique du Sud (von Mollendorff et al., 2006). Après 

séquençage du gène codant l’ARN 16S de cette bactérie et détermination des caractéristiques 

biochimiques de cette souche par galerie API CHL50, nous l’avons identifiée comme un Ln. 

pseudomesenteroides et nommée KM432Bz. 

 Afin de détecter la phase de croissance de la souche sélectionnée où se situait 

l’apparition de l’activité antimicrobienne et son maximum, nous avons réalisé une courbe de 

croissance et testé toutes les 2 h l’activité des surnageants de culture traités (voir Matériels et 

Méthodes) sur Lb. sakei subsp. sakei. L’activité antimicrobienne maximale a été retrouvée en 

début de phase stationnaire entre 17 et 21 h de culture. 

���� La souche active isolée du boza est un Ln. pseudomesenteroides nommé KM432Bz 

présentant une activité antimicrobienne en début de phase stationnaire contre Lb. sakei 

subsp. sakei. 

 

II.2.  Caractérisation de la bactériocine KM432Bz 

 Afin d’isoler la molécule antimicrobienne produite par Ln. pseudomesenteroides 

KM432Bz, le surnageant de culture a d’abord été soumi à une précipitation par du sulfate 

d’ammonium à 60% de saturation. Le surnageant précipité a ensuite été centrifugé et son 

surnageant dyalisé puis élué à différents pourcentages d’isopropanol sur cartouche Sep-Pak® 

C18. Les fractions ainsi obtenues ont été testées sur Lb. sakei subsp. sakei. L’activité 

antimicrobienne a été retrouvée dans la fraction éluée à 40% d’isopropanol qui a ensuite été 

soumise à une CLHP en phase inverse sur colonne C18. Les pics observés ont été récoltés 

puis testés sur Lb. sakei subsp. sakei et Li. innocua. L’activité antimicrobienne a été retrouvée 

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

 Les analyses réalisées par MALDI-TOF puis par ESI-MS sur la fraction active éluée à 

43% d’ACN en CLHP ont révélé une masse moléculaire de 3930 Da. Le séquençage 

peptidique par dégradation d’Edman a permis la détermination des 22 premiers acides aminés 

de la bactériocine. Parrallèlement la bactériocine a été digérée par l’endoprotéase Glu-C, puis 

soumise à une fragmentation par LC-MS/MS. Les résultats obtenus par les deux méthodes 
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complémentaires ont donné une séquence en acides aminés identique à celle de deux 

bactériocines de classe IIa : la leucocine A et la leucocine B produites respectivement par Ln. 

gelidum et Ln. carnosum. 

���� Le peptide antimicrobien produit par la souche KM432Bz est une bactériocine qui a 

une masse moléculaire de 3930 Da et la même séquence en acides aminés que les 

leucocines A-UAL 187 et B. Nous l’avons nommée leucocine KM432Bz. 

 

II.3.  Caractérisation du cluster de gènes impliqué dans la biosynthèse de la 
   leucocine KM432Bz 

 Le gène codant le précurseur de la leucocine KM432Bz a été amplifié par PCR en 

utilisant des amorces degénérées (préleuB-F et préleuB-R), cloné dans le vecteur pGEM-T 

Easy Vector® puis séquencé. La séquence nucléotidique du gène codant le précurseur de la 

leucocine KM432Bz est identique à celle de la leucocine B produite par Ln. carnosum. Les 

régions nucléotidiques adjacentes ont été déterminées à partir de fragments d’ADN obtenus 

par PCR en utilisant des amorces spécifiques (Table 1, publication). Le gène codant la 

protéine d’immunité a été caractérisé presque dans son intégralité. Le gène codant l’ABC 

transporteur a également été caractérisé ainsi qu’une partie de la protéine accessoire 

impliquée dans l’export de la bactériocine (Figure II. 3). 
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Leu A   1       GTCCGTTTAC CCTCCGCAAA AAGCACAAAC AG CCCTCTCA TAAACCGCTC ACGGACTAAA 

Leu A  61       ATTTCACAAA TGACAAAAGC CAAGCTGTAG GG ATTGTGAG AGCTAGACCA ATAAATTTGA  
Leu A 121       GCGAAA TTCA C AAGAACAGA TCACAGAAAA AGCGCCAAAC CTTATGAAAT TA AGGCTTGG 
 
Leu A 181       CGCTTTTAAC TTGGTATAAG CGACATTATG TTTACTAATA TATTATCAAA ATTATTTATC  

Leu B   1       GCGTCGTACG CTAGTCGGAT AACGCATATG TTTACTAATA TATTATCAAA GTCATTTATC 
 
Leu A 241       TTTCAAAGAT ACTATAAAAC TGAGATTTGT CA GAAAAATC AGCCATGTAT TGGCCGTTTA 

Leu B  61       TTTCAAAGAT ACTATAAAAC TGAGATTTGT CA GAAAAATC AGCCATGTAT TGGCCGTTTA 

KM 1                                                        TGCCATGTAT TGGCCGTTTA 
                                                 LeucoA-591F 

Leu A 301       ATCCAGCCTT CTGACCAATT ACACCAAGTT CT ATAATTAC AGCCTCTTCA TCTTTTGAAA 

Leu B 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 TTAATCAATG 

Leu A-QU15 53          TCT GTTTGTTGAA GCGGTAATTC GT ATATAATT GACCAATCGG TTAATCAATG 

KM 81           ACTTAATTCT GTTTGTTGAA GCGGTAATTC GTATATAATT GACCAATCGG TTAATCAATG  
 
Leu A 421       CTTCTACATT TTTTGTGCTA TCTAATTTTT TG GATACCTG AAACAAAACA TCACAAATAT 

Leu B 241       CTTCTACATT TTTTGTGCTA TCTAATTTTT TG GATACCTG AAACAAAACA TCACAAATAT 

Leu A-QU15 112  CTTCTACATT TTTTGTGCT- TCTAATTTTT TG GATACCTG AAACAAAGCA TCACAAATAT 
KM 141           CTTCTACATT TTTTGTGCTA TCTAATTTTT TGGATACCTG AAACAAAACA TCACAAATAT 
           
Leu A 481       CTCCATACCC AGCGTCATCT TTTCTATCGA TT AATAGCAA ATAGAGTTTG TTCGTGTATA 

Leu B 301       CTCCATACCC AGCGTCATCT TTTCTATCGA TT AATAGCAA ATAGAGTTTG TTCGTGTATA 

Leu A-QU15 172  CTCCATACCC AGCGTCATCT TTTCTATCGA TTAATAGCAA ATAGAGTTTG TTCGTGTATA 
KM 201           CTCCATACCC AGCGTCATCT TTTCTATCGA TTAATAGC AA ATAGAGTTTG TTCGTGTATA  

                                    
Leu A 541       TTTTAGCATC GTCCAATAAA ATGTTATTTT TT CTCAAAAT GAATACCTTC GACAGTTTTA 

Leu B 361       TTTTAGCATC GTCCAATAAA ATGTTATTTT TT CTCAAAAT GA- TACCTTC GACAGTTTTA 

Leu A-QU15 232  TTTTAGCATC GTCCAATAAA ATGTTATTTT TT CTCAAAAT GAATACCTTC GACAGTTTTA                                                                  

KM 261          TTTTAGCATC GTCCAATAAA ATGTTATTTT TTCTCAAAAT GAATACCTTC GACAGTTTTA 
 
Leu A 601       CCAGAAACCA TTTCCACCAT TTGCTAAACG AT GTACTCCA GCTGAAAAGG CTTCTCCCCA  

Leu B 421       CCAGAAACCA TTTCCACCAT TTGCTAAACG AT GTACTCCA GCTGAAAAGG CTTCTCCCCA 

Leu A-QU15 292  CCAGAAACCA TTTCCACCAT TTGCTAAACG ATGTACTCCA GCTGAAAAGG CTTCTCCCCA                                            

KM 321          CCAGAAACCA TTTCCACCAT TTGCTAAACG ATGTACTCCA GCTGAAAAGG 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 CCATAATACT TACCTCCTAC  
 

Leu A 721       GACTTGTTCG AGAGCA CTAT TATCCAATTG CTCATAGCTT TCCGTAGGTT TCATGTTCAT 

Leu B 541       GACTTGTTCG AGAGCA TTAT TATCCAATTG CTGATAATTA TCCGCAGATT TCATGTTATT 

Leu A-QU15 412  GACTTGTTCG AGAGCATTAT TATCCAATTG CTGATAATTA TCCGCAGATT TCATGTTATT 

KM 441          GACTTGTTCG AGAGCATTAT TATCCAATTG CTGATAATTA TCCGCAGATT TCATGTTATT 
                                    préleuB-R              

Leu A 781       CATAATAACT TTCCTCTTTT C ATATTATTT AATTCACATT CAATTATATA TCTAAAGGTA 

Leu B 601       CATAATAACT TTCCTCTTTT C TTATTATTT AAATCACATT C- ATTATACA TCTAGAGGTA 

Leu A-QU15 472  CATAATAACT TTCCTCTTTT CATATTATTT AA TTCACATT CAATTATATA TCTAAAGGTA 

KM 501          CATAATAACT TTCCTCTTTT CTTATTATTT AAATCACATT –AATTATACG TCTAGATTAA 
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Leu A 841       TTCTAAATCA A--TATGTTT ATGTTAA TTT ATTAATTCTA TGTTTTATGT TAAAATTATA  
Leu B 661       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 TATAAACCTA TTTTTTATGT TAACATTATG- 
 
Leu A 901       T---TTGTTA ATTATTTCAC TTTTAATGGA GA CAGGGTAT GCAAGATTTA AACAT--AAC 

Leu B 721       T AT- ATGTTA ATTATGTCAC TTT- AATGGA GACAGGGTAT GCAAGATTTA TACATGAAAC 

Leu A-QU15      TTT---GTTA ATTATTTCAC TTTTAATGGA GA 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 
 
Leu A 1021      TATCATACAT TGACTTTTAT AAAAAAATGA AT AATGGAGA AGACAGTTTA ATTTACCTCG 
 
Leu A 1081      GCAGGCCGAC ATGTCC  

Leu A_ABC                        ATTT GT-TTAAATT TTTGCCCATG CTGCATGATA TTTTGACTAC 
                            

Leu A_ABC 1141  TACCAAAAAA TATGCGTGTT GCGTACTTCA ATGTTGATAA TTTTTTTAAA GATAATTCCT   

 

Leu A_ABC 1201  CTGACAAAGC TAGTTATATT AATTTCTTTC AA GAGTTAAA TATTTCTCAA CTGCCTTCTT  
 

Leu A_ABC 1261  TAATTTTTAC TAATGGAAAC ATGGACTATA AA CGATTATC AATTTATACA ATTAAAACAC  
 

Leu A_ABC 1321  CAATAAATGC ATGGATTACT GCTATTAATG ACGAATTAAT TTCAAAACAT TCCAAGCAAT  
 

Leu A_ABC 1381  CATCAACAAA TTAAAAATGG TTAAGG- TCA AAATGTTTCA AAAAAGAATA AATTATATCG  
 

Leu A_ABC 1441  CACAAGTAGA TGAACGTGAT TGTGGTGTTG CTGCACTCGC TATGGTTTTA ACTCATTACA  
                            

Leu A_ABC 1501  AAACACGCCT GTCCTTAGCC AAACTACGGG ACCTGGCCAA AACTGACATG GAAGGAACGA  

  lcaD_F     

Leu A_ABC 15561  CTGCTTTAGG CATTGTTAAG CTGCGAATGC GCTAGACTTT GAAACCATGC CGATCCAGG  

KM 1                         TTGTTA-G CTGC TAATGC GCTAGACTTT GAAACTATGC CTATCCAGG  

 
Leu A_ABC 1621  CTGATTTGAG TTTATT CGAT AAAAAGGATT TACCCTATCC TTTTATCGCC CATGTCATTA  

KM 61            CTGACTTGAG TTTATT TGAT AAAAAAGATT TACCCTATCC CTTTATCGCC CATGTGATTA           

 
Leu A_ABC 1681  AAGA CGGTAA ATACCCGCAT TATTATGTAG TTTATGGGAT CAAAGGTGAT CAGCTATTAA  

KM 121           AAGAAGGGAA ATACCCACAT TACTATGTTG TTTATGGCAT TAAAGGGAAT CAGTTATTAA 

 
Leu A_ABC 1741  TCGCTGATCC AGATAATACC GTTGGTAAAA ATAAAATGAC AAAAGCGCAT TTTAATGAGG  

KM 181           TTGCTGATCC AGATGACACT GTTGGTAAAA CCAAAATGAC TAAAGCGCAT TTTAACGAAG 

                                                                     

Leu A_ABC 1801  AGTGGACCGG TGTGTCCATT TTTATTGCGC CCAATCCAAC CTACAAGCCA ACAAAGGATA  

KM 241           AATGGACCGG GGTGTCCATT TTTATTGCGC CCAATCCGAC CTATAAGCCA ACAAAAGATA 

 
Leu A_ABC 1861  AAAAGCGTTC CTTGACTTCT TTTATTCCAG TGATTACGCG TCAAAAATTA TTAGTTATCA  

KM 301           AAAAGCGTTC CTTGACTTCG TTTATTCCAG TGATTACGCG TCAAAAGATA TTAGTCATCA  

 
Leu A_ABC 1921  ATATTGTCAT TGCTGCCTTG TTGGTTACCC TAGTGAGTAT TTTAGGATCA TATTATTTGC  

KM 361           ATATTGTGAT TGCCGCCTTA TTAGTTACCC TTGTCAGCAT T CTAGGATCG TATTACTTAC 
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Leu A_ABC 1981  AAGGTATCAT TGATACCTAT ATCCCCGATA ACATGAAAAA CACCCTAGGG ATTGTGTCAC  

KM 421           AGGGTATCAT TGATACTTAT ATTCCCGATA ACATGAAAAA TACCCTAGGG ATTGTGTCAC  

 
Leu A_ABC 2041  TAGGGCTTAT TTTTGCGTAT GTTATCCAAC AACTGCTCTC TTATGCCAGA GATTATTTAT  

KM 481           TAGGGCTTAT TTTTGCGTAT GTTATCCAAC AACTGCTCTC TTATGCCAGA GATTATTTAT  

 
Leu A_ABC 2101  TAATTGTCAT GGGGCAACGC CTCTCAATTG ATATTATTTT GTCTTATATC AAACACATTT  

KM 541           TAATTGTCAT GGGGCAACGC CTCTCAATTG ATATTATTTT GTCTTATATC AAACACATTT  
 
Leu A_ABC 2161  TTGAACTGCC AATGTCTTTT TTCGCGACGC GTCGTACCGG TGAAATTGTG AGCCGTTTTA  

KM 601           TTGAACTGCC AATGTCTTTT TTCGCGACGC GTCGTACGGG TGAAATTGTG AGCCGTTTTA  
                                                                      

Leu A_ABC 2221  CGGACGCTAA TGCCATTATT GAAGCCCTGG CAAGCACGAT GTTATCTGTA TTTTTAGACT          

KM 661           CGGACGCTAA TGCCATTATT GAAGCCTTAG CCAGCACGAT GTTATCAGTC TTTTTAGATT  
 
Leu A_ABC 2281  TAGGAATTTT GGTCATTGTT GGCACAGTGC TAGTGGTTCA AAATTCAACC TTGTTTCTGA  

KM 721           TAGGAATTTT GGTCATTGTT GGCACAGTGC TAGTGGTTCA AAATTCAACC TTGTTTCTGA  
 

Leu A_ABC 2341  TTTCTCTGAT TGCCATTCCG GCTTATGCCC TAGTGGTCTG GCTCTTTATG CGTCCTTTTT  

KM 781           TTTCTCTGAT TGCCATTCCG GCTTATGCCC TAGTGGTCTG GCTCTTTATG CGTCCTTTTT  
 
Leu A_ABC 2401  CAAAGATGAA TAATGACCAA ATGCAAGCAG GTTCGATGTT AAGTTCTTCC ATTATTGAAG  

KM 841           CAAAGATGAA TAATGACCAA ATGCAAGCAG GTTCGATGTT AAGTTCTTCC ATTATTGAAG  
       

Leu A_ABC 2461  ATATTAATGG CGTTGAGACG ATTAAAGCGC TGAATAGTGA AGAAACCGCC TATCATAAAA  

KM 901           ATATTAATGG CGTTGAGACG ATTAAAGCGC TGAATAGTGA AGAAACCGCC TATCATAAAA  
 
Leu A_ABC 2522  TTGATCATGA ATTTGTCACT TATTTAGAAA AA TCATTTGT TTACGCTAAA ACAGAAGCCA  

KM 961           TTGATCATGA ATTTGTCACT TATTTAGAAA AATCATTTGT TTACGCTAAA ACAGAAGCCA  
 
Leu A_ABC 2581  CTCAAAATGC GATTAAAAGC CTCTTACAGC TCTCTTTAAA TGTCGTGATC TTATGGGTTG  

KM 1021          CTCAAAATGC GATTAAAAGC CTCTTACAGC TCTCTTTAAA TGTCGTGATC TTATGGGTTG  
 

Leu A_ABC 2641  GCGCACAACT GGTCATGACC AATAAAATTA GTGTTGGTCA ACTGATCACT TACAATGCTT  

KM 1081          GCGCACAACT GGTCATGACC AATAAAATTA GTGTGGGTCA ACTGATCACT TACAATGCTT  
 

Leu A_ABC 2701  TATTAGGATT TT---CAGAT CCCTTGCAAA AT ATTATTAA TTTACAAACT AAGCTCCAAC                                       

KM 1141          TATTAGGATT TTTTACAGAT CCCTTGCAAA ATATTATTAA TTTACAAACT AAGCTCCAAC  
                                 
Leu A_ABC 2761  AGGCCTCAGT CGCTAATAAT CGTTTGAACG AAGTTTATTT GGTTGATTCA GAATTTAAAG  

KM 1201          AGGCCTCAGT CGCTAATAAT CGTTTGAACG AAGTTTATTT GGTTGATTCA GAATTTAAAG  
 
Leu A_ABC 2821  CTAGTCATCA AATGACAGAA AGCATTATGC CCAATAGCTC ATTAGTAGCC GATCATATCA  

KM 1261          CTAGTCATCA AATGACAGAA AGCATTATGC CCAATAGCTC ATTAGTAGCT GATCATATCA  
 
Leu A_ABC 2881  CCTATAAATA CGGTTTTGGT GCGCCAGCAA TTGATGATGT TTCACTAACG ATTACAGCCG  

KM 1321          CCTATAAATA CGGTTTTGGT GCGCCAGCAA TTGATGATGT TTCACTAACG ATTACAGCCG  
 
Leu A_ABC 2941  GTGAAAAAAT CGCTTTGGTT GGGATTAGTG GATCAGGTAA ATCAACTTTA GTTAAATTGC  

KM 1381          GTGAAAAAAT CGCTTTGGTT GGGATTAGTG GATCAGGTAA ATCAACTTTA GTTAAATTGC  
      
Leu A_ABC 3001  TGGTTAATTT CTTTCAACCA GAGTCAGGGA CAATTTCACT AGGACAAACA CCACTCGCCA  

KM 1441          TGGTTAATTT CTTTCAACCA GAGTCAGGGA CAATCTCACT AGGACAAACA CCACTCGCCA  
  
Leu A_ABC 3061  ATCTTGATAA ACATGAGCTA AGAGCACACA TTAATTATTT ACCACAAGAA CCCTTTATAT  

KM 1501          ATCTTGATAA ACATGAGCTA AGAGCACACA TTAATTATTT ACCACAAGAA CCCTTTATAT   
 
Leu A_ABC 3121  TTTCCGGTTC AATTATGGAC AACCTGTTAT TGGGGGCTAA GCCAGGGACA ACCCAAGAAG  

KM 1561          TTTCCGGTTC AATTATGGAC AACCTGTTAT TGGGGGCTAG GCCAGGGACA ACCCAAGAAG   
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Leu A_ABC 3181  ATATTATCAG GGCGGTAGAA ATTGCTGAAA TTAAAGATGA TATTGAAAAA ATGTCGCAAG  

KM 1621          ATATTATCAG GGCGGTAGAA ATTGCTGAAA TTAAAGATGA TATTGAAAAA ATGTCGCAAG  
 
Leu A_ABC 3241  GATTTGGCAC TGAACTCGCA GAAAGTGGCA ATATTTCGGG TGGTCAAAAA CAACGCATTG  

KM 1681          GATTTGGCAC TGAACTCGCA GAAAGTGGCA ATATCTCGGG TGGTCAAAAA CAACGCATTG 
 
Leu A_ABC 3301  CTTTAGCTAG AGCCATTTTA GTCGATTCTC CGGTGCTGAT TTTAGATGAG TCAACCAGTA  

KM 1742          CTTTAGCTAG AGCCATTTTA GTCGATTCTC CGGTGATGAT TTTAGATGAG TCCACCAGTA 
 
Leu A_ABC 3361  ATCTTGATGT TTTAACAGAA AAAAAGATTA TT GATAATCT CATGCAGTTA ACCGAAAAAA  

KM 1803          ATCTTGATGT TTTAACAGAA AAAAAGATTA TTGATAATCT CATGCAGTTA ACCGACAAAA 
 

Leu A_ABC 3421  CCATTATCTT TGTAGCGCAC CGCTTAACCA TTTCACAGCG AGTAGATCGT ATTCTAACCA  

KM 1864          CTATTATCTT TGTGGCGCAC CGCTTAACCA TTTCACAGCG AGTGGACCGG ATTTTGACCA 
  
Leu A_ABC 3481  TGCAAAACGG CAAAATTATC GAAGATGGCA CGCATAATAC TCTGCTTAAT GCCGGTGGTT  

KM 1925          TGCAAAGCGG --AGATTATC GAAGATGGCC CGCATAATAC TCTGCTTAAT GCTGGTGGTT 
 
Leu A_ABC 3541  TCTACGCGTC ATTGTTTAAT CATTAAGGAG ACCTGATGTT TGATCCAAAA TACTTAGAAA  

KM 1986          TCTATGCGTC GTTGTTTAAT CATTAAGGAG ACCTGATGTT TGATCCAAAA TACTTAGAAA 
 

Leu A_ABC 3601  GTGGCGAATT TTATCAACGT CGTTACCGCA ATTTTCCAAC TCTGATTATT GTGCCTATTT  

KM 2047          GTGGCGAATT TTATCAACGT CGT 
                                                 mesC_R1 

Leu A_ABC 3661  TTTTGTTAGT CGTGTTTATC ATTCTATTTA GC CTATTTGC TAAGCGTGAA ATTGTTGTCA  
 
Leu A_ABC 3721  AAGCAAGTGG CGAAATTATT CCAGCCAAAG TGCTATCAGA TATCCAATCA ACCAGTAACA  
                              

Leu A_ABC 3781  ATGCCATCGA TAGTAACCAA TTAACTGAAA ATAAAGTGGT TAAAAAAGGC GATACCTTAG  
 
Leu A_ABC 3841  TGACCTTTAC CAGTGGTAAT GAAAAAATAT CGTCTCAATT ACTGACGCAA CAACTTAATA  
 
Leu A_ABC 3901  ATCTTAACGA CCGTCTAAAA AGTCTTGATA CCTATAAGCA GAGTATTGTT AACGGACGTA  
 
Leu A_ABC 3961  GCGAATTTGG TGGCACAGAT CAATTTGGTT ATGATAGTCT ATTCAACGGC TATATGGCGC  
  
Leu A_ABC 4021  AAGTTGATAC GTTGACGAGT GAATTTAATC AACAAAGTAG TGATAAACAA ACAGCTGATC  
 
Leu A_ABC 4081  AACAAGCTAA TCATCAAATT GACGTTTTAA AACAAGGTCA ATCTAAAAAC AATCAACAAT  
 
Leu A_ABC 4141  TAGCTAATTA TCAAGCTATT CTAACCAGTA TT AATAGCAA CACTAAACCG ACTAATAATC  
 
Leu A_ABC 4201  CCTATCAAGC CATTTATGAT AATTATTCAG CCCAGTTAAA ATCAGCACAA ACAACTGATG  
 
Leu A_ABC 4261  ATAAAGATCA AGTCAAGCAA ACTGCCTTAA GTAATGTACA ACAACAAATT GATCAATTAC  
 
Leu A_ABC 4321  AAACAACGAG TAGTTCGTAT GATAGTCAAA TTGCTGGTAT TACAAAGAGT GGTCCTTTAT  
 
Leu A_ABC 4381  CTCAAAGCAG TACCTTAGAT AAAATCGCTG ACTTGAAGCA ACAACAACTA GCGAGTGCTC  
 
Leu A_ABC 4441  AAAAAGAAAT CAATGATCAG CAACAATCCT TAGATGAGTT AAAAGCCAAG CAATCCTCTG  
 
Leu A_ABC 4501  CTAATGAGGA TTATCAAGAT ACGGTTATTA AAGCACCAGA AGATGGCATT TTACATTTAG  
 
Leu A_ABC 4561  CCACTGACAA AACTAAAATC AAGTATTTCC CTAAAGGCAC AACCATTGCG CAAATTTATC  
  
Leu A_ABC 4621  CTAAACTGAC GCAAAAAACA GCTTTGAATG TTGAGTACTA TGTGCCTGCC AGTAATATTA  
 
Leu A_ABC 4681  TCGGCTTAAA GCAAAGACAA GCCATCCGTT TTGTAGCAAA TCAAAATGTC ACGAAACCGC  
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Leu A_ABC 4741  TCACCTTAAA CGGAACAATC AAAAGCATTA GTTCTGCACC AATAGCCAGT AAAGAGGGAT  
                                             
Leu A_ABC 4801  CCTTTTATAA ATTAGTCGCG ACGATTCAGG CTAGCAAAAT AGACCGTGAA CAGATTAAAT  
                         
Leu A_ABC 4861  ATGGTCTTAA TGGTCGAATC ACAACCATAA AAGGGACTAA AACATGGTTT AATTATTATA  
 
Leu A_ABC 4921  AAGACATTGT TTTAGGTGAG AATAATTAGC TAGGAAGATA AACACAATTT TTAAACGTGT  
  
Leu A_ABC 4981  TTATCTTTTT TAGTCTCAAT GAAATTGTCG CC GAAGGTTT TTCTAGCCAA GTGGCAGGAC  
                                                             
Leu A_ABC 5041  ACAGAAAAAT GATAGTTGCT ACTGAAGGGA AGTTCAACTG CCACCAAAAA TAGTAACCGC  
 
Leu A_ABC 5101  GCGACAGCCA ACCGCCACCA CAACAGTTAT GCTCGCCCGT GGTTATTATT ATCATTAACA  
 
Leu A_ABC 5161  CTCTTACGTC TTTCTATGAT ACTTTTGAGC CACATTCTTA TAATGCTGCA ATCGACCTTT  
 
Leu A_ABC 5221  TAGAAAATTG ATCTCATCAG AAATTTCTTT TA AGTGGTTA TCATCAGCAT GTTTACTAGC  
 
Leu A_ABC 5281  AATATTTAAT TCTTTAATCC TACGTTTAAT CA ACTTAGTA GTTTTAGTAT CTTTCATGTA  
  
Leu A_ABC 5341  TTGATTATCT CAAAAAAACA CCCAACAAGG GCAATCAGTT TGATTTGAGC AGAGGAAGCC  
 

Figure II. 3. Alignement des séquences nucléotidiques des clusters de gènes impliqués 
dans la biosynthèse des leucocines A (immunité et précurseur : genbank M64371.1, ABC : genbank 
L40491.1), B (genbank S72922.1), A-QU15 (genbank AB499610) et de la leucocine KM432Bz 
(genbank xxx). 

Les gènes présents sur le cluster de gènes impliqué dans la biosynthèse des bactériocines sont indiqués en 
différentes couleurs comme suit : Précurseur de la bactériocine, Protéine d’immunité, Protéine de fonction 
inconnue, ABC transporteur, Protéine accessoire. La localisation de chaque amorce nucléotidique utilisée 
(table 2, publication) dans l’étude est indiquée sur l’alignement par une flèche. 
 

���� Le gène codant le précurseur de la leucocine KM432Bz a été entièrement caractérisé. 

Il a la même séquence nucléotidique que celui codant le précurseur de la leucocine B 

produite par Ln. carnosum. Le gène impliqué dans l’immunité est identique à celui 

impliqué dans l’immunité de la leucocine A produite par Ln. gelidum UAL 187. Quant 

au gène codant l’ABC transporteur de la leucocine KM432Bz, il partage 96% d’identité 

avec celui de la leucocine A. 

 

II.4.  Spectre d’activité de la leucocine KM432Bz 

 L’activité antimicrobienne de la leucocine KM432Bz a été testée à 10 µM sur gélose 

contre différentes bactéries à Gram positif et à Gram négatif. Ses CMI ont été déterminées en 

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

phylogénétiquement proches de la souche productrice (Figure I. 3) comme Lb. sakei subsp. 

sakei, Ln. lactis, Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides et des pathogènes tels que Li. 

monocytogenes et S. pneumoniae avec des CMI comprises entre 0,08 et 10 µM. 
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 Nous avons ensuite testé l’effet de la leucocine KM432Bz sur la croissance de deux 

bactéries sensibles en milieu liquide : Lb. sakei subsp. sakei et Li. monocytogenes. La 

bactériocine a été ajoutée en début de la culture bactérienne (t0) ou en début de phase 

exponentielle. La bactériocine inhibe la croissance de ces deux bactéries. Mais contrairement 

à Lb. sakei subsp. sakei, Li. monocytogenes atteint la même DO620nm que son contrôle en fin 

de phase stationnaire. 

���� La leucocine KM432Bz est active contre des bactéries à Gram positif 

phylogénétiquement proches avec des CMI comprises entre 0,08 nM et 10 µM. La 

leucocine KM432Bz est également active contre des pathogènes telles que Li. 

monocytogenes pour laquelle elle présente une CMI de 156 nM. En revanche, elle est 

inactive contre toutes les bactéries à Gram négatif testées. Enfin, la leucocine KM432Bz 

exerce par ailleurs, un effet bactéricide sur la croissance de Lb. sakei subsp. sakei et un 

effet bactériostatique sur Li. monocytogenes. 

 

 

III. Résultats complémentaires 

III.1.  Caractérisation de la leucocine KM432Bz 

 Afn de démontrer que laleucocine KM432Bz de masse moléculaire 3930 Da possède 

une activité antimicrobienne anti-Listeria, nous avons réalisé un « gel overlay ». Le gel Tris-

tricine-SDS a été soumis à une électrophorèse puis découpé en deux parties. Une partie a été 

colorée au bleu de Coomassie G-250 et au nitrate d’argent et une autre a été soumise à un test 

antimicrobien. 

Après coloration, aucune bande correspondant à la bactériocine KM432Bz n’a été obtenue. 

En revanche, la partie du gel soumise au test antimicrobien sur Li. monocytogenes CIP 80.110 

a révélé un halo d’inhibition correspondant à une masse moléculaire comprise entre 1,7 et 4,6 

kDa (Figure II. 4).  

Le peptide de masse moléculaire 3930 Da présente une activité antimicrobienne dirigée contre 

Li. monocytogenes CIP 80.110. 
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Figure II. 4. Electrophorèse Tris-tricine-SDS de la bactériocine KM432Bz. La piste 1 
représente le marqueur précoloré de masses moléculaires (1.7 � 40 kDa, Fermentas). La 
piste 2 représente l’activité antimicrobienne contre Li. monocytogenes CIP 80.110. La flèche 
rouge indique le halo d’inhibition. 

 

 

III.2.  Implication de EIItMan dans le mode d’action de la leucocine  
   KM432Bz  

 Des études ont montré que l’inactivation du gène rpoN codant le facteur de 

transcription σ54 induisait la résistance de Li. monocytogenes à la mésentéricine Y105 

(Robichon et al., 1997). σ54 est un facteur de transcription qui active l’expression du gène 

codant une mannose perméase du système des phosphotransférases EIIt
Man. Ce résultat 

suggére que EIIt
Man pourrait jouer le rôle de récepteur pour la mésentéricine Y105 lors du 

contact avec la membrane cytoplasmique de la bactérie cible (Dalet et al., 2001). Afin de 

vérifier le rôle de EIItMan dans le mode d’action de la leucocine KM432Bz, nous avons testé 

l’activité antimicrobienne de la leucocine KM432Bz sur la souche de Li. monocytogenes 

inactivée pour le gène rpoN (rpoN 

-) codant σ54. Les mutants, générés par insertion d’un 

fragment nucléotidique de 1559 pb correspondant à la jonction Tn917–lac/ rpoN du plasmide 

pRT758 dans le gène rpoN (Dalet et al., 2001, Robichon et al., 1997), nous ont été 

aimablement forunis par le Professeur Yan Héchard (Université de Poitiers). Un contrôle 

positif a été réalisé en testant parrallèlement la leucocine KM432Bz sur la souche Li. 

monocytogenes sauvage (rpoN  

+). 
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 Des tests antimicrobiens de la leucocine KM432Bz contre les deux souches ont révélé 

que la souche rpoN 

+ était sensible à la leucocine KM432Bz alors que la souche rpoN 

- était 

résistante (Figure II. 5). Ce résultat suggère que la leucocine KM432Bz utiliserait le même 

récepteur membranaire que la mésentéricine Y105 afin d’interagir avec la membrane 

cytoplasmique de la bactérie cible. La mutation du gène rpoN engendre la résistance des 

bactéries naturellement sensibles aux bactériocines de classe IIa, y compris à la leucocine 

KM432Bz. 

A B

10 mm

A B

10 mm

 

Figure II. 5. Tests antimicrobiens de la leucocine KM432Bz (5 µl , 10 µM) sur Li. 
monocytogenes EGDE rpoN  

+ (A) et rpoN  
- (B). 

 

III.3.  Effet de la leucocine KM432Bz sur des biofilms 

 Un biofilm est formé de différents microorganismes vivants et morts adhérant entre 

eux et à une surface, englués dans une matrice adhésive et protectrice composée 

essentiellement de protéines, glycoprotéines, polysaccharides, de sels et d’eau. Selon les 

conditions environnementales, les biofilms peuvent s’organiser en couche monocellulaire ou 

devenir plus complexes et comporter des couches formées par différents microorganismes 

(Hall-Stoodley et al., 2004). Les biofilms offrent une véritable protection pour les bactéries 

aboutissant ainsi à l’émergence de nombreuses résistances aux traitements physiques et 

chimiques conventionnels. 

Les problèmes liés aux biofilms concernent différents domaines parmi lesquels la santé, le 

traitement des eaux, l’industrie agroalimentaire,… Dans le secteur alimentaire et en particulier 

laitier et fromager, la présence de biofilms formés par Li. monocytogenes (Wong, 1998) peut 

entraîner de sévères problèmes de santé publique (Carpentier et Cerf, 2011). 

Dans ce contexte, nous avons examiné les capacités de la leucocine KM432Bz à inhiber les 

biofilms à deux niveaux, lors deleur formation et lorsqu’ils sont déjà 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 sur la formation de biofilm, les 

bactéries sensibles ont été cultivées en présence de bactériocine à 5 et 10 µM. Les puits 

contenant les cultures bactériennes ont ensuite été vidés, lavés puis colorés au Crystal violet. 

Les DO620nm ont été mesurées afin de quantifier le biofilm formé. Ce test a révélé que la 

leucocine KM432Bz aux concentrations 5 et 10 µM inhibait la formation d’un biofilm par Lb. 

sakei subsp. sakei CIP 103139 et Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides CIP 102305. De 

plus, la bactériocine à la concentration 10 µM inhibait la formation d’un biofilm par Li. 

monocytogenes EGDE (Figure II. 6). En revanche, la leucocine KM432Bz n’a aucun effet 

réellement significatif sur la formation de biofilms par les autres bactéries qui lui sont 

sensibles, à savoir Li. monocytogenes CIP 80.110 et surtout Li. innocua CIP 80.11 qui y est 

totalement insensible (Figure II. 6). 
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Figure II. 6. Effet de la leucocine KM432Bz à 10 (  ) et 5 µM (  ) sur la formation d’un 
biofilm  par Lb. sakei subsp. sakei CIP 103139 (1); Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides 
CIP 102305 (2);  Li. innocua CIP 80.11 (3); Li. monocytogenes CIP 80.110 (4) et Li. 
monocytogenes EGDE (5). Le contrôle sans bactériocine pour chaque bactérie est présenté en  
 sur les diagrammes. 
 

b. Effet de la leucocine KM432Bz sur un biofilm  
   préformé  

 Pour vérifier l’effet de la leucocine KM432Bz sur un biofilm préformé, la bactériocine 

à 5 et 10 µM a été ajoutée a une culture bactérienne à une DO620nm égale à 0,2. Les puits 
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contenant les cultures bactériennes ont ensuite été vidés, lavés puis colorés au Crystal violet. 

Les DO620nm ont été mesurées afin de quantifier le biofilm formé. Seuls les biofilms formés 

par Lb. sakei subsp. sakei CIP 103139 et Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides CIP 102305 

sont sensibles à l’effet antimicrobien de la leucocine KM432Bz à 5 et 10 µM (Figure II. 7). 
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Figure II. 7. Effet de la leucocine KM432Bz à 10 (  ) et 5 µM (  ) sur un biofilm préfomé 
par Lb. sakei subsp. sakei CIP 103139 (1); Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides CIP 
102305 (2);  Li. innocua CIP 80.11 (3); Li. monocytogenes CIP 80.110 (4) et Li. 
monocytogenes EGDE (5). Le contrôle sans bactériocine pour chaque bactérie est présenté en  
 sur les diagrammes. 
 

���� La leucocine KM432Bz inhibe la formation de biofilms par deux souches 

phylogénétiquement proches de la souche productrice à savoir Lb. sakei subsp. sakei CIP 

103139 et Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides CIP 102305 ainsi que par un 

pathogène Li. monocytogenes CIP 80.110. En revanche, elle est seulement active contre 

les biofilms préformés par Lb. sakei subsp. sakei CIP 103139 et Ln. mesenteroides subsp. 

mesenteroides CIP 102305. 

 

III.4.  Recherche du gène codant le précurseur de la leucocine KM432Bz 
   chez d’autres espèces de Leuconostoc 

 Afin de vérifier la présence (ou non) du gène codant la précurseur de la leucocine 

KM432Bz chez d’autres espèces du genre Leuconostoc nous avons d’abord soumis quelques 

espèces de Leuconostoc à des tests antimicrobiens en utilisant la leucocine KM432Bz (5 µl, 
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10 µM) puis vérifié, par PCR, la présence ou l’absence du gène codant le précurseur de la 

bactériocine chez l’ensemble des espèces de Leuconostoc testées. 

 Le test antimicrobien révèle la résistance de trois espèces à savoir Ln. carnosum CIP 

103319, Ln. citreum CIP 103315 et Ln. gelidum CIP 103318. Cette résistance semble montrer 

que ces espèces sont immunisées contre la leucocine KM432Bz. Par contre, la leucocine 

KM432Bz est inactive contre Ln. mesenteroides subsp. dextranicum CIP 102423, Ln. 

mesenteroides subsp. mesenteroides CIP 102305 et Ln. pseudomesenteroides CIP 103316. La 

résistance de la souche productrice Ln. pseudomesenteroides KM432Bz à sa propre 

bactériocine confirme son immunité à sa propre production (Table 1, publication). 

 La recherche du gène codant le précurseur de la bactériocine chez ces différentes 

souches a été réalisée. Pour cela, un fragment du gène codant la leucocine KM432Bz a été 

amplifié par PCR en utilisant des amorce spécifiques (PréleuB-F et PréleuB-R, Table 2, 

publication) chez les différentes espèces de Leuconostoc y compris chez la bactérie 

productrice Ln. pseudomesenteroides (contrôle positif). 

Toutes les bactéries testées montrent la présence d’un amplicon du fragment du gène codant 

le précurseur de la leucocine KM432Bz d’environ 178 pb (Figure II. 8). 

  Les bactéries immunisées à une bactériocine sont généralement porteuses d’un gène 

codant une protéine d’immunité à l’origine de cette résistance. Dans la plupart des cas, le gène 

codant la protéine d’immunité se trouve en aval du gène codant le précurseur de la 

bactériocine sur une même unité de transcription (Ennahar et al., 2000). Or, notre étude révèle 

que même les bactéries sensibles semblent porter le gène codant le précurseur de la 

bactériocine. Différentes hypothèses sont possibles : soit le gène codant le précurseur de la 

bactériocine est transféré seul, soit toute l’unité de transcription (gène codant le précurseur de 

la bactériocine + gène codant la protéine d’immunité) est tranférée mais pas exprimée chez la 

bactéries réceptrice (possibilité d’un promoteur différent ?). 
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Figure II. 8. Gel d’agarose des produits PCR obtenu en utilisant des amorces spécifiques 
pour amplifier un fragment du gène codant le précurseur de la leucocine KM432Bz à 
partir de matrices correspondant aux ADN génomiques de Ln. mesenteroides subsp. 
mesenteroides CIP 102305 (1); Ln. carnosum CIP 103319 (2); Ln. mesenteroides subsp. 
dextranicum CIP 102423 (3); Ln. citreum CIP 103315 (4); Ln. pseudomesenteroides CIP 
103316 (5); Ln. gelidum CIP 103318 (6); Ln. pseudomesenteroides KM432Bz (7, côntrole 
positif). La piste 8 correspond au marqueur de poids moléculaire 100 pb (NEB). 
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Discussion générale, conclusions et perspectives 

 Les bactéries lactiques sont utilisées depuis des millénaires pour la fermentation de 

produits alimentaires par différentes populations. En plus de leurs propriétés de fermentation, 

de résistance aux variations de pH et aux températures élevées, la propriété de 

bioconservation leur a été attribuée. Les métabolites responsables d’activités antimicrobiennes 

dirigées contre des pathogènes de l’alimentation comme Listeria, Enterococcus et Salmonella 

s’avèrent être à l’origine de cette propriété de bioconservation. Parmi ces métabolites, on 

trouve l’acide lactique et des peptides antimicrobiens appelés bactériocines. La nisine est 

utilisée depuis 40 ans comme conservateur alimentaire dans plus de 80 pays. Plus récemment, 

la pédiocine a également été commercialisée comme conservateur alimentaire. Les études 

portant sur des bactériocines sont toujours en cours afin de mieux comprendre leur structure et 

leurs modes d’actions pour élargir leurs applications. 

 

 Nous avons choisi d’isoler une bactériocine produite par une bactérie lactique isolée 

d’une boisson traditionnelle fermentée appelée boza. Cette boisson est consommée 

communément dans la région des Balkans et connue pour sa bonne conservation à 

température ambiante. Pour cela la souche bactérienne productrice a d’abord été isolée puis 

identifiée comme un Ln. pseudomesenteroides et nommée KM432Bz. Différentes étapes de 

purification ont été entreprises afin d’isoler la bactériocine produite. Une fois la bactériocine 

purifiée, un séquençage peptidique combinant des analyses par spectrométrie de masse et par 

dégradation d’Edman a été réalisé afin de déterminer la structure primaire du peptide. Les 

résultats obtenus ont montré que la séquence en acides aminés de la leucocine KM432Bz est 

identique à celle de trois bactériocines de classe IIa, les leucocine A, B et A-QU15 produites 

respectivement par Ln. gelidum, Ln. carnosum et Ln. pseudomesenteroides. Les leucocine B 

et A-QU15 sont identiques et se différencient de la leucocine A uniquement par la séquence 

spécifique à leur précurseur.  

 

 Afin de vérifier ce résultat, des études du système génétique impliqué dans la 

biosynthèse de cette bactériocine ont été réalisées. Le séquençage nucléotidique a confirmé 

que le gène codant le précurseur de la leucocine KM432Bz présentait la même séquence 

nucléotidique que celui codant la leucocine B/ A-QU15. Les gènes codant la protéine 

d’immunité, l’ABC transporteur ainsi qu’une partie de la protéine accessoire ont été 
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caractérisés et partagent 96% de similarité avec ceux relatifs à la leucocine A, le système 

génétique spécifique de la leucocine B n’ayant pas été identifié en entier. La leucocine 

KM432Bz est donc une bactériocine produite par une souche de Ln. pseudomesenteroides et 

est identique à la leucocine A-QU15 décrite par Sawa et al. (Sawa et al., 2010). Il a déjà été 

montré que le système génétique impliqué dans la biosynthèse des bactériocines produites par 

Leuconostoc sp. est entouré de séquences inversées répétées (IS) et subirait des transferts 

horizontaux inter-espèce (Johansen & Kibenich, 1992). Les transferts horizontaux inter-

bactéries étant des phénomènes courants chez les bactéries et en particulier chez le genre 

Leuconostoc (Johansen & Kibenich, 1992), ceci pourrait être le cas de notre bactériocine. En 

effet, ces observations laisseraient penser qu’un même cluster de gènes aurait pu subir des 

modifications génétiques au cours de l’évolution (transferts génétiques) et former ainsi 

différents clusters aujourd’hui codant la même bactériocine ou des bactériocines différentes 

retrouvées chez des espèces bactériennes différentes. 

Pour étudier cette hypothèse, des fragments de gènes codant la bactériocine d’intérêt ont été 

amplifiés chez différentes espèces de Leuconostoc, à savoir Ln. carnosum CIP 103319, Ln. 

citreum CIP 103315, Ln. gelidum CIP 103318, Ln. mesenteroides subsp. dextranicum CIP 

102423, Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides CIP 102305 et Ln. pseudomesenteroides CIP 

103316. Toutes les souches bactériennes testées se sont avérées être porteuses du gène codant 

le précurseur de la leucocine KM432Bz. En revanche les tests antimicrobiens réalisés sur ces 

mêmes souches ont montré que seules les souches Ln. carnosum et Ln. gelidum étaient 

résistantes à la bactériocine produite par la souche KM432Bz. La résistance de la souche 

productrice Ln. pseudomesenteroides KM432Bz à sa propre toxine confirme son immunité. 

Par ailleurs, aucun produit d’amplification correspondant à la zone intergénique séparant le 

groupe de gènes impliqué dans la production du précurseur de la bactériocine et la protéine 

d’immunité de celui impliqué dans l’export de la bactériocine n’a été obtenu par PCR. Ces 

deux groupes de gènes ne se trouveraient donc pas l’un à coté de l’autre contrairement au cas 

de la leucocine A. Ils pourraient donc être situés soit sur un même plasmide et séparés par 

d’autres entités génétiques, soit sur des plasmides différents. 

 

 De façon générale, les spectres d’activité réalisés pour des bactériocines révèlent une 

sensibilité de bactéries à Gram positif, en particulier de souches phylogénétiquement proches 

de la bactérie productrice de cette bactériocine. Nous avons déterminé le spectre d’activité de 

la leucocine KM432Bz en la testant sur gélose contre des bactéries phylogénétiquement 

proches incluant des pathogènes, puis en mesurant la CMI sur les souches sensibles 
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identifiées. La leucocine KM432Bz est active contre de nombreuses souches 

phylogénétiquement proches appartenant aux genres Leuconostoc parmi lesquelles Ln. 

mesenteroides, Ln. lactis, Ln. pseudomesenteroides et au genre Lactobacillus comme Lb. 

sakei. Elle est également active contre des bactéries pathogènes comme Str. pneumoniae, En. 

faecalis, Li. monocytogenes et Li. innocua, les deux dernières étant responsables d’infections 

respectivement chez l’Homme et l’animal. Les CMIs retrouvées sur les bactéries sensibles 

sont comprises entre 0,08 et 10 µM avec une CMI de 156 nM pour Li. monocytogenes. De 

plus, des tests réalisés sur la croissance de Lb. sakei subsp. sakei et Li. monocytogenes ont 

montré que la bactériocine exerçait un effet bactéricide sur Lb. sakei subsp. sakei et 

bactériostatique sur Li. monocytogenes. 

En revanche, toutes les bactéries à Gram négatif testées sont résistantes à la leucocine 

KM432Bz. Jusqu’à présent, aucune bactériocine de classe IIa n’a exprimé d’activité 

antimicrobienne contre les bactéries à Gram négatif. Les bactéries à Gram négatif possèdent, 

en effet, une membrane externe qui empêche vraisemblablement les bactériocines de classe 

IIa d’atteindre leur cible. 

 La plupart des bactériocines ont pour cible la membrane cytoplasmique des bactéries à 

Gram positif dans laquelle elles induisent la formation de pores aboutissant à la fuite de 

molécules intracellulaires. Toutefois, la nature de ces molécules dépend du type de pores 

formés. Plus particulièrement, les bactériocines de classe IIa induisent, dans la plus part des 

cas, la formation de pores dans la membrane cytoplasmique de la bactérie cible provoquant la 

fuite d’ions et de petites molécules intracellulaires aboutissant ainsi à la mort de la bactérie. Il 

a été montré que les bactériocines de classe IIa nécessitaient la présence d’une mannose 

perméase du système phosphotransférase (Et
Man) chez la bactérie cible qu’elles utilisent 

comme « docking molecule » pour la formation de pores lors de leur interaction avec la 

membrane cytoplasmique (Dalet et al., 2001, Diep et al., 2009). Pour vérifier le rôle de cette 

protéine dans le mécanisme d’action de la leucocine KM432Bz, nous l’avons testée sur des 

souches de Li. monocytogenes (rpoN 

-) mutées sur le gène codant le facteur de transcription 

σ
54 (Dalet et al., 2000, Dalet et al., 2001, Héchard et al., 2001). Les souches mutées sont 

résistantes à la bactériocine, confirmant ainsi l’implication de EtMan dans le mode d’action de 

la bactériocine produite par Ln. pseudomesenteroides KM432Bz. Ce résultat confirme bien la 

nécessité de la présence de Et
Man chez les bactériocines de classe IIa. 
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 La leucocine KM432Bz produite par Ln. pseudomesenteroides KM432Bz est une 

leucocine B/ A-QU15 de classe IIa active contre des pathogènes majeurs à l’origine 

d’infections chez l’Homme et l’animal. La leucocine B est produite par une autre espèce du 

genre Leuconostoc, à savoir Ln. carnosum. Sa capacité de production par Ln. 

pseudomesenteroides aurait pu être acquise (ou inversement) lors d’un transfert horizontal de 

gènes inter-espèce entre ces différentes espèces bactériennes. En effet, ce transfert génétique 

horizontal pourrait amener différentes espèces appartenant en l’occurrence au genre 

Leuconostoc à produire la même bactériocine ou des bactériocines similaires. Ces 

observations laisseraient penser également qu’un même cluster de gènes aurait pu subir des 

modifications génétiques au cours de l’évolution (transferts génétiques) et former ainsi 

différents clusters codant aujourd’hui différentes bactériocines. Quant aux résistances 

observées pour des souches renfermant le gène codant la leucocine KM432Bz, elles 

pourraient être dues soit à la mutation du gène codant la protéine d’immunité, soit à son 

absence totale, soit à une déficience en mannose perméase du système phosphotransférase 

Et
Man. Ce résultat suggère également que des mutations seraient apparues sur le gène codant la 

protéine d’immunité chez les autres espèces testées, ce qui expliquerait leur sensibilité à la 

bactériocine. Enfin, la résistance pourrait aussi être due à une déficience en mannose 

perméase chez les souches résistantes. En effet, il serait judicieux d’amplifier par PCR grâce à 

des amorces spécifiques le gène codant la protéine d’immunité chez les souches résistantes 

afin de vérifier sa présence ou son absence. Le séquençage du (des) fragment(s) obtenu(s) 

nous permettrait de comparer sa  (leur) séquence avec celle de la leucocine KM432Bz. Le 

résultat obtenu pourrait nous éclairer quant à la résistance de ces souches à cette bactériocine.  

 La détermination des CMIs de la leucocine KM432Bz a permis de quantifier son 

activité antimicrobienne. Nous avons mesuré les CMIs de la leucocine KM432Bz en parallèle 

de celles de la pédiocine AcH (Motlagh et al., 1994) commerciale afin de comparer son 

activité antimicrobienne à celle d’une bactériocine apparentée (classe IIa) connue, utilisée 

comme conservateur alimentaire. La leucocine KM432Bz s’est révélée être active contre un 

nombre d’espèces bactériennes impliquées dans l’apparition d’infections parmi lesquelles Li. 

innocua et Li. monocytogenes. De plus, la leucocine KM432Bz est active contre ces deux 

bactéries pathogènes avec des CMIs respectivement égales à 0,625 et 0,156 µM contre 2,5 et 

5 µM pour la pédiocine AcH (voir publication). La leucocine KM432Bz est plus active que 

la pédiocine déjà commercialisée sous le nom d’Alta® pour la conservation des saucisses, ce 

qui pourrait la placer comme un bon candidat en tant que conservateur alimentaire. 
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De nombreuses études seront à faire pour confirmer ce point, comme des tests d’innocuité, de 

toxicité,… De plus, il serait intéressant d’élargir le spectre d’activité en testant la leucocine 

KM432Bz contre d’autres pathogènes responsables d’infections tels que Cl. botulinum, Cl. 

perfringens et Salmonella enterica. 
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