WP | I S S PURN - WY [ WP i S VNI |
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
AM( L:.V\.\“ 5 s ||P (] (“\ Ll BJ‘JJ

(€

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
L Ll dads
UNIVERSITE DE M'SILA

MEMOIRE

Présenté

A LA FACULTE DES SCIENCES

DEPARTEMENT DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE (SNV)

pour obtenir

Le Dipléme des Etudes Supérieures en Biologie (DES)

OPTION : BIOCHIMIE

par

DAHMANI O., DEMDOUM S. et DJAIDJA'S.

THEME :
Etude bibliographique des bactériocines

RABAH Noura M.A. Classe B Encadreur
TOUMATIA Omrane M.A. Classe B Examinateur

Promotion : 2010/ 2011

DESBIOCHIMIE - DESBIOCHIMIE - DESBIOCHIMIE - DES BIOCHIMIE - DESBIOCHIMIE



Renerci enent s:

Nous renercions tout d' abord ALLAH
de nous avoir donné |la santé et |le
cour age pour termner ce travail.

Nous renerci ons chal eureusenent

Mle. RABAH. N qui nous a guide
| ors de |l a réedaction du nménoire
afin de perfectionner ce travail.

MER TOUNVATI AL O d’avoir examiné
notre travail avec un esprit
critique et precieux.

Tous nos ensei gnants.

Tous ceux ou celles qui de pres ou
de loin ont participé a la
réalisation de ce neénoire.

En fin, tous ceux qui nous ont
sout enues de pres ou de loin
durant toute la préparation de ce
Menoi r e.



Dédicace:
Je dédie cemémoire :
A ceux qui me sont | es plus chers, mes parent.

A ma mere, Djamila, qui est toujours présente et continue de [ ’étre pour faire
mon bonheur. Merci pour étre sacrifiée pour gue ces enfants gr andissent et
prospér ent.

Aing qu'a mon pere, Hocine, pour ses encour agements incessants et son
soutien moral aux moments difficiles qui furent pour moi les mellleurs gages de
réussite.

A ma sceur Noura et mon frerelaid, pour leur disponibilité, leur soutien moral,
leur encouragement incessant, d’étre coopératif et d’assumer a ma place
certaine de mes responsabilités familial es.

A tout ma famlle.

A mes cheresamies surtout : Naila, Madjida, Farida, Nassira, Halima, Nawel,
Shem, Zohra, Salima et Nissrine.

A tous mes enselgnants et les admi nistrateurs du département de biologie.

A tout | es éudiants de la promoti on de Biochi mie.

A tous | es personnes pour leur aide.
A tous ceux ou celles qui m'ont aide ont participe ala réalisation de ce

mémoaire.

OUMELKHEIR



Dédicace :
Je dédi e ce mémoire
A ceux qui me sont | es plus chers, mes parent.
A ma mére Nacera qui m' encourage et me pousse toujours verslavant et qui
m'ai der beaucoup pour ma réussite .
A mon pere Ayad qui reste toujours dans mon ceeur .
A meschersfreres: Salim, Abbes, Aymen, Kouider.
A mes chers sceurs : Fatiha, Souad, Khadidja.
A mes cous nes: Zineb, Sara, Amine.
A mes chers coll égues: Soumia, Oumdkheir.
A mes chers amies surtout: Hanane, Cheima, Fatima, Nerdjess.
A toute ma famille surtout ma grande mere Meriem.
A tous mes enselgnants et les admi nistrateurs du département de biologie.
A tous | es personnes pour leur aide.
A tous ceux ou celles qui m'ont aide ont participe ala réalisation de ce

mémoaire.

SARA



Dédicace
Je dédi e ce modeste travail :

A ma mere, Fatima, le symbole du sacrifie, del'abnégation et dela donation et
|lesecret del'exi stence.

Aing qu'a mon pere, Mohamed, celle qui m'a envahie de ces faveurs et &ait
pour moi la conduite exemplaire et idéal e quant a monitinéraire scolaire et
univerditaire.

A mescheresames: Shem, Sara, Samia, Imane, Souad.
A mestres chéresamis. Rachid, Nabil.

A mestantes materneles: Fadila, Saadia, Thaldja.

A ma tres chere grande mére: Fatma.

A tout | es éudiants de la promoti on de Biochi mie.

SOUMIA



Liste des abréviations:
B: Bacillus
E.coli: Escherichia coli
E: Enterococcus
C: Carnobacterium
L: Listeria
Lb: Lactobacillus
Lc: Lactococcus
Ln: Leuconostoc
S: Streptococcus
Subsp: Sous-espece
ABC: ATP Binding Cassette
ADN: Acide Désoxyribonucléique
ARN: Acide Ribonucléique
ATB: Antibiotiques
ATP: Adénosine Triphosphate
C-ter minal: Carboxy-terminal
G: Glycine
L an: Symbole commun des genes de la biosynthese des lantibiotiques
N: Asparagine

N-ter minal: Amino-terminal



Kb: Kilobase

KDa: Kilodalton

K pb: Kilo paire de base

pH: Potentiel d'hydrogéne
Sec: Secretion system complex
V: Vaine

Y: Tyrosine
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1. Introduction

Dans les niches écologiques, les microorganismes sont en compétition intense. Cette
compétition a conduit a la diversité des substances antimicrobiennes secrétées. Tel que les
bactériocines, qui sont utilisées, par la suite, pour des applications de biopréservation (Deegan
et al., 2006; Galvez et al., 2007).

L es bactériocines les plus étudiées sont celles des bactéries a Gram négatives comme les
colicines des entérobactéries (Cleveland et al., 2001) et les bactériocines des bactéries
lactiques (Neetles et Barefoot, 1993).

Seule la nisine est reconnue généralement comme efficace cette substance GRAS
(generally reconised as safe) est utilisée comme bioconservateur alimentaire dans plusieurs
pays dont les USA (Cleveland et al., 2001).



2. Définition

Différentes définition ont été données aux bactériocines au cours du temps. Cependant, la
définition qui reste la plus largement acceptée est celle de Klaenhammer (1988) qui définit les
bactériocines comme de protéines ou complexe de protéines, avec une activité bactéricide
contre des espéces proche de la souche productrice. Les bactériocines représentent plusieurs
classes de substances antagonistes qui varient considérablement du point de vue de leur poids

moléculaire, de leurs propriétés biochimiques, de leur spectre d'action et de leur mode d'action
(klaenhammer, 1988).

3. Nomenclatur edes bactériocines

La nomenclature des bactériocines est relativement simple. De la méme maniére que la
terminaison “ase” est associée a la dénomination d'enzyme, le suffixe «ine» est utilis¢ afin de
dénoter une activité bactériocinogéne (Kaiser et Montiville, 1993). Certaines bactériocines
tirent leur nom de la souche productrice, d'autres ont été nommeées en termes généraux,
comme par exemple les “colicines” produites par les coliformes (Ecker, 1992; Klaenhammer,
1988; Kozak et al., 1978). 1| faut savoir qu'une groupe de bactérie, peut produire plus d'une
bactériocine (Klaenhammer, 1993).

4. Bactériocineset ATB

L e tableau 1 montre quelques comparaisons entre les bactériocines et les ATB.



Tableau 1: Comparaison entre les Bactériocines et les ATB.

Points de Bactériocines Antibiotiques Références
comparaison
Microorganisme Bactéries Bactéries, (Cenatiempo et al .,
producteurs champignons 1996)
(Bernard, 2007)
Biosynthése Synthétises par voie M étabolites (Ray,1992)
ribosomique secondaires

Mode d'action

L'activité

Immunité des cellules

hotes

Agissent sur les
cellules sensibles par:
-déstabilisation et
perméabilisations de la
membrane
cytoplasmique -
perforation des
membranes des cellules
cibles. -insertion
directe dans les
bicouches
phospholipidiques

(récepteurs spécifiques)

Bactéricide ou

bactériostatique

Oui

Agissent sur diverses
structures et activités
cellulaires des cellules
sensibles: paroi,
membrane
cytoplasmique,
biosynthése d'acides
nucléiques,
biosynthese de
protéines, métabolisme

énergétique

Bactéricide ou

bactériostatique
Antiviral
Antifongique
Antitumoral

Non

(Clevland et al., 2001)

(Cintas et al., 2001,
Cenatiempo et al.,
1996; Clevland et al .,
2001)

(Bousseboua, 2002)

(Cenatiempo et al.,
1996)

(Bently et Bennet,
2003), (Busbee,1991)

(Clevland et al., 2001)



5. Classification des bactériocines

Selon K laenhammer (1993), les bactériocines sont réparties en quatre classes:

Classe | : Ou leslantibiotiques qui sont des peptides de taille inférieure &5 kDa, stables a
la chaleur et qui contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-
traductionnellement : la lanthionine, la B-méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la

déhydroalanine. | Is peuvent étre subdivisés en deux types:

Laclasse | a: Qui comprend des peptides cationiques hydrophobes allongés contenant
jusqu’a 34 acides aminés (McAuliffe et al., 2001 ; Twomey et al., 2002) comme la nisine A

produite par Lc. Lactis(De Vuyst et Vandamme, 1994).

La classe | b: Cette classe comprend les peptides globulaires chargés négativement ou
sans charge nette et contenant jusqu’a 19 acides aminés (McAuliffeet al., 2001 ; Twomey et

al., 2002). Par exemple La mersacidine produite par B. subtilis (Hsu et al., 2003).

Certains lantibiotiques sont par ailleurs constitués de deux peptides agissant ensemble
pour avoir une activité comme la lacticin 3147. Les séquences et structures d’un lantibiotique

de chague type se trouvent a la figure 1 (Dortu et Thonart, 2009).

Classe |1: Cette classe comprend des peptides de taille inférieure & 10 kDa, stablesa la
chaleur, ne contenant pas d’acides aminés modifiés. Leur point isoélectrique varie entre 8 et

10. Elle est divisée en trois sous-classes.

L a sous-classe | la: Cette classe contient entre 27 et 48 acides aminés, ces bactériocines
ont tous une partie N-terminale hydrophobe contenant la séquence consensus Y GNGV, ainsi,
qu’un pont disulfure et une partie C-terminale moins conservée, hydrophobe ou amphiphile
cette partie détermine la spécificité d’action de la bactériocine (Fimland et al., 2000 ; Richard
et al., 2006). Elles ont une activité contre L. monocytogenes. Certaines bactériocines de cette
sous-classe contiennent également un deuxiéme pont disulfure dans leur domaine C-terminal
qui semble étre important dans la stabilisation de la structure tertiaire. |1 semble par ailleurs
qu’il leur conféré une meilleure activité antimicrobienne, une meilleure résistance a
I’exposition a des hautes températures et un spectre d’action plus large (Eijsink et al., 1998 ;
Fimland et al., 2000 ; Drider et al., 2006 ; Richard et al., 2006). Par exemple la mésetéricine
Y 105 produite par Ln. mesenter oides Y 105 (Héchard et al., 1992).
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Lasousclassellb: Lesbactériocines qui appartiennent a cette classe ayant besoin de
deux peptides pour avoir une activité. Deux types de bactériocines de classe | Ib peuvent étre
distingués : le type E (Enhancing) ou la fonction d’un des deux peptides est d’augmenter
Pactivité de I'autre et le type S (Synergy) ou les deux peptides sont complémentaires. Comme

I'entérocine L 50A produite par E. faecium L50 (Garneau et Vederas, 2002).

Lasousclassellc: Elle contient les bactériocines ne pouvant pas étre classées dans les
autres sous-classes (Dortu et Thonart, 2009). Comme la divergicine A produite par C.
divergens LV13 (Worobo et al., 1995).

Classe I11: Lesbactériocines qui appartiennent a cette classe sont des protéines de taille
supéricure a 30 kDa et sensibles a la chaleur. La structure et le mode d’action de ces
bactériocines différent complétement des autres bactériocines produites par les bactéries
lactiques, cette classe ne contient que quatre bactériocines : I’helveticin J produite par Lb.
helveticus A, I’enterolysin A produite par E. faecium, la zoocin A produite par S.
zooepidemicus et la millericin B produite par S. milleri (Nilsen et al., 2003 ; Papagianni,
2003 ; Nigutovaet al., 2007).

Classe 1 V: Elle inclue des peptides requérant une partie carbohydratée ou lipidique pour
avoir une activité. Aucune bactériocine de cette classe n’a été décrite (Dortu et Thonart,
2009).



Nisine Mersacidine

Figure1: Séquence et sructure de lantibiotiquesde la classe IA (Nisine), IB (Mersacidine)

et d’un lantibiotique « deux-peptides » (Lacticine 3147 Alet A2) ( Dortu et Thonart, 2009 ).
6. Génétique des bactériocines

6.1. Localisation des genes de bactériocines

L esbactériocines sont codées par des plasmides spécifiques. Généralement , les noms de
ces plasmides dérivent du nom du genre ou de I'espéce bactérienne, par exemple , E-coli porte
des plasmides colicinogenes qui codent pour différentes variétés de colicine (Perry et al .,
2004), alors que d'autre bactériocines sont codées par des géenes localisés sur I'ADN
chromosomique (Cenatiempo et al., 1996) comme dans le cas de la carnobactériocine BM 1
(Quadri et al., 1994).

Le tableau 2 montre des exemples de localisation des genes producteurs de bactériocines.



Tableau 2 : Exemple de localisation des génes producteurs de bactériocines.

Taille —
Souchesproductrices  Bactériocines (classe) Génes  prébactériocine/bactériocin L gzzléséar:;n Références
e
Carnobactériocine A chnA 71/53 Plasmide (Worobo et al.,
(Ilc) 1994).
C. maltaromaticum
Carnobactériocine BM1  cbnBM 1 61/43 Chromosome (Quadri et al .,
(13) 1994).
Carnobactériocine B2 chnB2 66/48 Plasmide (Quadri et al .,
(11a) 1994).
C. divergens Divercine V41 (I1a) dvn4l 66/43 Chromosome (M eti\g;rg)et al.
D o . (Marugg et al .,
P. acidilactici Pédiocine PA-1(l1a) pedA 62/44 Plasmide 109)
i Héchard et al.,
Ln. MeseNeroides ;< contéricine Y105 (113 mesY 61/37 Plasmide ¢ J002)
E. faecium Entérocine P (11a) entP 71/44 Chromosome (Clrit:;;t al.
Lb. curvatus Sakacine P (11a) SPpA 61/43 Chromosome (Cocolinet al.,

2007).




6.2. Organisation

La biosynthése des bactériocines nécessite plusieurs genes organisés sous forme d'un
opéron, ce dernier est composé de génes de structure, dimmunité, de translocation, de
maturation et de régulation, méme si le support génétique on différe (Cenatiempo et al.,
1996).Les génes de structure et le géne d’immunité sont généralement co-transcrits sauf
quand ces derniers sont digoints, comme dans le systéme carnobactériocine A (Franz et al.,

2000) .

L es éléments nécessaires au transport de la bactériocine sont généralement trouvés sur un
autre locus. De plus, un troisiéme locus peut étre identifié. Ce dernier code un systéme de
transduction du signal. Ce systéme adeux ou trois composants qui peuvent permet I’ induction
de la production du peptide antimicrobien (Ennahar et al., 2000 ; Diep et Nes, 2002 ; Eijsink

et al., 2002).

Dans de nombreux loci de bactériocines de la classe |1, la présence génes de régulation a
pu étre mise en évidence (Eijsink et al., 2002).

L'organisation générale des opérons producteurs de bactériocines est montrée dans la

figure 2.
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Figure2: Organisation générale des opérons producteurs de bactériocines (Jordane, 2008).

A : prébactériocine et sa protéine d’immunité

B : transporteur ABC et son facteur accessoire

C : systeme de régulation a trois composantes

HK : Histidine Kinase ; RR : protéine de régulation ; I F : facteur d’induction.

Quelques exemples caractéristiques des bactériocines sont montrée danslafigure 3 allant
d'une situation simple (deux génes pour la divergicine A produite par C. divergensLV13) a
plus compliquée (11 génes dans le cas de la nisine A produite par Lc. lactis), en passant par
des situations intermédiaires (quatre et cing génes qui codent respectivement pour la
lactococcine A et la mésentéricine Y105 produite par Ln. Mesenteroides Y 105). Des
situations encore plus complexes sont également en cours de décryptage (par exemple,
I'opéron de la plantaricine A, rassemblé sur une longueur de 20 Kpb). Les fléches indiquent
I'orientation des génes, qui sont organisés en une seule ou plusieurs unités transcriptionnelles
convergentes ou divergentes. Cette figure montre les génes de structure de ces bactériocines
qui sont respectivement dénotés dvnA, IcnA, mesY et nisA.

IcnC et IcnD, géenes impliqués dans I'export de la lactococcine A (codant respectivement
un ABC transporteur et un facteur accessoire) ; mesk et mesD, génesimpliqués dans|'export
de la mésentéricine Y 105 ; nisT et nisC, genes codant les protéines de transport de la nisine

(transporteur ABC et facteur accessoire) ; les produits de nisF et nisE constituant



également un systéme transporteur de type ABC.

nisB, géne codant une protéine responsable de la maturation post-traductionnelle de la

nisine (réactions de déshydratation d'acides aminés).
nisP, gene d'une protéase a sérine de type subtilisine clivant le précurseur de la nisine.
nisk et niskK, systéme de régulation a deux composants.

dviA, géne de la protéine dimmunité vis-&vis de la divergicine ; IciA, géne codant une
protéine dimmunité vis-a-vis de la lactococcine A ; mesl, gene codant une protéine
dimmunité vis-a-vis de la mésentéricine Y105 ; nisl, niskF, nisE, nisG, génes codant un

ensemble de protéines participant a l'immunité vis-a-vis de la nisine.

mesC, correspondant & un gene codant une protéine non identifiée.

A — >

dvn dviA
A
B L > )
lcnC lcnD IcnA IciA
c —<—x—x %
mesE mesD mesC mesY
D ﬂ ) S e Sy e s S )
nisB nis nisC nisl | nisP \_nﬁis nis nisF nis | nisG
f E

Figure 3: Représentation schématique des opérons divergicine A (A), lactococcine A (B),
mésentéricine Y 105 (C) et nisine A (D) ( Cenatiempo et al., 1996).
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7. Biosynthése des bactériocines

L es bactériocines sont synthétisées par voie ribosomique (Jack et al.,1995 ; Cenatiempo
et al., 1996), sous forme d’un prépeptide non-biologiquement actif qui subira des
modifications post-traductionnelles pour aboutir au peptide actif (Dortu et Thonart , 2009).

7.1. Biosynthése des lantibiotiques (M odifications post-traductionnelles)

La premiere étape de La synthése de ces résidus est réalisée par déshydratation de la
sérine et de la thréonine pour former la déhydroalanine et la déhydrobutyrine. L a deuxiéme
étape consiste en la formation d’un lien thioéther entre ces résidus déshydratés et les cystéines
environnantes, donnant aux lantibiotiques une structure cyclique. Les enzymes impliquées
sont une déshydratase et une cyclase codée soit par lesgenesLanB et LanC ou le gene LanM
(Mc Auliffe et al., 2001 ; Kleerebezem, 2004 ; Xie et Van Der Donk, 2004 ; Patton et Van

Der Donk, 2005).

7.2. Biosynthese des bactériocines declasse I1

Les bactériocines de classe II ne subissant pas de modification post-traductionnelle
(Fregeau Gallagher et al., 1997 ; Wang et al., 1999 ; Sprules et al., 2004 ). la grande majorité
des bactériocines de classe |1 est synthétisée sous forme d'un précurseur, aux exceptions
notables de I'entérocine | (Floriano et al., 1998) et de I'entérocine Q (Cintas et al., 2000). Le
précurseur, appelé aussi prébactériocine, possede une extension N-terminale (peptide leader)

dont la séquence, comportant de 18 & 27 résidus, est assez bien conservée chez les

bactériocines de sous-classe I 1a (Ennahar et al., 2000).

8. Production des bactériocines et sa régulation

Différentes protéines sont impliquées dans la production des bactériocines et sa régulation
(Dortu et Thonart , 2009 ).

8. 1. Production des bactériocines biologiquement active

Les bactériocines sont généralement produites a la fin de la phase exponentielle et au

début de la phase stationnaire de croissance (Savijoki et al.,2006). Toutes les bactériocines
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sont produites par voie ribosomale dans le cytoplasme de la cellule productrice (Jordane,
2008).

8.1.1. Transport et sécrétion des bactériocines

Les analyses des déterminants génétiques des opérons codés la biosynthése des
bactériocines montrent généralement la présence d'un gene de transport de type ABC (Fath et
Kolter, 1993) associé a un géne codant une protéine accessoire, I'organisation générale des
transporteurs de bactériocines est fortement conservée avec six segments transmembranaires,
la localisation intracellulaire des régions C- et N-terminals responsables respectivement de
I'nydrolyse de 'ATP et, dans le cas de la plupart des bactériocines non lantibiotiques mais
aussi vraisemblablement de quelques lantibiotiques et de la maturation de la pré-bactériocine
(protéolyse spécifique éliminant larégion «leader» N-terminal), ce qui a été démontré pour la

pédiocine PA-1 et lalactococcine G (Havarstein et al, 1995 ; Kok, 1995).

Dans la classe des lantibiotiques le prépeptide sera clivé lors de 1’excrétion hors de la
cellule par la protéase LanP ou le domaine protéasique de I’ABC transporteur LanT. Cette
derniére modification permettra d’obtenir le peptide biologiquement actif (McAuliffe et al.,
2001 ; Kleerebezem, 2004 ; Xie et Van Der Donk, 2004 ; Patton Van Der Donk, 2005).

Dans les bactériocines de la sous-classe |la, le prépeptide est maturé pendant ou
immédiatement apres sa sécrétion dans le milieu extracellulaire. Par conséquent, c’est la

prébactériocine qui est reconnue par le transporteur de type ABC (Jordane, 2008).

Certaines bactériocines de classe | |a sont excrétées par la voie sec dépendante (Keyser et
al., 2003 ), ot la translocation du peptide est assurée par un pore aqueux composé de

plusieurs protéines (Van Wely et al., 2001 ; Ruch et Kendall, 2007).

8.2. Régulation del’expression

La production des bactériocines est souvent régulée par un Quorum Sensing, un genes
d’étre exprimés en fonction de la densité de la population bactérienne (Dortu et Thonart,
2009).
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8.2.1. Leslantibiotiques

La production des lantibiotiques est sous le contréle d’un mécanisme de régulation a deux
composantes basé sur le Quorum Sensing. Une histidine kinase LanK réagira a un stimulus
extérieur et induira la phosphorylation d’un régulateur de réponse LanR. Ce régulateur de
réponse phosphorylé va permettre ’activation de I’expression de I’opéron. Le stimulus
extérieur est la bactériocine elle-méme qui est présente dansla culture a basse concentration
en début de croissance. Elle s’accumule et quand un certain seuil est atteint, elle interagitavec
le systéme de régulation pour activer la transcription du géne de structure mais également de
ceux d’immunité et de transport, on parlera donc d’autorégulation (Mc Auliffe et al., 2001 ;
Twomey et al., 2002 ; Kleerebezem, 2004 ; Patton et Van Der Donk, 2005).

8.2.2. Lesbactériocinesdeclasse Il

La régulation de la production des bactériocines de la classe I1a est sous le controle d’un
systéme de Quorum Sensing a trois composantes qui sont un peptide d’induction, une
histidine kinase et un régulateur de réponse. L es génes codant pour cestrois protéinessont co-
transcrits (Eijsink et al., 2002). Le peptide d’induction est produit a basse concentration
comme un prépeptide de bas poids moléculaire (Ennahar et al., 2000 ; Eijsink et al., 2002). A
une certaine concentration externe du peptide d’induction, [lhistidine kinase
transmembranaire est activée, ce qui induit la phosphorylation du régulateur de réponse et
I’activation de I’expression des genes de structure, d’immunité et de transport mais ¢ galement
du systeme de régulation a trois composantes. L e systéme est donc auto-induit (Eijsink et al.,
2002 ; Drider et al., 2006).

La régulation de la production, modifications post traductionnelle et auto-immunité de la
nisine est montrées dans la figure 4, « NisA substrat » est le prépeptide non
biologiquement actif qui sera déshydraté par NisB et cyclisé par NisC avant sa
translocation par I’ABC transporteur NisT et le clivage de la séquence signal par la
protéase NisP. Ces modifications conduiront au peptide biologiquement actif. La nisine
interagira avec I'histidine kinase NisK, ce qui induira la phosphorylation du régulateur
de réponse NisR et I'activation de la transcription des génes nécessaires a la production

de la nisine. La protection de la cellule vis a vis de la nisine est réalisée par deux
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mécanismes: la lipo protéine d’immunité Nisl et I’ABC transporteur formé par NisG, NisE
et NisF.
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Figure 4 : Reégulation de la production, modifications post-traductionnelles et auto-

immunité de la nisine (Patton et Van Der Donk, 2005).

9. Immunité

Les bactéries productrices pouvant étre sensibles a leur propre bactériocine, elles se
prémunissent a l'aide d'une protéine qualifiée «dimmunité» (Abee, 1995). La protéine
d'immunité, une protéine possédant un large domaine transmembranaire pourrait interagir
avec le récepteur potentiel de labactériocine et empécherait ainsi I'insertion de cette derniére
dans la membrane. Alternativement ou de fagon complémentaire, la protéine dimmunité
pourrait également interagir directement avec la bactériocine. Le schéma actuel parait trop
simple pour étre complétement vrai et généralisable. |l va se trouver sans doute modifié le
jour ou des interactions moléculaires seront établies. D€ja, certains faits troublants ont été
rapportés a propos de la localisation cellulaire de la protéine dimmunité. Celle-ci a été
trouvée de fagon largement majoritaire dans le cytoplasme (Quadri et al, 1995).

Lafigure 5 montre le Modéle d’action de la lactococcin A et de bactériocines de classe Ila
(A) ainsi que de leurs protéines d’immunité (B). En absence de protéine d’immunité (Al et

A2), labactériocine interagit avec la « mannose perméase » (AB, C et D) pour ensuite former
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des pores. Si les protéines d’immunité (I) sont présentes, elles se trouvent sous forme libre
dans le cytoplasme et n’interagissent que faiblement avec la membrane (B1). En présence de
la bactériocine, elles interagissent avec le complexe formé entre la bactériocine et la «
mannose perméase » et empéche la bactériocine de former des pores (B2 et B3).

Bactériocine

S

Al — A2
hdend T pemeweStcag,,
Foermation
A D D D D — de pores
ttese, peeeetsetasg, gL L]
AB AB AB AB
Bactériocine\
B1 B2 B3
C— —
eccnee e seesmtrona,, }{'\-w 2 b
B I B ] [ mmp formation
D D D D | D 2 de pores
sesng, jess=aSesteng, ,.06.0-....’.. h rane
AB AB AB AB AB AB

Figure5: Mode¢le d’action de la lactococcin A et de bactériocinesde classella(A) ainsi que
de leurs protéines d’immunité (B). (Diep et al., 2007).

10. Mode et mécanismed'action

10.1. Moded'action

En général. le principal site d'action des bactériocines sur les bactéries sensibles est la

membrane cytoplasmique (Driessen et al., 1995).

L'action des bactériocines sur les cellules sensibles se produirait en deux étapes. La
premiére correspondrait a une adsorption sur des récepteurs de la membrane cellulaire de la

bactérie hote. C'est une étape réversible qui ninduit pas de dommages cellulaires
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permanents. La seconde phase se traduit par des lésions irréversibles de la cellule cible.
Spécifiques a chaque ty pe de bactériocine. Muriana et Klaenhammer (1991) ont signaléquela
nature hydrophobe des bactériocines était un facteur dansI'adsorption non spécifique. Deplus
la fixation des bactériocines est dépendante du pH car ces substances sont plus solubles aux
pH acides. Cependant, il est difficile de localiser lesrécepteurs cellulaires sur lamembrane vu
la diversité de compositions et de structures des bactériocines se traduisant par une variation

de la composition de ces récepteurs (Daoudi, 2000).

Chez les bactéries a Gram négatif , concrétement chez E. coli, trois modes d'action des
bactériocines (colicines) ont été observées. Le premier mode d'action descolicinesest la
création de canaux dans la membrane cytoplasmique. Cette derniére se trouve alors
dépolarisée du fait de lafuite desions qui entraine la chute du potentiel de la membrane. Le
second mode d'action est la dégradation de 'ADN gréce a une activité endonucléasique
aspécifique, et le dernier est l'inactivation des ribosomes en coupant 'ARN 16S constitutif de

la petite ous- unité en un site spécifique.

Les bactériocines produites par les bactéries a Gram positif ont un seul mode d'action.

Elles se fixent sur lamembrane des cellules cibles et forment des pores (Jean-Paul, 2004).
10.2. Mécanismed'action

10.2.1. Leslantibiotiques

Les lantibiotiques interagissent avec la membrane cellulaire des cellules sensibles par
des interactions électrostatiques ou par liaison a des récepteurs spécifiques tels que le lipide
Il qui est un précurseur de peptidoglycanes (figure 6). Suite a cette liaison, les lantibiotiques
peuvent former des pores larges et non spécifiques dansla membrane cytoplasmique, ce qui
va causer I’efflux rapide de petits composés cytoplasmiques tels que les ions, les acides
aminés, I’ATP... Cette augmentation de la perméabilit¢ membranaire va conduire a la
dissipation des deux composantes de la force protomotrice, c’est- & dire le potentiel
transmembranaire et le gradient de pH, ala cessation rapide des activités cellulaireset en fin
lamort de la cellule. L’interaction avec le lipide II permet d’augmenter la stabilité¢ des pores

formés et de réduire la concentration du lantibiotique nécessaire pour former un pore. La
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liaison des lantibiotiques avec le lipide II peut également conduire a I’inhibition de la
synthese de la paroi cellulaire. D’autre part, certains lantibiotiques peuvent aussi inhiber la

sporulation des cellules cibles.

o-Aala

|
O-Als
|

Undecaprenyl membramne asnchor

Figure 6: Structure du lipide |1 ( Dortu, 2008).

Les lantibiotiques de la classe la agissent par formation de pores dans la membrane
cytoplasmique des cellules cibles, alors que la plupart des lantibiotiques de la classe Ib
agissent par inhibition de la synthése des peptidoglycanes. Néanmoins, certains forment
également des pores dans lamembrane des cellules cibles (Bauer et Dicks, 2005; Patton

et Van Der Donk, 2005).

Par contre d'autres lantibiotiques ont besoin de deux peptides qui agissent ensemble pour

avoir une activité (McAuliffe et al., 2001).

10.2.2. Lesbactériocines declasse Il

Le mécanisme d’action supposé des bactériocines de la classe Ila est I'interaction de
labactériocine avec la membrane ou un récepteur dela cellule sensible, ensuite la mannose
perméase former un pore dans sa membrane de cette cellule ce qui induit la
perméabilisation de la celle-ci et lamort de la cellule héte (Dalet et al., 2000; Héchard
et al., 2001; Gravesen et al., 2002; Arous et al., 2004; Vadyvaloo etal., 2004). Les
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pores formés par les bactériocines de classe Ila causent la perte d’ion potassium ainsi
que d’acides aminés et d’autres molécules de faible poids moléculaire ce qui dissipe

les deux composantes de laforce protomotrice (Bauer et Dicks, 2005).

Les bactériocines de classe IIb ont en général un spectre d’action inhibant une
large gamme de bactéries Gram-positif. Elles rendent la membrane perméable a
différentes petites molécules, des cations monovalentsou des anions, ce qui dissipe une
ou les deux composantes de la force protomotrice. Les ions transportés sont

spécifiques a la bactériocine (Oppegard et al., 2007).

Plusieurs travaux sur le mécanisme d'action des bactériocines ont cependant permis

d’aboutir a certaines conclusions :
(i) L activité des bactériocines est souvent dépendante de la force protomotrice.

(if) La fluorescence d’un résidu tryptophane situé a I’extrémité de la région C-terminale,a
permis de montrer que lanisine, la pédiocine PA-1 et lamésentérocineY 105 pénétrent dansla
membrane cytoplasmique. Lafluorescence de deux résidustryptophane (W18 et W33) au sein
d’une méme bactériocine, la pédiocine PA-1, indique que I'un des résidus s’insére en
profondeur dans la membrane et que I’autre reste en surface. Dansle cas de la mésentéricine
Y 105, la bactériocine ne s’insére que partiellement dans un liposome. Il a été montré, par
méthode enzymatique et par synthése de liposome, que la partie C-terminale de la nisine

traverse la membrane pour étre en contact avec le milieu intracellulaire.

(iii) La formation de pores dans la membrane n’est pas due a I’action d’un peptide seul. I
existe donc un regroupement de bactériocines dans la membrane afin de permettre la
formation d’un pore ( Jordane, 2008 ).Ces pores jouent le role de canaux ioniques qui
permettent le flux passif des ions et des petites molécules, telles que I'ATP a travers la
bicouche lipidique. Le flux passif de petites molécules entraine une perte d'énergie et d'ions
utiles ala cellule bactérienne. L a biosynthese de grandes molécules, tellesque I'ADN, 'ARN,
les polysaccharides et les lipides, se trouve trés aff ectée par cette diminution d'énergie et de

constituants (Jean-Paul, 2004).

Les conséquences immeédiates de la formation de pores sont des fuites de composés
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intracellulaires aboutissant a une dépolarisation de la membrane cytoplasmique, & un

dysfonctionnement enzy matique, puis ala mort cellulaire.

Les fuites, ainsi que les conséquences qu’elles entrainent, peuvent étre classées en

plusieurs groupes:
() Fuites de composants intervenant dans la création de la force protomotrice.
(i1) Baisse de la concentration en ATP.

(iii) Fuites de composés intracellulaires (Jordane; 2008 ).

10.2.3. Facteurs physico-chimiquesinfluencant I' activité des bactériocines

Certains facteurs physico-chimiques peuvent modifier I’activité antibactérienne par action

sur la diffusion du peptide (en milieu solide) ou sur I’activité de la bactériocine.

Les spectres d’inhibition sont, dans la plupart des cas, réalisés sur milieu solide par la
méthode de diffusion sur milieu solide. Cependant I’activité antibactérienne est limitée par la
diffusion des bactériocines. Certains auteurs ont mis en évidence plusieurs facteurs

influencant cette diffusion :

La concentration en Agar dans les milieux de détection est souvent diminuée pour
permettre une meilleure diffusion (Kaiser et al., 1993 ; Vignolo et al., 1995).La durée de
diffusion a 4 °C joue également un role important bien que non généralisable (Joosten et al.,
1996). L’influence de cinq facteurs (pH, inoculum, NaCl, agar et huile de soja) sur la
diff usion de quatre bactériocines (sakacine A, sakacine B, pédiocine PA-1 et piscicoline 61) a

été mesurée (Blom et al., 1997).

10.2.4. Role écologique des bactériocines

Lafonction naturelle des bactériocines est encore mal connue, ce qui est certain cependant
c'est que la capacité d'une souche bactérienne a synthétiser une ou plusieurs bactériocines
fortement avantageuse. Cette caractéristique est en effet liée au pouvoir de survie et de
prolif ération d'un microorganisme par I'élimination des bactéries concurrentes dans une niche
écologique ou laconcurrence peut étre intense, étant donnée la diversité des espécesprésentes

et la compétition pour les nutriments (Dykes, 1995).
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L 'observation des bactéries productrices de bactériocines dans des milieux naturels aussi
divers que les produits alimentaires f ermentés d'origine végétale ou animale, I'environnement
ou méme la cavité buccale montre que ces bactéries possédent un avantage par rapport aux
bactéries qui leur sont sensibles présentes dans ces méme milieux. |1 améme été constaté que
la présence dautres microorganismes, avec éventuellement une surpopulation et un
épuisement de nutriments, crée des conditions stressantes susceptibles de provoquer la
production de quantités plus importantes de bactériocines par les souches bactériocinogénes

(Riley, 1998).

L es bactériocines jouent en fait un réle fondamental dans la dynamique des populations
bactériennes, méme si les interactions de ces molécules avec des populations mixtes, comme
dans des biofilms, sont tellement complexes qu'elles sont loin d'étre entierement élucidées.
Des modeles mathématiques ont par ailleurs été congus pour évaluer l'interaction entre les
producteurs de bactériocines et les souches sensibles. La plupart de ceux-ci toutefois ne
concernent pas les bactériocines des bactéries lactique, mais les colicines (bactériocines
produites par E. coli sont actives habituellement contre d'autres souches d'E. coli et des

entérobactériacées tres proches (Kelly et al., 1996 ).

11. Larésistance desbactéries vis-a-vis des bactériocines

L’¢tude des souches résistantes permet de mieux appréhender le mécanisme d’action de
ces peptides. C’est pour cette raison qu’elles ont €té particulierement étudi€es par un grand
nombre d’auteurs. De plus, il a été¢ constaté I’apparition de résistance chez des souches
initialement sensibles lorsqu’elles sont cultivées au contact de ces peptides. L’ importance que
revét 'acquisition de cette résistance, comme dans le cas pour desantibiotiques, a conduit &
étudier les causes de ces résistances dites induites ou acquises. Le terme de résistance est
délicat a définir. Il est en effet inféodé a de nombreux paramétres ne dépendant ni de la
bactériocine, ni de la souche cible, tels que la nature du milieu de culture (liquide ou solide),
sacomposition (Joosten et al., 1996 ; Blomet al., 1997 ; Galvin et al., 1999), latempérature,
I’état physiologique de la souche... Ainsi, les auteurs précisent-ils leur définition de la
résistance en définissant un seuil de sensibilité a partir duquel la souche est considérée comme
résistante. Afin de comparer la sensibilité de différentes souches vis-a-vis d’une méme
bactériocine, la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) est latechnique

la plus employ ée.
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11.1. Lesdifférentstypesderésstants
Il existe pour les bactériocines trois types de résistants :

(i) Lesrésistants naturels, c'est-a-dire les souches qui sont insensibles a une bactériocine
donnée sans adaptation particuliére, par exemple Ln. citreum CIP 103405 est insensible a la

mésentérocine 52A (Limonet et al., 2004).

(i) Lesrésistantsinduits, qui sont produits lorsqu’une souche naturellement sensible a une
bactériocine présente un phénotype de résistance lié & une adaptation, comme c’est
probablement le cas de Ln. mesenter oides subsp. mesenteroides LMA 7AR vis-a-vis de la
mésentérocine 52A (Limonet et al., 2002) ou a des mutations, comme chez Lc. lactis

(Guinane et al., 2007).

(i) Les souches dites immunisées, c'est-a-dire celles qui produisent une protéine
d’immunité simultanément a une bactériocine, cas de toutes les bactéries productrices de
peptides antibactériens. Pour obtenir des résistants induits, des souches bactériennes
naturellement sensibles sont soumises a un stress, a I’aide essentiellement de bactériocines
(Maisnier-Patin et Richard, 1996 ; Verheul et al., 1997 ; Goulhen et al., 1998 ; Limonetetal.,

2002).

12. Lesapplications des bactériocines dansl'industrie alimentaire

12.1. Lespropriétés desbactériocines pour une application alimentaire

Les bactériocines sont habituellement reconnues comme (GRAS) utilisées comme
bioconservateurs, sont sensibles aux protéases digestives et ne sont pas toxiques pour les

cellules eucaryotes (Wijaya et al., 2006).

Certaines ont une grande tolérance aux variations de pH et aux traitements thermiques.

L eur spectre antimicrobien peut étre large ou étroit, elles peuvent donc cibler sélectivement

desbactéries pathogenes ou altérantes sansinhiber les bactéries indispensables et ont un mode
d’action bactéricide (Galvez et al., 2007).

Comme elles doivent cependant étre considérées comme un moyen de préservation

complémentaire a ceux déjaexistant (Deegan et al., 2006).
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12.2. L'applications des bactériocines dansle secteur alimentaire

L es bactériocines peuvent étre appliquées sous une forme purifiée, semi-purifiée ou sous
la forme d’un concentré obtenu aprés fermentation d’un substrat alimentaire. Les bactéries
productrices peuvent également étre appliquées dansles produits alimentaires, la bactériocine

sera alors produite in situ.

Les bactériocines purifiées ou semi-purifiées sont appliquées aprés production en
fermenteur, purification ou semi purification et conditionnement par lestechniquesadéguates,

qui peuvent étre relativement couteuses (Guinane et al., 2005).

L 'utilisation de bactériocines purifiées, a lI'exception de la nisine, est aussi treslimitée. Les
bactériocines doivent étre non toxiques, stables et de grande efficacité, ne pas avoir d'effets
néfastes sur le gotlit des produits et étre d'un colit économique faible (Eck et Gillis,1997), d’un
point de vue législatif, une telle préparation est considérée comme un additif alimentaire.
Jusqu’a présent, seule la nisine, un lantibiotique, est acceptée comme additif alimentaire
(E234) ( Guinane et al., 2005). L es bactériocines peuvent également étre appliguées sous la
forme d’un concentré obtenu aprés fermentation par la souche productrice. Cette préparation
sera considérée comme un ingrédient fermenté. Elle contiendra la bactériocine mais
¢galement d’autres métabolites microbiens tels que 1’acide lactique. La pédiocine, une
bactériocine de la classe |la, est commercialisée sous cette forme sous le nom ALTA 2341.
Des essais ont été récemment fait avec la lacticine 3147, qui appartient a la classe des
lantibiotique (Deegan et al ., 2006 ; Galvez et al., 2007).

Au cours des dernieres décennies, de nombreux travaux ont porté sur les bactériocines
produites par les genre Bacillus et Staphylococcus, et également par des membres de la
famille des bactérieslactiques en raison de leur intérét en industrie agroalimentaire (De Vuyst
et Vandamme, 1994; Ennahar et al., 2000; Jack et al., 1995; Klaenhammer, 1993; Nes et
al.,1996).comme additif alimentaire (E234) (Guinane et al., 2005).

Le potentiel inhibiteur que présente quelques bactériocines sur certains pathogenes en
matrice laitiere ou fromagére a été testé (Entian et de Vos, 1997 ; Hyde et al., 2006).

Un autre mode d’application des bactériocines consiste en leur immobilisation sur les
cellules productrices, dans des gels ou des films telle que I’alginate de calcium, la gélatine, la
cellulose, lesprotéines de soja, des films de polysaccharides, etc. La bactériocine sera alors
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libérée dans le produit au cours de la conservation. Depuis peu, des emballages en
polyéthyléne ou d’autres films plastiques contenant des bactériocines ont été développés. Ces
emballages permettent de réduire la croissance des microorganismes pathogénes ou
indésirables pouvant se développer en surface durant la conservation du produit (L uchansky
et al, 2004 ; Deegan et al ., 2006 ; Ghalfi et al., 2006 ; Galvez et al ., 2007).

De récentes applications de cultures aux propriétésinhibitrices sur L. monocytogenes sur

du fromage sont résumées dans le tableau 3.
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Tableau 3: Récentes applications de cultures bactériocinogéniques et de bactériocinescontre

L. monocytogenes dans les fromages frais ou a pates molles (Irlinger et Mounier, 2009).

Bactériocines Bactéries Modes Références
productrices d'utilisations
Entérocine 416K1  E. casseliflavus Bactériocine (Iseppi et al., 2008)
présente dans des
films polymériques
Céréine 8A B. cereus Application de la (Bizani et al.,
bactériocine ala 2008)
surface
Entérocine A etB  E.faecium Culture (lzquierdo et al .,
complémentaire 2009)
utilisée lors de
I’emorgement et
dans la solution
d'affinage
Lacticine 3147 Lc. lactis Etaléealasurface (O'Sullivanetal.,
du fromage 2006)
Nisine et pédiocine  Recombinant de Culture starter (Reviriego et al .,
PA-1 Lc. lactis 2007)
Entérocine A Recombinant de Culture starter (Liu et al., 2008)

Lc. lactis
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13. Conclusion

Les recherches sur les bactériocines et leur caractérisation ont attiré I'attention des
chercheurs dans les derniéres années, ces substances a activité antibactérienne sont utilisées
comme des conservateurs biologiques. Ces recherches permettent aux microbiologistes et
aux industriels de choisir les meilleures souches productrices de bactériocines et d'améliorer

la qualité et la sireté des produits alimentaires finaux.

Des études plus approfondies doivent étre faites afin d'optimiser leur applications
industrielles potentielles telles que le choix des méthodes de purifications les plus avancées

de ces bactériocines.
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Résumé:

L es bactériocines sont des peptides antimicrobiens, produites par de nombreuses espéces
bactériennes et dirigées contre des espéces homologues ou plus éloignées, comme listeria
monocytogenes, elles sont réparties en quatre classes selon Klaenhammer (1993). L eur mode
d'action a été également analyse et différents modéles existent pour expliquer laperforation
des membranes des cellules cibles de ces bactériocines. L aformation de pores membranaires
se fait via un récepteur protéique (non lantibiotique ) ou par une insertion directe dans les
bicouches phospholipidiques ( lantibiotiques ). La compréhension des mécanismes de
production, de régulation, d'immunité, mais aussi du mode d'action des bactériocines et des
résistances en émergence demande a étre affinée a I'échelle moléculaire avant de pouvoir
envisager de réelles applications dans les produits laitiers et carnés.

M ots-clés: bactérie, bactériocines, activité antibactérienne, substances antagonistes, Ligeria,
diffusion sur milieu solide, industries agroalimentaires.
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