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RÉsUM& COURT 

L'apparition de souches pathogènes résistantes aux antibiotiques a augmenté et constitue 

actuellement un problhe majeur dans les milieux hospitaliers. Les lantibiotiques sont de bons 

candidats pour remplacer les antibiotiques auxquels les bacteries sont devenues résistantes. 

Leur utilisation comme bioconservateurs alimentaires fait également l'objet d'études 

intensives. A cause de leur spectre d'action Ctendu, les mutacines des groupes A. B. C, D. 1, K. 

L et M sont de bonnes candidates pour leur ddveloppcment comme antibiotique. Nous avons 

sélectionné et caractérisé dans cette étude la mutacine B-Ny266 (groupe B) qui possède le 

spectre d'action le plus étendu. C'est un peptide de 22 résidus, dont plusieurs sont modifiés. 

appartenant au groupe des lantibiotiques de type A. il s'agit de la première mutacine dont la 

séquence complète a dté établie. 

L'efficacité de la mutacine B-Ny266 a été comparée ii celle de la nisine A, de l'oxacilline et 

de la vancomycine contre des souches pathogtnes (Listeria sp., Bacillus sp., Clostridium sp., 

Neisseria sp., staphylocoques, streptocoques, entérocoques, peptostreptocoques. 

Corynebacterium diphtheriae, Propionibacterium acnes, Actinomyces viscosus, Gardnerella 

vaginalis, Campylobacter jejuni et Helicobacter pylori) et des souches résistantes à la nisine 

ou aux antibiotiques. La nisine A et la mutacine B-Ny266 sont aussi actives que les deux 

antibiotiques testés contre la majorité des souches testées. La mutacine B-Ny266 demeure 

cependant active contre les souches qui sont résistantes à la nisine A, à I'oxacilline ou à la 

vancomycine. Son spectre d'activité étendu, sa basse CM1 contre les souches pathogènes, ainsi 

que son activité contre les souches résistantes aux autres substances rendent la mutacine B- 

Ny266 très attrayante pour son d6veloppement comme agent thérapeutique. 



ABSTRACT (SHORT) 

The emergence of antibiotic resistant pathogenic strains actually represents a major 

problem in hospitals. Lantibiotics arc good candidates to replace antibiotics to which bacteria 

becarne resistant. Their use as food biopreservatives is also under intensive study. Because of 

their wide activity spectra, mutacins of group A, B, C, D, 1, K, L and M are good candidates 

for their development as antibiotics. W e  selected and characterized in this study mutacin 

B-Ny266 (group B) which possesses the widest activity spectra determined for mutacins. it is 

a 22-residues peptide in which many are modified. It belongs to type A lantibiotics. It is the 

first mutacin to be completely sequenced. 

The efficiency of mutacin B-Ny266 was compared to that of nisin A, oxacillin, and 

vancomycin against pathogenic strains (Listeria sp., Bacillus sp., Clostridium sp., Neisseria 

sp., staphylococci, streptococci, enterococci, peptostreptococci, Corynebacterium diphtheriae. 

Prapionibacteriwn acnes, Actinomyces viscosus, Gardnerella vaginalis, Campylobacte r jejuni 

et Helicobacter pylori) and strains resistant to nisin or antibiotics. Nisin A and mutacin B- 

Ny266 are as active as the two antibiotics against most of the tested strains. Mutacin B-Ny266 

is, however, active against strains resistant to nisin A, oxacillin or vancornycin. Its wide 

activity spectrum, its low MIC against pathogenic strains, and its activity against strains 

resistant to the other substances make mutacin B-Ny266 very attactive for its development as a 

therapeutic agent. 



LONG 

L'apparition de souches pathogenes rksistantes aux antibiotiques constitue actuellement un 

problème majeur dans les milieux hospitaliers. Les peptides antimicrobiens, et en particulier 

les lantibiotiques, sont de bons candidats pour remplacer les antibiotiques auxquels les 

bactéries sont devenues résistantes. L'interêt de l'utilisation de telles substances comme 

bioconservateur alimentaire est également en progression. 

Dans le but d'identifier un nouveau peptide antibiotique ayant un spectre d'activité étendu, 

nous avons criblé des souches de Streptococcus mutans productrices de 24 groupes (A à X )  de 

mutacines. L' activi té des souches productrices de mutacines ou de lantibiotiques (contrôles) 

contre plusieurs souches pathogènes a été déterminée par antagonisme différé. Les mutacines 

A, B. C, D, 1. K. L et M, ainsi que les nisines A et Z sont actives contre tous les entérocoques 

testés. À l'exception des souches productrices des mutacines P, Q et X. toutes les autres 

souches productrices de bactériocines inhibent les streptocoques testés. Les mutacines A, B. 1, 

J et T, les nisines A et Z, et I'dpidennine inhibent les deux souches de Neisseria gonorrhoeae 

résistantes aux antibiotiques testées. Les mutacines A, B, C et D et les nisines A et Z inhibent 

Campylobacrer jejuni et Helicobacter pylori. Ces résultats confirment le spectre d'activité 

étendu des nisines A et 2, et ils indiquent que les mutacines des groupes A, B, C. D, 1. K, L et 

M sont de bonnes candidates pour leur développement comme antibiotique. La mutacine B- 

Ny266 (groupe B) a été sélectionnc5e pour les études subséquentes. 

Dans le but de caracttriser et d'établir la structure primaire de cette nouvelle substance, 

nous avons purifié la mutacine B-Ny266 à partir de culots de cellules de la souche de 

Streptococcus mutans Ny266 par extraction acide en présence d'éthanol, suivie de 

chromatographies en phase inverse (colonnes de Ci*, ~ e ~ - ~ a k @  et HPLC). La masse 

moléculaire de la mutacine B-Ny266 est de 2270 Da, d6terrninde par électro-vaporisation. La 

séquence en acides aminés obtenue par la dégradation dtEdman suite au traitement à 

l'éthanethiol alcalin indique que la mutacine B-Ny266 est composée de 22 résidus et appartient 

au groupe des lantibiotiques. Elle diffère des Cpidermines par 5 résidus. Ce peptide cationique 

contient 4 ponts thioéthers (2 Lan, 1 McLan et 1 AviCys en C-terminal), 1 résidu dhA et 1 



dhB. il s'agit de la première mutacine dont la séquence complète a étC établie. La séquence de 

la mutacine B-Ny266 est la suivante: F-K-A-W-U-F-A-Abu-P-G-4-A-K-O-G-kF-N-Y- A. 

Dans le but de proposer t'usage de la mutacine B-Ny266 comme conservateur alimentaire 

ou comme agent thérapeutique, l'activité de la mutacine B-Ny266 a été comparée à celle de la 

nisine A, de I'oxacilline ou de la vancomycine. La concentration minimale inhibitrice (CMI) a 

été déterminée simultandment pour les quatre substances contre des souches pathogènes et des 

souches résistantes à la nisine et aux antibiotiques. Les dsultats indiquent que la nisine A et la 

mutacine B-Ny266 sont aussi actives que la vancomycine et I'oxacilline contre la majorité des 

souches testées (Listeria sp.. Bacillus sp., Clostridium sp., Neisseria sp., staphylocoques, 

streptocoques, entérocoques, peptostreptocoques, Corynebacteriurn diphtheriae, 

Propionibacterium acnes, Actinomyces viscosas, Gurdnerella vaginalis, Campylobacter jejuni 

et Helicobacter pyloni. Cependant, la mutacine B-Ny266 demeure active contre les souches 

qui sont résistantes à la nisine A, l'oxacilline ou la vancomycine. Son spectre d'activité, sa 

basse CM1 contre les souches pathoghes, ainsi que son activité contre les souches résistantes 

aux autres substances antimicrobiennes rendent la mutacine B-Ny266 très attrayante pour son 

développement comme agent thérapeutique. 



GsSTRACT (LONG) 

The emergence of antibiotic-resistant pathogens strains actualiy represents a major problem 

in hospitals. Antimicrobid peptides, and particularly lantibiotics, are good candidates for 

replacement of antibiotics to which bacteria became resistant. The interest to use such 

substances as food biopreservatives is also progressing. 

In order to identify a new antibiotic peptide with a wide activity spectrum, we screened 

severaiStreptococcus mutans strains producing 24 groups of mutacins (A - X). The activity of 

the mutacin or lantibiotic (controls) producing strains was tested against several pathogenic 

strains by a deferred antagonism test. The mutacins A, B, C, D, 1, K, L and M, and nisins A 

and Z are active against al1 enterococci tested. With the exception of mutacins Pl Q, and X, al1 

other producing strains inhibit the tested streptococci. Mutacins A, B, 1, J and T, nisins A and 

2, and epidermin inhibit the two antibiotic-resistant strains of Neisseria gonorrhoeae tested. 

Mutacins A, B, C and D, and nisins A and Z inhibit Campylobacter jejuni et Helicobacter 

pylori. These results confinri the wide activity spectra of nisins A and 2, and indicate that 

mutacins of groups A, B, C, D, 1, K, L, and M are good candidates for their development as 

antibiotics. Mutacin B-Ny266 (group B) was choosen for the subsequent studies. 

In order to charactenze and to establish the primary structure of this new substance, we 

purified mutacin B-Ny266 from ce11 pellets of Streprococcus mutans Ny266 by ethanot acid 

extraction followed by reversed-phase chromatographies ( ~ e ~ - ~ a k @  C 18 and Ci 8 colurnn on 

HPLC). Its molecular mass is 2270 Da. The amino acid sequence obtained by Edrnan 

degradation following alkaline ethanethiol treatment indicates that mutacin B-Ny266 is 

composed of 22 residues and belongs to the lantibiotic group. It differs from epidermins by 5 

residues. This cationic peptide contains 4 thioether bridges (2 Lan, 1 MeLan and 1 AviCys in 

C-terminai), 1 dhA residut and 1 dhB. It is the first mutacin for which the complete sequence 

was established: F-K-A-W-U-F-A-u-P-G-&A-K-O-G-4-F-N-U-Y-A. 

In order to propose the use of mutacin B-Ny266 as food preservative or as therapeutic 

agent, the activity of mutacin 8-Ny266 was compared to that of nisin A, oxacillin and 



vancomycin. The Minimal Inhibitory Concentration (MIC) was simultaneously determined for 

these four substances against pathogcnic strains and against antibiotic or nisin resistant strains. 

The results indicate that nisin A and mutacin B-Ny266 are as active as vancomycin and 

oxacillin against most of the tested svains (Listeria sp.. Bacillus sp., Clostriditun sp., Neisseria 

sp., staphytococci, strcptococci. enterococci, peptostreptococci, Corynebacterium diphtheriae, 

Propionibactenüm urnes, Actinomyces viscosus, Gardrierelia vaginalis, Campylobacter jejun i 

et Helicobacter pylon). However, mutacin B-Ny266 is active against strains resistant to nisin 

A, oxacillin or vancomycin. Its activity spectmm, its low MIC against pathogenic strains, and 

its activity against strains resistant to the other antimicrobial substances, make mutacine B- 

Ny266 very attractive for its development as therapeutical agent. 



RESUMO LONGO 

O surgimento de culturas patogênicas resistentes aos antibioticos aumentou 

consideravelmente nos ultimes anos e estas culturas constituern atualmente um sério problema 

nos meios hospitalares. Os peptidios antirnicrobianos, particulamente os lantibi6ticos, podem 

se tornar substitutos aos antibioticos aos quais varias bactérias se tornararn resistentes. O 

interesse na utilizaçiio destes peptidios esta em plena progressiio sobretudo como conservante 

alimentar. 

Corn O objetivo de identificar um novo peptidio antibiotico que possua um espectro de 

atividade amplo, testarnos varias cepas de Streptococcus mutans produtoras dos 24 grupos (de 

A à X) de mutacinas. A atividade das cepas produtoras de mutacinas ou de lantibioticos 

(utilisados como controles) contra v8rias cepas patogênicas foi detenninada pelo teste de 

antogonismo diferenciado. As mutacinas A, B, C, D, 1, K, L et M assim como as nisinas A et 

Z s3o ativas contra todas as cepas de enterococos testadas. Corn exceçiio das cepas produtoras 

de mutacinas P. Q et X, todas as demais cepas produtoras inibem os estreptococos testados. As 

mutacinas A, B, 1, J e T assim como as nisinas A e Z e a epidennina inibem as duas cepas 

testadas de Neisseria gonorrhoeae resistentes aos antibioticos. As mutacinas A. B, C e D e as 

nisinas A e Z inibem Campylobacter jejuni e Helicobactet pylori. Esses resultados confirmam 

O amplo espectro de atividade das nisinas A e Z e indicam que as mutacinas dos grupos A. B, 

C, D, 1, K, L e M sSo candidatas privilegiadas para O desenvolvirnento dessas substâncias 

como antibiotico. A mutacina B-Ny266 (grupo B) que possui O mais Vasto espectro de 

atividade entre as mutacinas testadas foi selecionada para os estudos subsequentes. 

Para caracterizar e estabelecer a estrutura primaria dessa nova substância nos purificarnos a 

mutacina B-Ny266 a partir de células da cultura de Streptococcur mutans Ny266 através da 

extraçao à etanol dcido seguida pela cromatografia em fase invertida (colunas de C,,, Sep- 

pak@ et HPLC). A massa molecular dessa substância é de 2270 Da. A sequência em 

aminokidos foi obitda pela degradaçao de Edman apos O tratamento da molécula à 

ethanethiol alcalino. A mutacina B-Ny266 é composta de 22 aminoAcidos e ela pertence ao 



ompo dos lantibioticos. Ela difere das epidenninas em 5 residuos. Esse peptidio catiônico 3 

contém 4 pontes thioethers (2 Lm, 1 MeLan et 1 AviCys em C-terminal), 1 residuo dhA et 1 

dhB. Trata-se da primeira mutacina cuja sequência completa foi estabelecida: F-K-A-W-U-F- 

A- A bu-P-G-A-A-K-O-G-4-F-N-g-Y-A. -- 

Corn O objetivo de propor O uso da mutacina B-Ny266 como bioconservante aiirnentar ou 

corno agente terapêutico, a atividade dessa mutacina foi comparada aquela da nisina A, da 

oxacilina e da  vancomycina. A ~oncentraçiio a n i m a  inibidora (CMI) foi determinada 

simdtaneamente pelas quatro substâncias contra as cepas patogênicas e as cepas resistentes à 

nisina e aos antibioticos. Os resultados indicam que a nisina A e a mutacina B-Ny266 siio 

tanto ativas quanto à vancomycina e il oxacilina contra a maioria das cepas testadas (Lisrerin 

sp., Bacillus sp., Clostridium sp., Neisseria sp., staphylococci, streptococci, enterococci, 

peptostreptococci, Corynebacterium diphtheriae, Propionibacterium acnes, Actinornyces 

viscosus, Gardnerellu vaginalis, Carnpylobucter jejuni et Heficobacter pylarz). Entretanto. a 

mutacina B-Ny266 continua ativa contra as cepas que s5o resistentes à nisina A, à oxacilina ou 

à vancornicina. Seu espectro de atividade, sua baixa CM1 contra as cepas patogênicas e sua 

atividade contra as cepas resistentes às outras substâncias tornam a mutacina B-Ny266 muito 

eficaz para O desenvolvimento de agentes terapêuticos. 
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XII 

La thèse est composée de cinq chapitres. Le chapitre 1, intitulé « Introduction générale ),, a 

permis d'établir les raisons qui ont conduit B l'élaboration et à la réalisation de ce projet de 

recherche soit l'importance d'isoler et de caractériser de nouveaux agents antimicrobiens pour 

les domaines alimentaires et pharmaceutiques. Ce chapitre inclut la problématique, le but et 

les objectifs du projet ainsi qu'une revue de la littérature sur les substances antimicrobiennes 

produites par des bactéries. Parmi les métabolites antirnicrobiens, les peptides synthétisés par 

un  compIexe multi-enzymatique (antibiotiques) et ceux qui sont produits par les ribosomes 

(bactériocines, lantibiotiques, mutacines) font l'objet de cette revue. Les références 

bibliographiques de ce chapitre sont présentées à la fin de la thèse. 

Le travail rapporté dans le chapitre II, intitulé « Activity of bacterial strains producing 

rnutacins or lantibiotics against pathogenic bacteria », a permis de réaliser l'objectif 1 de mon 

projet de doctorat: sélectionner une souche de Srreptococcus mutans, productrice de mutacine 

à large spectre d'action. Les résultats de ce travail ont été soumis pour publication dans 

« Antimicrobial Agents and Chemotherapy ». Je suis la deuxième auteure de cette publication. 

J'ai planifié l'ensemble des expérimentations et j'ai déterminé les antibiogrammes des souches 

et des isolats multirésistants aux antibiotiques. J'ai participé à l'exécution de l'expérience 

d'antagonisme différé et j'ai effectué les manipulations des souches pathogènes. J'ai bénéficié 

de l'aide technique de Mme Diane Marion qui était chargée de la manipulation des souches 

non pathogènes. La préparation du matériel pour les expérimentations était exécutée par 

l'étudiante Mme Danielle Tremblay sous ma supervision. L'ensemble des expérimentations a 

été réalisé par moi et par Mme Marion. L'étape d'inoculation des souches productrices de 

bactériocines ou de lantibiotiques sur gélose a été faite par Mme Marion et par Mme 

Tremblay. La deuxième étape de l'expérience, soit l'application des souches indicatrices sur 

les plaques de Pétris contenant les antimicrobiens a été réalisée par moi et par Mme Marion. 

Toutefois, lorsqu'il s'agissait de souches pathogènes, cette étape a été réalisée uniquement par 

moi. La lecture et le traitement des résultats ont été effectués par Mme Hélène Morency, 

assistante de recherche. H. Morency a procéd6 au regroupement par similarité des substances 



inhibitrices. J'ai participt également ih l'interprétation des résultats et à la rédaction de 

l'article. Dr M. Lavoie a assuré la supervision des travaux, la rédaction de l'article ainsi que la 

correction en collaboration avec le Dr C. Lacroix et la Dr G. LaPointe. 

Le travail rapport6 au chapitre III, intitulé « Purification and structure of mutacin B-Ny266: 

a new lantibiotic produced by Streptococcus mufans >> a permis de réaliser le deuxième 

l'objectif de mon projet de doctorat: caractériser et établir la structure primaire de la mutacine 

B-Ny266. Les résultats de ce travail ont été publiés dans le journal « FEBS Letters W .  Elle a 

également conduit au dépôt d'un brevet (canadien No 2'209,893 et américain dossier No 

1 2406.3). le  suis l'auteure principale de cette publication. J'ai effectué l'ensemble des 

expérimentations. J'ai participé à l'interprétation des résultats et à la rédaction de l'article. Dr 

LM. Lavoie a assuré la supervision des travaux et il a participé à la rédaction ainsi qu'à la 

révision de l'article en collaboration avec le Dr C. Lacroix et la Dr G. LaPointe. 

Le travail rapporté au chapitre N, intitulé « Minimum inhibitory concentrations of mutacin 

B-Ny266, nisin A, vancomycin, and oxacillin against bacterial pathogens », a permis de 

réaliser l'objectif 3 de mon projet de doctorat: comparer l'efficacité de la mutacine B-Ny266 

par rapport à la nisine (lantibiotique utilisé comme bioconservateur alimentaire) et à deux 

antibiotiques de dernier recours (oxacilline et vancomycine) contre des souches bactériennes 

pathogènes d'importance clinique et alimentaire. Ce manuscrit a été soumis au journal 

« Antimicrobial Agents and Chemotherapy m. Je suis l'auteure principale de cette publication. 

J'ai effectué l'ensemble des exp&imentations. J'ai coordonné l'interprétation des résultats et 

la rédaction de l'article. Dr M. Lavoie a assuré la supervision des travaux et il a participé à la 

rédaction ainsi que la correction de l'article en collaboration avec le Dr C. Lacroix et la Dr G. 

LaPointe. 

Le chapitre V, intitulé << Discussion et conclusions », est composé d'une discussion 

générale suivie des conclusions pour chacune de trois parties de la thèse (Chap. II, III et IV). 

Des suggestions d'études futures sont aussi présentées dans ce chapitre. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION GÉNÉRALE 



Un des principaux problèmes de conservation des aliments à l'état frais ou lé,' ~erernen t 

transformés est la présence de microorganismes. Ces microorganismes peuvent attaquer les 

constituants alimentaires et rendre les aliments impropres à la consommation. De plus, cenains 

peuvent provoquer des infections et des intoxications alimentaires. La réfrigération seule 

n'assure qu'une courte dur6e de vie de tablette aux aliments. Avec le développement de 

nouvelles générations d'aliments réfrigérés, soit avec ou sans traitement thermique minimal. 

emballés sous vide ou sous atmosphères modifiées, le risque de contamination par les 

bactéries psychrotrophes et par les bactéries pathogènes (Closrridium botrtlinum, Lisreria 

rnonocytogenes, etc.) a augmenté. Ceci justifie la nécessité de développer des méthodes 

alternatives de conservation des aliments, qui viennent s'ajouter à la réfrigération. 

Depuis quelques années, on remarque un accroissement de l'intérêt pour l'utilisation de 

métabolites microbiens actifs contre les bactéries pathogènes et celles qui détériorent les 

aIiments. Parmi ces métabolites, les bactériocines (peptides antirnicrobiens synthétisés par les 

ribosomes possédant une partie biologiquement active de nature protéique et un mode d'action 

bactéricide), principalement celles qui sont produites par les bactéries lactiques, dont la nisine. 

font l'objet de nombreuses études. La nisine est produite par des souches de Lactococcus lacris 

et est le seul lantibiotique actuellement utilisé comme bioconservateur alimentaire. Le succès 

de la nisine a stimulé l'intérêt pour la recherche de nouvelles bacttkiocines (lantibiotiques ou 

non). 



DOMAINE PHARMACEUTIQUE 

Les cinquante dernières années ont été considérées comme « l'ère des antibiotiques 

classiques » où des produits bactéricides naturels et semi-synthétiques ont été utilisés avec 

beaucoup de succès dans les traitements d'infections diverses. Cependant, même les meilleurs 

antibiotiques démontrent une diminution dlefficacit& La résistance aux antibiotiques se fait de 

plus en plus frkquente chez les bactéries. La croissance rapide et la plasticité génétique des 

bactéries engendre des mutants conduisant B l'adaptation aux nouveaux environnements. La 

mutation confere aux bactéries une résistance afin qu'elles survivent aux attaques des 

antibiotiques utilisés dans différentes thérapies. Deux facteurs ont accéléré le développement 

de la résistance: l'accumulation de mutations chez les bactéries pathogènes où des ciasses 

entières d'antibiotiques sont devenues inactives, et l'absence de nouvetles classes 

d'antibiotiques depuis 30 ans (Hancock, 1997). 

Actuellement, il y a un intérêt croissant pour les peptides antibiotiques, spécialement les 

peptides cationiques. Des centaines de molécules ont été synthétisées et seulement quelques- 

unes ont été retenues pour usage clinique. A cause du potentiel qui est offert par les peptides 

lantibiotiques pour le traitement des maladies ou d'infections produites par les bactéries à 

Gram positif, leur utilisation est de plus en plus envisagée. Étant donné que les bactéries sont 

tuées rapidement par une perturbation physique des membranes cellulaires, les peptides 

antibiotiques ne devraient pas faire face à l'apparition rapide de résistance (Hancock, 1997). 

Cependant, des mutants résistant aux bactériocines (ex. nisine) ont été séiectionnés en 

laboratoire (voir section 1.4.7, résistance aux bactériocines). 



Le but principal de notre travail est l'étude d' une nouvelle substance antibactérienne 

(mutacine B-Ny266) qui pourrait éventuellement être utilisée soit comme bioconservateur 

alimentaire ou comme agent thérapeutique contre les souches bactériennes pathogènes et plus 

particulièrement contre celles qui sont résistantes aux antibiotiques. Pour y parvenir. les 

objectifs spécifiques atteindre et la méthodologie utilisée étaient: 

(1) Sélectionner une souche de ~ireptococcus rnutans productrice d'une bactériocine à 

large spectre d'action (Chapitre II) 

Sélectionner une souche bactérienne productrice de bactériocine parmi les souches de 

Streprococcus mutans du laboratoire du Dr Lavoie. Le critère principal de ce choix est le 

spectre d'inhibition qui doit être très étendu. Il faut que la substance produite soit capable 

d'inhiber les souches indésirables dans le domaine alimentaire ainsi que les souches 

pathogènes d'importance clinique. La méthode d'antagonisme différé a été utilisée pour 

déterminer l'activité de 24 souches mutacinogènes (A à X) contre une game de souches cibles. 

Ce spectre a ensuite été comparé avec celui des souches productrices de nisines A et Z. 

subtiline, épidermine, gallidermine et mutacines b et B-JHf 140. 



(2) Purifier, séquencer et caractériser la mutacine 8-Ny266 

(Chapitre ITI) 

La rnutacine a été extraite à partir de culots bactériens de S. mutans Ny266 par l'éthanol à 

pH acide. Le peptide a été purifi6 selon l'hydrophobicité par chromatographie à phase inverse. 

Les analyses biochimiques pour caractériser le peptide ont été réalisées avec la substance pure. 

La masse moléculaire a été déterminée par électro-vaporisation, la composition en acides 

aminés par l'hydrolyse acide et la dérivation à 1'0-phtaldialdéhyde (OPA) et la séquence en 

acides aminés par la dégradation d'Edman suite à la dérivation du peptide par I'éthanethiol 

alcalin. 

(3) Déterminer l'efficacité de la mutacine B-Ny266 contre des souches pathogènes 

(Chapitre IV) 

L'efficacité de la mutacine B-Ny266 a été évaluée par rapport à la nisine (lantibiotique 

utilisé comme conservateur alimentaire) et à deux antibiotiques de dernier recours (oxacilI ine 

et vancomycine). La technique de la concentration minimale inhi bitrice (MIC) a été utilisée 

pour évaluer la concentration minimale bactéricide contre des souches bactériennes 

pathogènes importantes dans les domaines alimentaire et clinique ainsi que contre des souches 

multi-résistantes aux antibiotiques. 



1.1. SUBSTANCES ANTIMICROBIENNES PRODUITES PAR DES BACTÉRIES 

Plusieurs substances chimiques sont libérées à l'extérieur des cellules bactériennes durant 

les différentes étapes de leur croissance. Certaines de ces substances ont comme fonction 

l'inhibition de la croissance d'autres bactéries (amensalisme ou antagonisme) concurrentes 

dans une niche écologique donnée (Tagg, 1992). Parmi ces métabolites, nous retrouvons: 

(a) des métabolites primaires de faible masse moléculaire comme les acides organiques 

(lactique, acétique, propionique) et leurs sels, les alcools (éthanol), les cétones 

(diacétyl), les aldéhydes (acétaldéhyde), et d'autres petites molécules comme 

l'ammonium et le peroxyde d'hydrogène; 

(b) des peptides antimicrobiens synthétisés par voies multi-enzymatiques, les 

antibiotiques classiques » (bacitracine, valinomycine, gramicidine, polymyxine B): 

(c) des peptides antibiotiques synthétisés par les ribosomes comme précurseur peptidique 

qui peuvent (lantibiotiques, microcines, cécropines) ou non (bactériocines non- 

modifiées) subir des modifications enzymatiques après la traduction du précurseur: 

(d) des protéines antibiotiques de masse moléculaire comprise entre 50-100 kDa. les 

« bactériocines classiques » (colicines); 

(e) des enzymes bactériolytiques (ex. lysozymes, phosphoiipase A et hémolysines): 

(0 des toxines (ex. choléra, diphtérie et tétanos); 

(g) des bactériophages défectueux (quelques pyocines). 



1.2. LES PEPTIDES ANTIMICROBIENS 

Les peptides antibiotiques peuvent être divisés en deux sous-groupes; les peptides produits 

par un complexe multi-enzymatique (les antibiotiques classiques) et ceux synthétisés par les 

ribosomes comme prdcurseur peptidique et qui subissent (les lantibiotiques) ou non des 

modifications enzymatiques après traduction. La principale différence entre ces deux groupes 

est que ceux synthétisés par les ribosomes sont codés par un gène spécifique (structural), et 

ceux synthétisés par un complexe multi-enzymatique ne le sont pas (Jack et Jung, 1998). Dans 

ce dernier cas, ptusieurs g h e s  codent pour les enzymes nécessaires à la biosynthèse des 

antibiotiques. 

1.2.1. MODE D'ACTION DES PEPTIDES CATIONIQUES 

L'effet bactéricide de ces peptides découle de la formation de canaux à travers la membrane 

cytoplasmique. Les résidus chargés positivement interagissent avec les charges négatives de la 

membrane. Sous l'influence du potentiel électrique des membranes cytoplasmiques. les 

peptides passent d'une forme non-structurée à une forme stnicturée. Ils forment des agrégats et 

leur côté hydrophobe est dirigé vers l'intérieur de la membrane pour former des canaux. 

L'intégrité de la membrane est détruite et la cellule bactérienne meurt. 

La formation de pores dans la membrane est favorisée par un pote~tiel membranaire élevé. 

par la quantité élevée de lipides chargés négativement et, par l'absence de lipides cationiques 

et de cholestérol dans la membrane cytoplasmique (caractéristiques des membranes 

bactériennes). Les cellules eucaryotes possèdent un potentiel membranaire et un niveau de 

cholestérol élevk et tr&s peu de lipides anioniques, ce qui explique la sélectivité des peptides 

cationiques envers les bactéries (Hancock, 1997). 



1.2.2. PEPTIDES ANTIBIOTIQUES SYNTH&TISÉS PAR UN COMPLEXE ENZYMATIQUE 

Le mécanisme d e  formation des peptides antibiotiques qui ne sont pas synthétisés par les 

ribosomes a été bien étudié. Le nombre d'enzymes impliquées est exceptionnellement élevé. 

Chacune contient plusieurs domaines différents capables d'exécuter une ou plusieurs étapes de 

la biosynthèse des peptides. Après chaque étape, le peptide passe au domaine suivant pour les 

futures étapes de la synthèse (Jack et Jung, 1998). 

Les peptides antirnicrobiens formés par un complexe enzymatique peuvent être produits par 

des mycètes comme c'est le cas de l'alaméthicine (produite par le Trichodema vir ide)  ou 

encore par des bactéries (Jack et Jung, 1998). La gramicidine S, peptide cyclique produit par 

des souches de Bacillus, est utilisée en application topique dans le traitement des infections. 

La bacitracine (produite par Bacillus lichenifomis) est un peptide cyclique qui ne forme pas 

de canaux à ions mais qui inhibe la biosynthèse de la paroi cellulaire. Elle est utilisée comme 

antiseptique pour des applications locales. La valinomycine est un peptide ionophore cyclique 

très hydrophobe, qui forme des canaux à ions dans la membrane cytoplasmique. La 

polymyxine-B, produite par Bacillus polymyxa, est un peptide qui possède une extrémité 

aminée libre et  une région carboxyle cyclique. Elle est active contre certaines bactéries à Gram 

négatif en perturbant la membrane externe. Elle est utilisée dans le traitement des infections 

intestinales (Jack et Jung, 1998). 

1.2.3. PEPTIDES ANTIBIOTIQUES SYNTMTISÉS PAR LES RIBOSOiMES 

Les peptides antimicrobiens synthétisds par les ribosomes sont très répandus dans la nature. 

ïis peuvent être produits par des procaryotes (bacteries) ainsi q u e  par des eucaryotes (mycètes, 

plantes, animaux vertébrds et invertdbrds: mammifères, insectes, amphibiens). Ces peptides 

sont des composantes importantes des défenses naturelles de plusieurs organismes contre les 

infections microbiennes, principalement bacteriennes (Jack et Jung, 1998). Ils forment un 

groupe de peptides qui sont, selon leur structure primaire, généralement cationiques, 

amphiphiles, et plusieurs parmi eux tuent les bactéries par la formation de pores dans la 

membrane des cellules cibles. Leur charge positive facilitent les interactions avec les 



membranes phospholipidiques (chargées ndgativement) et la paroi cellulaire des bactéries (qui 

a un caractère acide). tandis que leur caract5re amphiphile permet la perméabilisation 

rnembranaire (Nissen-Meyer et Nes, 1997). 

Les peptides antimicrobiens, chez les animaux, forment la première ligne de défense car ils 

sont synthétisés et diffusent plus rapidement que les protéines et les cellules immunitaires (ex. 

ils se forment 100 fois plus vite que les IgM) (Nissen-Meyer et Nes, 1997). Chez les 

mammifères, les peptides antimicrobiens (ex. défensines) constituent la majorité des 

substances protéiniques des neutrophiles. Les défensines sont retrouvées dans les cellules de la 

muqueuse épithéliale et les phagocytes, incluant la langue, la trachée et l'intestin (Hancock, 

1997). Ces peptides ont un spectre d'action étendu, même en concentrations micromolaires. 

contre les bactéries B Gram positif et à Gram négatif. les mycètes et quelques virus enveloppés 

(Nissen-Meyer et Nes, 1997). Ce sont des molécules riches en arginine et lysine et qui 

contiennent des liens disulfures (formés par deux cystéines) dans leur structure. 

Chez les insectes, les infections bactériennes provoquent la libération des peptides 

antimicrobiens (ex. cécropines). Chez les amphibiens (la grenouille), la peau contient des 

glandes qui produisent des peptides de défense (magaïnines) contre les microorganismes de 

l'eau. 



1.3. LES BACTÉRIOCINES 

Le phénomène d'inhibition d'une souche bactérienne par une autre est connu depuis 

longtemps. Pasteur et Joubert en 1877 ont observé l'effet inhibiteur des bactéries présentes 

dans l'urine (milieu de culture) contre le Bacillus anthracis (cité par Tagg et al. 1976). 

Cependant, la première étude systématique a été effectuée par Gratia en 1925. Celui-ci montra 

qu'une souche d'Es coli V produisait une substance bactéricide (même lorsque très diluée) 

envers une autre souche d'E. coli @. Il donna le non à cette substance de << principe V w 

(aujourd'hui elle est connue sous le nom de colicine V; Reeves, 1965). Toutefois, c'est en 

1946 que le tenne colicine fut introduit par Gratia et Frédéricq (cité par Frédéricq, 1948). 

Des substances analogues ont ensuite été décrites chez plusieurs membres de la famiHe des 

Enrerobacteriaceae, une classification de ces substances en 17 types différents selon leur 

spectre d'activité sur une série de mutants résistants aux colicines a été établie (Frédéricq, 

1948). Cependant, d'autres colicines ont été découvertes ainsi Harnon et Péron (1963) se 

réfèrent à 23 types (Reeves, 1965). La plupart des colicines sont des protéines de masse 

moléculaire élevée qui varie entre 25 et 80 kDa. Par contre, la colicine V, une substance 

thermostable de faible masse mol6culaire (6 kDa), ferait plutôt partie des microcines. Les 

microcines forment un groupe des bactériocines de faible masse moléculaire (< 10 kDa) 

produites par des membres de la famille des Enterobacteriaceae (Kolter et Moreno, 1992). 

Les microcines sont souvent modifiées après la traduction du peptide (microcine B 17) et 

peuvent être divisées, selon leur mode d'action, en trois groupes: groupe A qui inhibe les 

enzymes métaboliques, groupe B qui inhibe la réplication de l'ADN (microcine B 17) et groupe 

C qui interfere avec la production d'dnergie (Nissen-Meyer et Nes, 1997). Toutefois, la 

production de substances similaires par d'autres espkes bactériennes a aussi été observée. Le 

terme bactériocine a été utilisé alors pour désigner ces substances inhibitrices produites par 

différentes espèces bacteriennes (à Gram négatif ou à Gram positif; Jacob et al. 1953). 



Les premières observations d'antagonisme produit par des souches bactériennes à Gram 

positif datent de 1928, lorsque Rogers et Whittier ont publié que les métabolites de 

Streptococcus lactis (aujourd'hui elle est connue sous le nom de Lactococcus lactis) inhibaient 

d'autres bactéries lactiques. En 1933, Whitehead a observé que certaines souches de 

streptocoques étaient capables d'inhiber la croissance et la production d'acide par des cultures 

lactiques lors des premières étapes de fermentation du lait pour la production de fromage. En 

1947, Mattick et Hirsch ont constaté que ces métabolites de nature polypeptidique étaient 

produits par des souches de streptocoques du groupe N (classification de Lancefield) et ils ont 

donné le nom « nisin >> pour désigner << N Inhibitory Substance ». C'est en 195 1, cependant, 

que Hirsch et al. ont suggéré l'utilisation de ia nisine comme conservateur alimentaire. La 

nisine a été utilisée avec succès pour prévenir la détérioration de fromage type Suisse par 

l'inhibition de la croissance de bactéries anaérobies sporulantes- En 1969, la nisine a été 

réglementée par la FAO/WHO pour l'usage alimentaire (dose < 33000 UYKg/J) (Molitor et 

Sahl, 1991). Dix ans plus tard, son utilisation a été permise dans 27 pays à travers le monde, 

mais c'est en 1988 que le R)A eood and Qrug Administration, USA) lui donne le statut de 

<< GRAS >> (Generally Kecognized As Safe) (Molitor et Sahl, 199 1). En 197 1, Gross et More11 

ont publié la structure de la nisine A: polypeptide de 34 acides aminés dont certains sont 

modifiés Aujourd'hui, la nisine est la seule bactériocine utilisée, à l'état pure, comme 

conservateur alimentaire (voir section 1.4.8, applications), les autres bactériocines de bactéries 

lactiques sont utilisées sous forme de liquide de fermentation lyophilisé et elles sont vendues 

sous le nom de « shelf life extender ». 

Le succès de la nisine a stimulé l'intérêt pour les bactériocines. Depuis une vingtaine 

d'années, on remarque I'accroissement important du  nombre de publications sur les 

bactériocines des bactéries à Gram positif, en particulier les bactéries lactiques, dû à leur 

potentiel d'application dans le domaine alimentaire (Sahl et al. 1995). 



1.3.2. BACTÉIUOCINES DES BACTÉIUIB A GRAM POSITIF 

Toutes les bactériocines sont produites par les ribosomes sous forme d'un précurseur 

peptidique qui est clivé afin de libérer la partie active. Fréquemment, cette étape a lieu durant 

le transport des peptides à l'extérieur de la cellule. Le peptide signal, qui est retranché durant 

ce processus, il rend probablement la bactériocine inactive à l'intérieur de la cellule et aide au 

transport de la bactériocine à l'extérieur. En plus, étant donné que la bactériocine est toxique 

pour la cellule productrice ainsi que pour les autres cellules, la cellule productrice possède un 

mécanisme d'autodéfense contre sa propre bactériocine (Jack et Jung, 1998). 

Le terme bactériocine fut originellement défini par Jacob et al. en 1953 de façon très 

spécifique pour désigner des substances antibiotiques de nature protéique du type colicine 

produites par certaines souches de la famille des entérobactériacées. t a  synthèse de ces 

protéines serait létale pour la souche productrice et leur adsorption dépendrait de récepteurs 

spécifiques à la surface de la cellule cible. D'autres caractéristiques des bactériocines du type 

colicine sont: (a) masse moléculaire élevée; (b) spectre d'activité étroit (se limitant 

généralement à des souches de la même espèce ou d'espèces voisines) et; (c) déterminants 

génétiques portés par des plasmides (Tagg et al. 1976). 

Il est évident. cependant, que la majorité des bactériocines produites par les bactéries à 

Gram positif ne s'intègrent pas dans la classification classique des bactériocines du type 

colicines, car ces substances ont: 

(a) un spectre d'activité plus étendu que celui des colicines; 

(b) leur synthèse n'est pas létale pour la souche productrice; 

(c) il n'y a qu'une tr&s faible évidence que leur action débute par la fixation sur des 

récepteurs spécifiques; 

(d) les déterminants génétiques peuvent être plasrnidiques, sur un transposon (nisine), ou 

être codés par le chromosome (Jack et al. 1995; Caufield et al. 1990). Il sembIe que 

l'interaction létale des bactériocines des bactéries à Gram positif avec les cellules 

sensibles dépend, en gdneral, de la compatibilité entre les charges de surface et les 

domaines hydrophobes de la molécule (Tagg, 1992). 



Étant donné que la définition du terme a bactenocine r était basée sur les colicines Tagg 

( 1992) a proposé: 

(a) une re-définition du terme bactériocine pour les peptides et les protéines produites par 

les bactéries à Gram positif en tenant compte des caractéristiques différentes des 

colicines mentionnees ci-dessus ou; 

(b) l'utilisation du terme BLIS « Bacteriocin-Like hhibitory Sbstances » pour désigner 

des peptides ou des protéines bactéricides excrétées à l'extérieur des cellules par des 

bactéries à Gram positif ou à Gram négatif, capables de tuer d'autres espèces 

bactériennes à trés faibles concentrations. 

Dans diverses publications scientifiques, des bactériocines portant différentes appellations 

s'avèrent, après caractérisation complète, posséder la même séquence en acides aminés et la 

même séquence nucléotidique correspondant au gène de structure (ex. pédiocine P A 4  et 

pédiocine ACH. épidermine et staphylococcine 1580, curvacine A et sakacine A. diplococcine 

et lactococcine A). Normalement, ses substances devraient avoir le même nome (le premier 

nom qui a été publié). Jack et al. (1995) ont proposé que le terme bactériocine ne soit utilisé 

qu'après que la séquence en acides aminés et la séquence nucléotidique correspond au gène 

structural soient connues. Jusqu'à ce moment, le terme BLIS suivi du nom de la souche 

productrice devrait être employé. 

On peut alors définir les bactériocines des bactéries à Gram positif comme étant des 

peptides antibiotiques synthétisés par les ribosomes (taille variée entre 19 et 40 acides 

aminés), possédant une partie biologiquement active de nature protéique. un mode 

d'action bactéricide contre des souches bactériennes apparentées ou non, pouvant ou non 

subir des modifications apr&s traduction. Normalement, les cellules productrices sont 

immunes à l'action bactéricide de leur bactériocine. 



La nomenclature des bactériocines, principalement celle des bactéries ii Grzm positif 

n'est pas très uniforme. Parfois le nom de la bacteriocine est basé sur l'espèce et d'autre 

fois sur le genre des souches productrices (ex. bacttriocines produites par Staphylococcus 

aureus: staphylococcines ou auréocines). Cependant, si on regarde la nomenclature utilisée 

pour les bactériocines classiques (les colicines), les bactériocines sont désignées 

préférentiellement par le nom spécifique de la bactérie productrice (ou les premières 

syllabes de ce nom). auquel on ajoute le suffixe cine » (ex. Colicine: bactériocine 

produite par Escherichia coli, mutacine: bactCriocine produite par Streptococcus mutans), 

ou encore par celui du genre (ou les premières syllabes de ce nom), auquel la désinence 

« cine D est ajoutée (Hamon, 1965). Afin de spécifier une bactériocine donnée, il a été 

suggéré d'incorporer la dtsignation de la souche productrice au nom de la bactériocine (ex. 

streptococcine A-FF22: bactériocine produite par la souche FF22 de Streptococcus du 

group A; Tagg et al. 1976). 

Les bactériocines des bactéries Gram positif sont produites par différentes espèces 

bactériennes. Leurs structures varient considerablement. Cependant, on peut les classer en 

deux groupes principaux. avec les bactériocines qui subissent des modifications après 

traduction (les lantibiotiques ou classe 1) et celles qui ne sont pas modifiées (classes II, III 

et N). Klaenhammer (1993) a réparti les bactériocines en quatre classes distinctes. selon 

leur taille, Ieur structure et leur mode d'action: 

(1) Classe 1: lantibiotiques, petits peptides actifs sur les membranes contenant des acides 

aminés modifies (non-usuels) apr& la traduction du pré-peptide(ex. les lanthionines). 

La nisine et I'épidermine sont des exemples de lantibiotiques. Cette classe sera 

décrite plus en detail un peu plus loin; 

(II) Classe a: bacttriocines de petite taille (cl0 kDa), thermostables. actives sur les 

membranes et ne contenant pas d'acides aminés non usuels. Cette classe se divise en 

trois sous-classes: 



les peptides actifs contre Listeria ayant une séquence consensus -Tyr-Gly- Asn- 

Gly-Val-Xaa-Cys- » située dans la region aminée de la protéine mature, ex. pédiocine 

PA-1, sakacine A, sakacine P, leucocine A, curvacine A. Cependant, il y a plusieures 

espèces de Listeria qui sont sensibles à ces bactériocines, tandis que d'autres y sont 

résistantes. Jusqu'à présent, le rôle exact de cette séquence consensus sur la sensibilité de 

Listeria sp. n'a pas été établi (Jack et al. 1995); 

(IIb) les bactériocines à deux peptides distincts nécessaires à leur activité, ex. 

lactococcine G, lactococcine M, et lactacine F; 

(Ilcl les bactériocines pour lesquelles les résidus cystéines doivent être réduits pour que 

la bactériocine soit active. La lactococcine B est la seule bactériocine de ce groupe; 

(III)Classe m: bactériocines thermolabiles de masse moléculaire supérieure à 30 D a ,  ex. 

helvéticine J, helvéticine V-1829, acidophilucine A, lactacines A et B; 

(1V)Classe IV: bactériocines complexes qui renferment en plus d'une portion protéique 

essentielle, une partie non-protéique (lipide ou hydrate de carbone) indispensable à 

l'activité, ex. plantaricine S, leuconocine S, lactocine 27, pédiocine SJ- 1 .  Toutefois. i l  

n'a pas encore été bien établi que la portion non-protéique fasse partie de la structure 

primaire ainsi que son rôle dans l'activité de ces antimicrobiens. La possibilité d'une 

contamination avec des préparations d'amylases ou de lipases n'a pas été exclue 

(Muriana et Klaenhammer, 199 1). L'analyse chimique des antibactériens purifiés serait 

nécessaire pour confirmer l'importance de ces groupements dans l'activité biologique de 

ces bactériocines (Jack et al. 1995). 

1.3.5. BACTÉRIOCINES VERSUS ANTIBIOTIQUES 

La confusion des termes antibiotique et bactériocine est due au fait que les premières 

bactériocines (colicines) ont été découvertes durant l'ère des antibiotiques. 

Les premières observations du ph6nomène antibiotique furent la découverte de la 

pénicilline, lorsque Alexander Fleming, en 1929, constata la lyse de staphylocoques par le 

contaminant, Penicillium notatum. À partir de 1939, la recherche extensive de molécules 

antibiotiques, surtout ii partir des microorganismes du sol, a conduit à la découverte de 



nombreuses molécules (plus de 6000) dont plusieurs sont utilisées en clinique de nos jours. 

Par contre, un nombre encore plus élevé de molCcules ne sont pas utilisées, se révélant trop 

toxiques pour les animaux et les humains (Gootz, 1990). 

Les différentes classes d'antibiotiques agissent B divers niveaux du métabolisme ou sur les 

mécanismes de la biosynthèse bactérienne (Neu, 1987). en perturbant: le métabolisme de 

l'acide folique menant à la synthese des purines (sulfamides et triméthoprime); la réplication 

et la transcription de l'ADN en inhibant une des sous-unités de l'ADN gyrase (acide 

nalidixique et quinolones) ou l ' A M  polymérase (rifampicines); la traduction en se fixant sur 

les sous-unités ribosomiques 30s ou SOS (aminosides-aminocyclitols tétracyclines. 

macroiides-lincosamides, chloramphénicol et acide fusidique); et l'élaboration des membranes 

en inhibant Ies enzymes responsables de la synthèse du peptidoglycane (B-lactamines et y- 

lactamines) ou en se fixant ii certaines enzymes membranaires (gramicidines, glycopeptides. 

li poglycopeptides, bacitracines, fosfomycine et cyclosérine). 

On peut définir les antibiotiques comme étant des substances, de nature protéique ou non. 

synthétisées par des microorganismes, capables, même en faible concentration, d'inhiber la 

croissance ou de tuer d'autres microorganismes. Cette définition inclut donc également les 

bactériocines. La plupart des antibiotiques sont produits par des Acrinom~ceres. Parmi les 

bactéries, le genre Baciflus produit des antibiotiques principalement de type peptidique 

(bacitracine, gramicidine, polymy xine-B). 

La différence entre bactériocines et antibiotiques n'est pas bien établie. Pour les 

antibiotiques autres que ces de nature peptidique la question ne se pose pas. Cependant, la 

différenciation devient moins évidente entre les antibiotiques peptidiques et les bactériocines. 

Deux approches distinctives sont suggérées selon (i) leur application et (ii) leur voie de 

synthèse: 



(i) La première approche concerne sunout l'application de ces substances. Les antibiotiques 

seraient destinés à l'application clinique, tandis que les bactériocines à l'alimentaire. Les 

antibiotiques ont été pendant longtemps utilisés avec succès pour améliorer les 

performances zootechniques et sanitaires des animaux d'élevage. En fonction des 

conséquences lides à l'usage des antibiotiques dont la principale est le développement de 

bactéries résistantes, la législation est de plus en plus restrictive quant à leur utilisation 

comme facteur de croissance. Cependant, l'utilisation de la natarnycine (ou pimaricine, 

antibiotique antifongique produit par Streptomyces natalensis) dans le fromage est encore 

acceptée. D'autre part, on constate de plus en plus la possibilité d'application des 

bactériocines dans un but thérapeutique. Par exemple, l'utilisation topique de I'épidsrmine 

et de la gallidermine contre l'acné; de la nisine dans les pâtes dentifrices, dans les 

cosmétiques, et contre les ulcères d'estomac. Alors, ce critère ne semble pas soutenir la 

différenciation entre antibiotiques et bactériocines. 

(ii) L'approche qui semble être actuellement la plus acceptée serait une distinction seion la 

voie de synthèse de ces substances. Aujourd'hui le terme << antibiotique » est plutôt 

employé lorsque les peptides sont synthétisés par un complexe multi-enzymatique et 

qu'ils ne sont pas codés par des gènes spécifiques. Le terme << bactériocine » est employé 

lorsque les peptides sont synthétisés par voie ribosornique et qu'ils sont codés par un gène 

spécifique (Sahl et al. 1995; Jack et Jung, 1998). Selon un point de vue biotechnologique. 

les peptides antibiotiques produits par un complexe multi-enzymatique sont ouverts a une 

variété de manipulations afin de produire de nouveaux composés antibiotiques. D'autre 

part, les peptides synthétisés par la voie ribosornique peuvent être altérés par mutagenèse 

dirigée afin d'améliorer, par exemple, leur production, leur stabilité ou leur activité. 



1.4. LES LANTIBIOTIQUES 

Les lantibiotiques sont des peptides antimicrobiens produits par voie de synthèse 

ri bosomique du précurseur protbinique inactif (pré-lantibiotique). Après traduction. i 1s 

subissent des modifications enzymatiques dans la région C-terminale du pré-peptide (pro- 

lantibiotique) pour devenir un peptide polycyclique biologiquement actif suite au clivage 

protéolytique du peptide signai. 

La nisine, peptide pentacyclique produit par des souches de Lactococcus lactis ssp. loctis 

(ancien Streptacoccus lactis) fût le premier lantibiotique à être étudié. Elle est considérée 

comme le prototype des lantibiotiques de type A (voir section 1.4.3, classification). 

Découverte dans les années '40 (même si les premières observations d'antagonisme produit 

par L. lacris datent de 1928). plusieurs rapports sur la présence des lanthionines dans ce 

peptide sont apparus très tôt. Toutefois, ce fut dans les années '70 que sa structure a éti  

élucidée par Gross et al. (1971) ainsi que celle de la subtiline, une substance proche de la 

nisine. Par la suite. plusieurs autres lantibiotiques ont été découverts. Cependant, le terme 

<< lantibiotique * a été introduit par Schnell et al. (1988) pour l'abréviation des peptides 

antimicrobiens qui contiennent des lanthionines. 

Dans la dernière décennie, le nombre de publications portant sur la description de nouveaux 

lantibiotiques a fortement augmenté. Ce fait est probablement dû à leur potentiel d'application 

dans différents domaines, soit alimentaire ou pharmaceutique. L'utilisation de la nisine 

comme bio-conservateur alimentaire, de l'épidermïne comme agent thérapeutique contre l'acné 

et des duramycines comme agent immunorégulateur sont quelques exemples du potentiel 

d'application des lantibiotiques (Sahl et al. 1995; voir section 1.4.8)' plusieurs autres exemples 

seront fournis dans la section « applications » qui suit (Section 1.4.8; Tableaux 1.3 et 1.4). 



Les lantibiotiques, peptides polycycliques, classe 1 des bactériocines (Klaenhammer. 1993)' 

sont produits par différents genres de bactdries à Gram-positif (staphylocoques, streptocoques, 

bacilles, lactocoques, lactobacilles, Streptomyces). Ils sont stables à la chaleur, ils ont une forte 

activité bactéricide et leur masse moléculaire est faible (inférieure à 5 kDa). Ces substances 

ont une structure typique qui contient, dans leur chaîne peptidique, de ponts intramoléculairs 

thioéthers soit la lanthionine (Lan) ou la 6-méthyllanthione (MeLan). Ils peuvent contenir 

aussi d'autres acides aminés non-usuels. Les acides aminés insaturés tel la a,B- 

didéhydroalanine (dhA) et la a,B-didéhydrobutyrine (dhB) sont normalement présents (Nes et 

Tagg, 1996). Selon les études publiées jusqu'à présent, toutes les cystéines du pro-peptide sont 

utilisées pour former des liens thioéthers avec le dhA ou le dhB; en d'autre mots, aucune 

cystéine libre ou sous forme de cystine (forme par deux résidus cystéines qui sont attachés par 

une liaison disulfure, n'est retrouvée dans le peptide mature (Nes et Tagg, 1996). 

Une trentaine de lantibiotiques ont été caractérisés jusqu'à présent. Ils sont divisés en type 

A (molécules linéaires et flexibles) et type B (molécules globulaires et compactes; section 

1.4.3; Jung, 199 1 a,b). Leurs principales caractéristiques sont résumées dans le tableau 1.1. La 

plupart des lantibiotiques caractérisés jusqu'à présent sont produits par des souches de 

staphylocoques et de streptocoques. Le regroupement des substances et leurs aspects 

structuraux sont fournis dans les sections 1.4.3 et 1.4.4. Plusieurs structures déj jà établies sont 

présentés dans les figures 1.4 et t.5. Toutefois, les informations portant sur la structure de 

plusieurs lantibiotiques demeurent encore incomplètes (ex. cytolysines L 1 et L2, mutacine T8, 

carnocine UI49, staphylococcines C55a. CS50 et Au-26). 

L'effet bactéricide de certaines bactériocines est d û  à l'activité complémentaire de deux 

peptides (classe IIb) comme c'est le cas de la lactococcine G (Nissen-Meyer et al. 1992). Ce 

phénomène de synergie est retrouvé pour deux lantibiotiques: les cytolysines L1 et L2 

(Gilmore et al. 1996) produites par Enterococcus faecalis et les staphylococcines C55a et 

C55P produites par Staphylococcus aureus (Navaratna et al. 1998). 



Tableau 1.1. Liste et caractéristiques des lantibiotiqucs rapportés dans la littérature. 

.- - - - - - - - -- - 

Mosse II charge nette #total Résidus modifiés 
Lantibiotique Organisme producteur [Da] a.a. (a) [pH 7,O) (b) cycles (d) Lan McLan dhA dhB autres 

Lacr(1~0ccUs lacris ssp. hciis 
L laclis ssp. hciù 
Bacillus subrilis 
Staphylococcus cpiùemidis 
StaphyIococcus gallinarurn 
S. cpidcnnidis 
Sircpiacoccus murans 
S. mutons 

S. mufans 
S. cpidcrmidis 
S. cpidcnniàis 
S. ep&nnidis 

Laçiocinc S Laciohacillus sake 

Lacticinc 48 1 (Loctococcine DR) L laclis 
Strepiococcint A-FFî2 (A ou S A - m 2 )  Strcptococcus pyogencs 
Salivaricine A Strcprococcus salivurius 
(Kî,FI]-Salivaricine A (SdivMcine A l )  S. salivarius 

Variacine Micrococcru varians 

Cypémycine Srrcp~ornyces sp. 

O 
O 
O 

AviCys 
AviCys 
AviCys 
AviCys 
AviCys 
AviCys 

Ob 
WP 

HP 

O O O 4 2 a llc, AviCys 
Me2N-ALa 



Tableau 1.1. Liste et caractéristiques des lantibiotiques (suite) 

Cinnamycine (Lnntbiopcpin, Ro 09-0198) Strepfovcnicillium 

Duramycinc ( W h )  Streptomyces c h m o n e u s  

Duramycine B Sirepfoverticillium sp. 
Dunmycine C Strrpromyces griscolurcus 

Ancovcninc Sfreptomyces sp. 

Menacidine Bacillus sp. 
Actagardinc (ludimycinc) Actinoplanes sp. 

Mutacine J-T8 
Carnocine U149 
Cyiolysine LI (Cyiu,  CYIA 1) 

Cyiolysine L2 (cyirs, cyu2) 

Siaphylococcinc Au-26 
Siaphylococcinc C55a 

Sipphylococcine CS50 
Sublancine 168 (.) 

S. mutuns 

Carnobacreriuna piscicola 

Enterococcus faecalis 

E. faccalis 

S faphylococcus aurcus 
S. aurew 

S. aurcus 

B. subtilis 

O O HyD, LysN-A 
O O HyD, LysN-A 
O O HyD, LysN-A 
O O HyD, LysN-A 
1 O O 

I O AviMcCys 
O O MeLanSO 

(adaptk de : Hillman et al. 1998; Jung, 1991 a; Moia-Mcira cr al. 1997; Navaraina er al. IW8; Nes ci Tagg, 1996; Paik et al. 1998; Qi et al. 1999b; 
Sahl et al. 1995; Sahl ci  Bicrbaurn, 1998; Scoii et al. lW2) 

Lm, lanthioninc; MeLin, O-rnhhyllanthionine; MeLanSO, mt9hyllanihionine sulphoxydc; D-Alo, D-rlanine; 4 Ilc, al10 isolcucine; 
AviCys, 2-aminovinyl-D-cysttine; AviMcCys, 2-iuninovinyl-3-rntlhyl-D-cysibinc; LysN-A, (2S, 8s)-lysinoidaninc; Me2N-Ale, N-diméiylalanine; 
dhA, (2,3)-didChydroalmine; dh8, (2,3)-didt!hydrobuiyrine; HyN, acide 3-iryrhro -hydromyaspnrtiquc; Ob, 2-oxobutyryle; Op, 2-onopropionyle; 
Hp, 2-hydroxypropionyle; (a) chüquc p n i  a 616 conipt conimc éiüni 2 rksidus; (b) charge nette incurni N- ci C-icnninal libre (non moûirit!); 
(c) cycles covalcnis incluüni Ics p i s  ihioéihcrs (Lm, McLün, McLiinSO, AviCys, AviMeCys); ci ürniricx!ihcrs (LysN- Ah); 
(d) M u i t  à partir du pro-peptide; (Y), pas asscz d'inforniriion; (+) il xn~hle quc le pcpiide coiiiieni dcux p i s  disulfurcs dms sa siruciurc. 



Jung ( 199 1 ab) a classé les lantibiotiques en deux types (A et B) basé tout d'abord sur leurs 

propriétés structurales définies par des cycles thioéthers et sur leur activité biologique. Le type 

A comprend les polypeptides linéaires, flexibles et amphipatiques qui forment des pores dans 

les membranes cytoplasmiques. Normalement, ils sont chargés positivement (pH 7,O) et ont 

une masse moléculaire comprise entre 2164 à 3488 Da (> 2 D a ) .  Le type B comprend des 

peptides polycycliques globulaires et  rigides qui inhibent des fonctions enzymatiques 

spécifiques. Généralement, ils ont une faible charge nette positive ou négative (pH 7,O) ou ils 

ne sont pas chargés. Leur masse moléculaire est comprise entre 1825 à 2042 Da (< 2 kDa). En 
1 

solution aqueuse, le type A est relativement non structuré. Dans les environnements plus 

lipophile, le type A adopte une conformation amphipatique de forme linéaire. Par contre, 1s 

type B adopte une conformation plus globulaire due aux ponts établis entre la tête et la queue 

du peptide (Jack et Sahl, 1995). 

Sah1 et al- ( 1995) ont proposé une sous-division dans Ia classification de Jung ( 199 1 a.b). Ce 

sous-groupe est basé sut la structure primaire des peptides. Cependant, avec l'apparition de 

nouveaux lantibiotiques, des caractéristiques intermédiaires à celles qui sont utilisées dans les 

définitions établies par Jung (1991a-b) sont également apparues. La classification des 

lantibiotiques devra donc être révisée pour tenir compte de ces nouvelles connaissances. 

Dans une revue récente, Sahl et Bierbaum (1998) essaient de regrouper ces lantibiotiques 

toujours en type A et B. Ce regroupement est basé sur les caractéristiques générales ec 

l'arrangement des cycles, ainsi que sur la similarité de la séquence primaire (séquence en 

acides aminés) des mol6cules de lantibiotiques, et de la séquence de l'ADN qui correspond au 

pré-peptide (peptide signal + pro-peptide). Un schéma de la classification des lantibiotiques 

est fourni à la figure 1.1. 



Figure 1.1. Schéma de la classification des lantibiotiques selon leur structure et leur 

séquence signai. 

Les nouveaux lantibiotiques dont le précurseur et la structure ne sont pas connus sont placés 

sous la dénomination «non classé»; 

FNLD, séquence signal avec le motif FNLD (Fig. 1.2); 

CG, séquence signal avec le motif double-glycines (Fig. 1.2). Ces lantibiotiques sont clivés en 

aval du doublet de glycine. 





La comparaison entre la séquence signal et le pro-peptide démontre que la séquence N- 

terminale du pré-peptide est plus hydrophile et plus chargée que le pro-peptide. Contrairement 

au pro-peptide qui est riche en cystéine (Cys), la séquence signal ne possède aucun résidu Cys 

(de Vos et al. 1995). Deux classes de peptide signal ont été établies par de Vos et al. ( 1995) 

pour les lantibiotiques linéaires (type A) (Fig. 1.2). Cette classification a été basée sur la 

similarité de taille, de charge nette et de séquence du peptide signal. De plus, cette 

classification peut aussi être basée sur la conservation des gènes. Par exemple, les enzymes 

impliquées dans la déshydratation (LanB) des résidus Ser et Thr et dans la formation de ponts 

thioéthers (LanC) sont retrouvées dans tous les peptides de la classe AI. Tandis qu'une seule 

enzyme (LanM) est responsable pour ces deux fonctions dans les peptides de la classe An. Les 

deux classes semblent avoir besoin de protéases (LanP) différentes pour le processus de 

clivage de la séquence signal: la classe AI constituée de protéases de la famille des sérine 

protéases et la classe AI1 d'autres sortes de protéases, plus spécifiques, qui n'appartiennent pas 

aux sérine protéases (Siezen et al. 1996). 



Figure 1.2. Comparaison des diftérents types de peptides signal chez les lantibiotiques et 

les bactériocines. 

(x), clivage; Pre, prépeptide; Sgn, sbquence signal; bloc noir, résidus identiques; bloc gris, 

le résidu peut varier; (O), hiatus inséré lors de l'alignement multiple; (z), LaPointe, information 

personnelle; (O), même séquence signal pour la mutacine B-III; (# a.a.), nombre d'acides 

aminés. 

Le regroupement des lantibiotiques de type A dans les classes AI et AiI est basé sur la relation 

de Ia séquence spécifique du gène de structure (ZanA) et de la structure du peptide mature; 

Type FNLD: typique des peptides de la classe AI qui sont modifiés par LanBILanC. Il a été 

d'abord décrit pour la nisine; 

Type GG: typique des peptides de la classe A I I ;  associé aux protéines Lan-M et au 

translocateur hybride protéase; caractérisé par un excès de Glu et Asp; 

Les peptides signal de la cinnamycine (lantibiotique de type B) et de la mersacidine sont 

exceptionnellement longs. Ils diffèrent de ceux de type A. Cependant, plusieurs éléments du 

type GG y sont détectés; Les motifs LT, EM/L, W et GG » sont retrouvés aussi dans les 

bactériocines de la classe II (non-lantibiotique) et dans la colicine V; 

La séquence signal de la lactocine S est différente de celle des autres lantibiotiques de type A. 

Toutefois, le motif « ELS f i ,  caractéristique des peptides de la classe Aii, y est présent et. elle 

utilise l'enzyme LanM pour les modifications. 



Nisine A 57 23 h 
Nisine Z 57 23 h 
Subiiline 56 24 h 
PepS 60 26 h 
fipicidine 280 56 26 h 
kpilancine K7 55 24 h 
Épidermine 52 30 h 
Gallidemine 52 30 h 
Mutacine B-JH I 1401 63 4 1 h 
Mutacine B-Ny2W 63 41 h 

Variacine 
(Âcticine 48 1 
Salivaricint A 
Salivdcine A l  
SA-FF22 
Muiacine T8 
Cyiolysine LI 
Cytolysine L2  

Cinnamycinc 71 59 MTAS 1 L Q ~ V V ~ A D I ; ~ A A I ~ L E ~ A I : G A S A A A L P T ~ V E A Q D ~ S L ~ F W T K I )  l A A T E ~ F A *  

Mersacidine 68 48 M S Q E A ~  i R ~ ~ P I ' S ~ E N S ' T ~ G N - -  - - - - - -  - ~ I ~ S ~ ~ L K ~ ~ ~ Q ~ Y L V C A G I ) M ~ A ~ -  - x  



1.4.3.1. Lantibiotiques de type A 

Les lantibiotiques de type A comprennent actuellement une vingtaine de substances 

différentes classées, selon le motif de leur séquence signal, en deux classes principales (Fig. 

1.1): la classe Al  (séquence signal avec le motif FNLD) formée par trois groupes de 

lantibiotiques soit le groupe nisine, le groupe PepS et le groupe épidemine, et la classe AI1 

(séquence signal avec le motif GG) formée par le groupe lacticine 48 1. ainsi que les 

lantibiotiques cytolysines et sublancine. La lactocine S et la cypémycine forment des classes à 

part. Par manque d'information sur la séquence signal, la carnocine UIJ9 et Les 

staphylococcines ( C S S a  et CS5P et Au-26) ne sont pas encore classées. 

La lactocine S ne fait pas partie de la classe Ai ni de la classe AI1 (Fig. 1.1, 1.2). Elle 

possède très peu de ponts thioéthen (deux) et le N-terminal est bloqué par un oxopropionyle 

(Fig. 1.4 et 1.5; Tableau 1.1). Toutefois, sa charge nette à pH 7,O est nulle (Tableau 1.1; Nes et 

Tagg, 1996). et aucune similarité de séquence n'est remarquée entre ce lantibiotique et Ir 

groupe PepS (Fig. 1.4 et 1.5). De plus, cette substance est le seul lantibiotique qui contient un 

résidu D-Ala dans sa structure (Fig. 1.3, 1.4 et 1.5; Tableau 1.1). La lactocine S semble avoir 

des caractéristiques intermédiaires entre les classes AI et AU. Elle n'a pas les motifs 

« FNLD » ni « GG » (Fig. 1.2). Elle utilise l'enzyme LanM dans le processus de modification 

et les protéines LanP et LanT dans ie processus de clivage et de transport (Tableau 1.2; Sahl et 

Bierbaum, 1998). Bien que la séquence signal de la lactocine S ait un motif ELS P, e k  n ' a  

pas le motif << GG »; alors, ce peptide n'a pas le même système de clivage protéolytique que 

les lantibiotiques de la cIasse AKI (de Vos et al. 1995). 

La cypémycine constitue aussi une classe 2 i  part (Fig. 1.1 et 1.4). Elle contient seulement 

une cystéine dans le pro-peptide par conséquent un seul pont (AviCys) dans la région C-  

terminale (Fig. 1.4; Tableau 1.1). Elle contient quatre résidus dhB, deux résidus allo- 

isoIeucine et le résidu N-dimétylalanine (M2N-Ala) en N-terminal qui bloque la dégradation 

dlEdman. Étant donnC que la plus grande partie de la molecule ne forme pas de pont. ce 

peptide est beaucoup plus flexible que les autres lantibiotiques de type A. Cependant, ce 



peptide, comme les lantibiotiques de type B, est produit par des souches de Streptomyces et a 

une taille similaire (Tableau 1.1; Sahl et Bierbaum, 1998). 

1.4.3.1.1. Classe Ai 

La classe AI est composée de peptides très cationiques, qui conservent le motif « FNLD » 

dans leur séquence signal (Fig. 1.2) et qui utilisent les enzymes LanBILanC dans le processus 

de modification, LanP dans le processus de clivage protéolytique et les protéines LanT dans le 

processus de transport (Tableau 1.2). Les séquences signal sont généralement hydrophiles. 

légèrzment chargées (positivement ou négativement) et conservent plusieurs résidus du motif 

N FNLD f i  entre les positions -15 à -21 de leur séquence (Sahl et Bierbaum, 1998). Une région 

homologue et chargée est aussi conservée autour du site de clivage: résidu polaire ou chargé 

positivement en position -1; Pro en position -2, à t'exception de l'épicidine 280 (Ala) et des 

mutacines B-Ny266 (Thr) (G. LaPointe, communication personnelle) et B-IH1 140 (Thr) 

(Hillman et al. 1998); résidu polaire ou chargé négativement en position -3 et; résidu 

hydrophobe en position 4 (Fig. 1.2). D'après les résultats obtenus par la mutagenèse dirigée 

de la nisine et de la Pep5, le motif M FNLD D semble être impliqué dans les interactions avec 

les enzymes de modification et le système de transport (Sahl et Bierbaum, 1998). Par exemple. 

la substitution de la séquence signai de la nisine par celle de la subtiline résulte en nisine 

mature et active, ce qui permettrait d'échanger les séquences signal entre les peptides de la 

classe Ai (de Vos et al. 1995). 

Le groupe nisine est composé de la nisine (Gross et Morell, 1971) et de la subtiline (Gross 

et al. 1973). Les deux substances possedent les quatre ponts thioéthers aux mêmes positions et 

leurs séquences ont une similarité de 60 %. La nisine Z (ou m27]-nisine; Mulders et al. 199 1)  

est un variant naturel de la nisine A (Fig. 1.1, 1.4 et 1.5; Tableau 1.1). 

Le groupe épidermine est composé de substances qui ont une structure très proche (Fig. 1.1, 

1.4 et 1.5). Elles possèdent quatre ponts thioéthers dont le dernier, situé en C-terminal 

(AviCis), est présent dans toutes les molécules (Fig. 1.3 et 1.4). Ce groupe comprend 

I'épidermine et ses variants, soit la gallidermine (k6]-épidermine) et la [Vi, L6]-épidermine. 



Les mutacines B-Ny266. B-JHl140 et B-III font aussi partie de ce groupe. Tous les ponts sont 

conservés pour la mutacine B-Ny266 et les &pidermines (Fig. 3.1). La région N-terminale de la 

mutacine B-Ny266 (les sept premiers residus) est similaire à celle de la subtiline, avec des 

résidus Lys et dhA en position 2 et 5, respectivement (Fig. 1.4; Tableau 3.3). La séquence en 

acides aminés de la mutacine B-Ny266 diffère de celles de l'épidennine, de la gallidermine et 

de la [Vi, L6l-épidermine par cinq résidus (positions 1,2,4,5,  6) et des mutacines B-JH 1 140 

et B-III par seulement deux résidus (positions 6 et 13). Cependant, la structure secondaire 

proposée pour la mutacine B-JHl140 (Hillman et al. 1998) differe de celles de l'épidermine et 

de la mutacine B-Ny266 (voir Chap. III, Mota-Meira et al. 1997). Parmi les lantibiotiques de 

type A seulement les deux mutacines ont le résidu phénylalanine en position N-terminal. Les 

gènes codant pour la gallidermine (Schnell et al. 1989), les mutacines B-Ny266 (Mota-Meira 

et al. 1996), B-JHl140 (Hillman et al. 1998) et B-III (Qi et al. 1999b) sont localisés sur le 

chromosome, le @ne de l'épidermine est plasmidique (Tableau 1.2; Schnell et ai. 1992). 

Le groupe Pep5 comprend trois substances: PepS, épicidine 280 et épilancine K7 (Fig. 1.1, 

1.4 et 1.5). Ces peptides sont tres charges positivement (de +4 à +7; Tableau 1.1). Ils 

possèdent trois ponts thioéthers dans leur structure et la région N-terminale est bloquée par les 

groupements 0x0-(ou hydroxy)-propionyle ou -butyryle (Fig. 1.3, 1.4 et 1.5). Le double pont 

dans la région C-terminale de l'épilancine K7 est similaire à ceux de ta nisine et de la 

subtiline, avec un pont identique à celui de la subtiline (Fig. 1.4; Sahl et Bierbaum, 1998). 

La classe AI1 est composée de peptides Iégerement chargés ou neutres qui conservent le 

motif << GG » dans leur séquence signal (Fig. 1.2) et qui utilisent les enzymes LanM dans le 

processus de modification, et des transporteurs hybrides ayant un domaine additionnel 

cystéine prot6ase dans les processus de clivage protéolytique et de transport (Tableau 1.2; Sahl 

et Bierbaum, 1998). Ils sont clivés après les u double glycines » et conservent une région 

homologue autour du point de clivage: résidu Ala, Ser ou Gly en position -1; résidu Gly en 

position -2 et résidu hydrophoùe en position 4 (VV). Les motifs K EUEM » en positions -7 

et -8, et <i EVT/EVS/ELS n en positions -1 1 à -13 sont aussi conservés. La séquence signai 



des peptides de la classe AïI possede une tres grande similarité avec celles des bactériocines 

du type II (pédiocine) et la colicine V, produite par E. coli (Fig. 1.2; de Vos et al. 1995). Basée 

sur ces similarit&, I'hypoWse que ces peptides sont clivés durant leur exportation par des 

protéases ayant une spécificité et une localisation semblable a été émise. La réaction 

d'exportation est accomplie par un systeme chimérique de protéase de transport. 

L'autre groupe de lantibiotiques qui comporte certaines homologies structurales est celui de 

la lacticine 48 1, formé par la lacticine 48 1, la streptococcine A-FF22, les salivaricines A et A 1 

([U, F7]- safivaricine A), la variacine, et la mutacine 1-Tt3 (Fig. 1.1, 1.4). Seulement la 

structure primaire de la lacticine 48 1 a ét t  dtterminée (Fig. 1.5). À pH neutre, les membres de 

ce groupe peuvent ne pas être chargés ou posséder une charge nette négative ou légèrement 

positive (Tableau 1.1; Sahl et Bierbaum, 1998). Cependant, la plupart des substances 

contiennent des résidus His qui peuvent être protonés à un pH Iégèrement acide. L'analyse du 

pré-peptide, indique que ces substances font partie de la classe AII (Fig. 1.2). 

Même si la sublancine 168, lantibiotique de la classe AU, semble avoir une similarité de 

séquence signal avec te groupe lacticine 48 1, cette molécule possède des caractéristiques 

différentes au niveau structural (Fig. 1.2). De plus, elle ne contient aucun résidu chargé 

négativement; elle est plutôt cationique avec ses trois résidus chargés positivement (Fig. 1.4: 

Tableau 1. i ; Paik et al* 1998). 

1.4.3.2. Lantibiotiques de type B 

Les lantibiotiques de type B sont constitués de deux groupes soit le groupe cinnamycine et 

celui de la mersacidine (Fig. 1.1). Le groupe cinnamycine se compose des variants naturels de 

cette molécule, les duramicines et I'ancovenine. La cinnarnycine a été découverte en 1958, 

cependant sa structure n'a été complètement élucidée qu'en 1991 (Fredenhagen et al. 199 1). 

Ces molécules ont la même taille (19 résidus) et elles ont une très grande similarité de 

séquence (Fig. 1.4; Tableau 1.1). Les trois ponts thioéthers sont conservés dans toutes les 

molécules. À l'exception de I'ancovenine. ces molécules ont un quatrième pont 

(lysinoalanine) forme entre les rCsidus Lys-19 et dhA-6 ainsi qu'un résidu HyAsp en position 



15 (dans 1' ancovenine le résidu Asp- 15 n'est pas hydroxylé; Jung, 199 1 a). Contrairement aux 

lantibiotiques de type A, la formation de certains ponts est inversée, soit à partir des Cys N- 

terminales vers les didéhydro en C-terminai. Ces ponts entrelacés entre la tête et la queue des 

peptides leur confèrent une structure spatial globulaire et rigide. Ii semble que cette structure 

est responsable de la grande résistance de ces peptides aux protéases (Sahl et Bierbaum, 1998) 

(Fig. 1.4 et 1 S). 

Bien que, initialement les lantibiotiques mersacidine et actagardine ne furent pas classés par 

Jung (1991a) ni en type A, ni en type B, des études plus récentes ont pu les regrouper parmi 

les lantibiotiques de type B (Fig. 1.1; Nes et Tagg, 1996). Ce sont des peptides anioniques qui 

ont une structure spatiale semblable à la cinnamycine (Fig. 1.3 et 1.4; Tableau 1.1 ). Ils 

possèdent trois ponts thioéthers dans leur structure. Cependant, 1' actagardine a un quatrième 

pont en C-terminai (sulfoxyde méthyllanthionine) et la mersacidine a un petit pont en N- 

terminal. Comme l'épidermine, la mersacidine possède aussi un pont en C-terminal 

(AviMeCys) formé par la d6carbxylation oxydative de la Cys-1 et du dhB-2. Les ponts B de 

l'actagardine (résidus 5- 13) et le C de la mersacidine (résidus 1 1- 18) sont presque identiques 

ne possédant qu'un résidu différent (ïie dans l'actagardine et dhA dans la mersacidine). Ce fait 

peut indiquer une relation étroite entre ces deux molécules qui peut se refléter dans leur mode 

d'action (inhibition de biosynthèse du peptidoglycane; Sahl et al. 1995). 

1.4.4. ASPECTS STRUCTURAUX 

1.4.4.1. Acides aminés non-usuels 

La figure 1.3 donne la stnicture des principaux acides aminés non-usuels retrouvés chez les 

lantibiotiques. 



Figure 1.3. Principaux acides aminés nomusuels et résidus dérivés des acides aminés 

retrouvés dans les lantibiotiques. 
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1.4.4.2. Structure primaire des lantibiotiques 

L'élucidation de la structure primaire des lantibiotiques est souvent problématique. 

Plusieurs acides aminés modifiés ne peuvent pas être détectés par les analyses de routine des 

acides aminés et de séquençage des peptides. De plus, ils ne peuvent pas être déduits à partir 

de la séquence des gènes. Les résidus modifiés situés dans la partie N-terminale (oxo/hydroxy- 

butyryle et -propionyle) et les résidus didéhydro (dhA et dhB) créent un problème analytique 

important car ils bloquent la dégradation d'Edman. Cependant, la méthode proposée par 

Meyer et ai. (1994) permet de contourner ce problème. La séquence du peptide par la 

dégradation d'Edman devient possible suite à une série de modifications chimiques du 

lantibiotique. Le traitement des lantibiotiques avec un mélange alcalin dTéthanethioI permet la 

formation de dérivés stables à partir de la conversion des résidus insaturés et du clivage des 

résidus thioéthers. Les résidus situés en N-terminal sont enlevés par le clivage oxydatif avec 

l'acide trifluoroperacétique. Cependant, ce procédé ne révèle pas la nature exacte des résidus 

modifiés, il donne plutôt des informations sur leur position. La séquence partielle du peptide et 

la séquence des gènes fournissent ensemble plusieurs indications sur la structure primaire du 

peptide. Cependant, la fragmentation protéolytique. lorsque le peptide est connu. peut donner 

des informations sur les résidus qui participent à la formation des ponts thioéthers (Sahl et 

Bierbaum, 1998). La structure de la nisine par exemple a été déterminée par la combinaison de 

méthodes chimiques et enzymatiques (Gross et Morell, 1971). La structure primaire de 

plusieurs lantibiotiques a été confirmée à l'aide de spectres RMN (résonance magnétique 

nucléaire; van de Ven et Jung, 1996). La combinaison de différentes méthodes est aussi 

utilisée pour déterminer la structure primaire des molécules et la localisation exacte des ponts 

thioéthers (van de Ven et Jung, 1996). Pour la Iacticine 48 1, la combinaison des méthodes 

suivantes a été utilisée: l'analyse des acides aminés, la spectrométrie RMN et la séquence du 

gène stnictural (van den Hooven et al. 1996). La combinaison des spectrométries RMN et de 

masse (MS) a été utilisée pour déterminer directement la structure de l'actagardine 

(Zimmermann et al. 1995), tandis que la structure de I'épilancine K7 a été déterminée 

uniquement par RMN (van de Kamp et al. 1995). 



La structure primaire de plusieurs lantibiotiques (localisation de ponts thioéthers et des 

résidus didéhydro) est encore incomplète. Toutefois, la séquence du pré-peptide (peptide 

signal + pro-peptide) est déjà connue pour plusieurs (cytolysines, mutacine J-T8, SA-FF22, 

salivaricines, variacine et sublancine 168; Fig. 1.2 et 1.4). Le pro-peptide Cytolysine L 1 est le 

plus long des lantibiotiques avec 44 résidus, tandis que le pro-cytolysine L2 a 27 acides 

aminés (Fig. 1.4). La structure de la sublancine 168 a été partiellement élucidée (Paik er al. 

1998). Le pro-peptide contient cinq Cys et seulement un résidu Cys est utilisé pour former une 

MeLan avec un dhB. il semble que les quatre autres résidus forment des ponts disulfures entre 

eux, ce qui serait unique pour les lantibiotiques (Fig. 1.4). Pour d'autres lantibiotiques comme 

la carnocine UI49, seulement la sCquence des sept premiers résidus a été publiée. Cependant. 

par la modification de la dégradation d'Edman, il semble que le peptide aurait 39 résidus (Nes 

et Tagg, 1996). Pour la staphylococcine Au-26, seulement le premier résidu (He) a été 

séquencé car la dégradation dVEdman a été bloquée à la deuxième position. Cependant. i l  

semble que la molécule contient de 2 à 3 cycles thioéthers (déterminé par l'analyse des acides 

aminés avec la dérivation à 1'0-phthaldialdéhyde (OPA); Scott et al. 1992). Dans le cas des 

s tap hy lococcines C55a et CS5$ produites par Staphylococcus aureus (Navaratna er al. 1 998 ). 

la détermination des trois cycles thioéthers pour chacun de peptides a été effectuée par 

l'analyse des acides aminés avec la dérivation dVOPA. La dérivation chimique proposée par 

~Meyer er al. (1994) suivie de la dégradation d'Edman a permis de déterminer la présence de 

deux résidus déshydratés pour chacune des deux staphylococcines (Navaratna et al. 1998). 

La séquence en acides aminés des pro-lantibiotiques, ainsi que la structure des peptides 

matures, s'il y a lieu, sont presentées à la figure 1.4. Les lantibiotiques ont été divisés par 

types (A et B), par classes (AI et AII) et par groupes. Pour les duramycines et la cinnamycine 

dont les résidus modifids et leur positions sont les mêmes, ces résidus sont représentés une 

seul fois. Dans le cas des lantibiotiques de type A, classe AI1 et groupe lacticine 48 1 ,  

seulement la séquence de la lacticine est représentée avec les résidus modifiés. Cependant. ces 

acides aminés modifiés semblent être localisé dans des positions semblabIes pour tous les 

membres de ce groupe. Nous avons utilisé le code des acides aminés à une lettre (voir la liste 

d'abréviations) dans les séquences du pro-peptide. Les acides aminés à l'intérieur des blocs 

gris sont des résidus susceptibles de subir des modifications après traduction. Pour les 



cytolysines, tous les résidus Ser, Thr et Cys (qui peuvent ou non être transformés après 

traduction) sont représentés en caractere gras. Nous avons représenté les cycles (thioé thers. 

arninoéthers, etc) dans le peptide mature par des résidus Cystéines (C) liés par des flèches aux 

résidus dhA (U) et dhB (O) dans le cas de la lanthionine et de la méthyllanthionine par 

exemple. Le sens de la flkhe indique la direction de formation des ponts (qui débutent 

toujours par les résidus Cys). Lorsque la localisation des ponts thioéthers dans le peptide 

mature n'est pas confirmée, nous pouvons les représenter par tes résidus formes dans la 

première étape de modification (U ou O). 

La structure primaire des principaux groupes de lantibiotiques est présentée à la figure 1.5. 

Parmi les lantibiotiques de type A, nous retrouvons Ia nisine, I'épiderrnine et !a Pep5 (classe 

AI), la lacticine 481 (classe N I )  et la lactocine S. Parmi les lantibiotiques de type B. nous 

retrouvons la mersacidine, I'actagardine et la cinnamycine. 



Figure 1.4. Longueur du peptide signai et du pré-peptide; séquence des pro-peptides et 

des peptides mature (avec les modifications aprPs traduction) pour différents 

lantibiotiques de types A et B. 

(x), clivage; (û), séquence en acides aminés du peptide mature seulement; (-), utilisé comme 

élément de liaison entre les résidus qui ont été alignés; (x), résidu non déterminé; 

(nc), non connu; (+ ), indique la direction de formation de pont thioéther débutant par L-Cys; 

Ob, 2-oxobutyryle; Op, 2-oxopropionyle; Hp, 2-hydroxypropionyle; U, dhA; O. dhB; 

U-C, L m  (Ala-S-Ma); O-C, MeLan (Abu-S-Na); U-C*, AviCys; O-C+, AviMeCys; 

O-(S=O)-C, MeLan sulfoxyde (Abu-SO-Ala ou MeLanSO); D+, 3-éythro-hydroxyaspartate 

(Hy Asp) ; aI. alloisoleucine (aue); U-HN-K, lysinoalanine (LysN- AIa); DA, D- Alanine: 

(C-S-S-C), pont disulfure; MNA, N-dimétylalanine (MtN-Ala); Bloc gris, résidus 

susceptible de subir des modifications après la traduction; (# a.a.). nombre d'acides aminés: 

Pré, pré-peptide; Pro, pro-peptide. 



TY pe A 
Classe A l  

Nisine A / Z 5 7 3 4 %  1 T $ .  I S L C T P G C K T G A L M G C N M K T A T C t W C S  I H V S K  
0 2  us 02s<- C2n Ui3 

u3 f-- c7 oiif- c i  1 013- ci9 O23 f- c26 

Subiilinc 5 6 3 2 %  W K S k E S L C T P G C  V T G A L Q T , Ç F L Q T , L T C  N C K  I ! S K  
U5 Oin 025<- C2a UN 

U3- Cl O i e  Cil 013- CIV 0 2 3 f -  C ~ C  

Épidermine 1 52 2 2 *  1 AL.g,K F U L C T  P G C  A K T G $  F N . S  Y Q , Ç .  
(Gallidennine) 014 UIV f- ce22 

(IV i ,~61-kpidermine) U3 + C I  Ont- CI 1 UI~I - C21 

6 0 3 4 * . , , T a , A G  P A  I R A S V K Q C Q K T L K A T R L F T V S  C K G K N G Ç K  
Obi Ci3 Oin 020 024- C27 

Épilancine K7 5 5 3 1 %  S A S V L K T S  I K V S  K K Y C K G V T L T C G C N  I T G G K  
iipi UJ 0 7  Un 1112 f --- (-16 OZU- C23 0 2 8  

022- Cl5 



FICURE 1.4. Pro-peptides et peptides mature (suite) 

Classe Al1 

Lacticinc 481 51 27* - K G G S G V I H T I  S H B C N M N S W Q F V F T C C  S 
OY Cl4 O24 

UIU- C26 

uil ( C ~ J  

SalivaricineAtAl 51 22>c - KWKG S G W U F A T  I T J S D D C  P - N $ V  - F  V  - - C C 

Mutacine T8 53 27* N R W W Q G V V P T V  S  Y E C , R M N S W Q H V F , X C , C  

Cytolysinc LI 6 8 4 4 %  G  D V Q A E T T P V C A  V A A T A A A S S A A C G W  V G G G I  F T G V T V V V S L K H C  

Cytolysine L 2  6 3 2 7 H  G D V Q A E T T Y A C F T I G L G V G A L F S A K F C  

Sublancine 168 5637* G  L G K A Q C A A L W L Q C A S G G T I G C n G G G A  V  A C Q N Y R Q F C R  
u l b  OIY-C~~ 

C 7 (S-SI C M  

Carnocine U149 a n c n c *  G S E  I Q P W  



FIGURE 1.4. Pro-peptides c l  peptides nial ure (suite) 

Cinnamycine 78 19* C R Q S C S F G P F T  F V C D G N T K  
Duram ycine nc 19% C K Q S C S F G P F T  F V C D G N T K  
Duramycine B n c 1 9 W  C R Q S C S F G P L T F V C D G N T K  
Duramycine C nc 19% ,C ! ! A  N ,a C . $  Y G Y 1. '& W S ,C Q G N T K 

CS-01 i D+i s 

Ancovenine 

Mersacidine 68 20*, Ç TLF 1! L P G G G G  V C , T : L . T $  E Ç I C 
C i 3 0 2  04- Ci2 ul6 

013- CM 
015- Ct20 

(adapit clc: Jc Vos el ul. 1995; Htidrich CI al. 1998; Hillmnn t r  cd 1Y)H; Jack ci Sahl, 1W5; Jung, IWla; LnPointe, informaiion personnclk; Minomi rr al. 1994; Mota-Meira el al. 1W7; 
Novunina et cil. 1998; Prrik ai ul. 1W8; Ridmorc et al. IW; Qi cl ul. 1Wb; Snhl ci Hicrbauin, 1998; Sioffcls er ul. IW2; W d r u f f  ci ul. IWB) 



Figure 1.5. Structures représentatives des principaux lantibiotiques. 

Lantibiotiques de type A, groupe de peptides ayant une structure linéaire et flexibe: (A) nisine, 

(B) épidermine, (C) PepS et (D) lactocine S; et groupe de peptides ayant une structure 

constituée de ponts entrelacés en C-terminal et pas de pont en N-terminal: (E) lacticine 48 1. 

Lantibiotiques de type B. peptides ayant une conformation globulaire et compacte: 

(F) mesarcidine, (G) actagardine et (H) cinnarnycine. 



a( 

(adapté de Sahl et Bitrbaum. 1998) 



1.4.4.3. Synthèse des acides aminés non-usuels 

Les lantibiotiques contiennent de 19 B 40 acides aminés (basé sur Ies informations 

disponibles jusqu'à présent). Le pourcentage des résidus impliqués dans les modifications 

varie de 24 9% pour la lactocine S à 47 % pour le groupe cinnarnycine. Ce nombre de 

modification après traduction est basé surtout sur trois acides aminés: Ser, Thr (résidus 

hydroxyles) et Cys (résidus sulfhydryles). Dans très peu de cas, les résidus Lys, Asp et Ile 

subissent des modifications. La réaction clé est la déshydratation sélective de Ser et Thr dans 

le segment pro-peptide (C-terminal) du pré-lantibiotique. Les enzymes qui catalysent ces 

réactions ont été identifiées (voir section 1.4.5)' par contre la biochimie d'élimination des 

molécules d'eau n'est pas encore bien établie. Les acides aminés a$-insaturés résultants de 

cette déshydratation, la didéhydroalanine (dhA de Ser) et la didéhydrobutyrine (dhB de Thr). 

sont Ies cibles pour les additions nucléophiles. Cependant, le nombre de réactions est 

normalement inférieur au nombre de résidus didéhydro, par conséquent on peut retrouver un 

ou plusieurs acides didéhydroarnino dans les !antibiotiques matures (Sahl et Bierbaurn, 1998). 

La réaction la plus répandue est l'addition des groupements thiols (SH) des cystéines 

voisines aux doubles liaisons des résidus dhA et dhB pour former les acides aminés thioéthers 

stables, soit la lanthionine (Lm) et la 8-méthyllanthionine (MeLan) (Fig. 1.6). Les enzymes 

LanB et LanC sont, généralement, responsables de ces modifications. Pour certaines souches 

bactériennes, LanM est la seule enzyme responsable des modifications (Kupke et Gotz. 1996). 



Figure 1.6. Mécanisme de formation des lanthionines durant la maturation des 

lantibiotiques. 

Les lanthionines sont formées en deux étapes durant la biosynthèse et la maturation des 

lantibiotiques: 

(1''") déshydratation des résidus hydroxyles (Ser et Thr) localisés dans le pro-peptide 

(catalysée par l'enzyme LanB); 

(2"") addition stéréospécifique des groupements thiols de cystéines voisines (catalysée par 

l'enzyme LanC) pour former les résidus Ianthionine et B-méthyllanthionine. 

Ces deux étapes peuvent être catalysées par LanM dans le cas des lantibiotiques de type AIL 



Mydtlut ion 

Formation des ponts thiœthers 
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R-CH HS 
I 
CH2 

R = H ; 23-didêûy-im (L)-cystéine 
R = CH, ; O-2.3didthydmbuQ~ine 

(adaptd de Jack et Sahl, 1995) 



Dans plusieurs lantibiotiques. les residus Cys sont localisés en C-terminal (Fig. 1.4). Ils 

peuvent être oxydés et décarboxylés avant l'addition ékctrophile de leurs groupements thiol au 

dhA et au dhB pour former respectivement le 2-aminovinyl-D-cystéine (AviCys) dans le 

groupe épidermine (Bierbaum et al. 1996) et de la cypémycine (Minarni et al. 1994) et, le 2- 

aminovinyl-3-méthyl-D-cystCine (AviMeCys) chez la meaacidine (Fig. 1 -7; Kogler et al. 

1991). L'enzyme LanD est responsable de cette modification (Kupke et Gotz. 1996). 

Le groupement e-amino de la Lys peut être aussi additionné au dhA pour former le pont 

lysinoalanine (LysN-Ala) dans la cinnamycine et les duramycines (Zimmermann et al. 1993). 

Le pont formé entre le résidu situé dans la partie C-terminale et celui qui est en position 6 

contribue à la structure globulaire des lantibiotiques de type B (Fig. 1.4 et 1.5). 

La lactocine S contient des D-Ala dans sa structure, bien que le pro-peptide contienne la L- 

Ser dans les positions respectives (Fig. 1.4). Dans ce cas particulier (Gilmore et al. 1996), la 

double liaison du dhA est modifiée par l'addition d'Hz (hydrogénation stéréospécifique) pour 

former le D-Ala. L'enzyme responsable de cette modification n'est pas encore connue (Kaiser 

et al. 1998). 

Lorsque les résidus déshydratés sont situés en première position ( + 1 )  dans Ie peptide 

mature, ils sont instables. Ils sont spontanément désaminés pour former les résidus 2-  

oxopropionyle (Op) et 2-oxobutyryle (Ob) retrouvés respectivement dans la lactocine S 

(Skaugen et al. 1994) et PepS (Kellner et al. 1991). Dans le cas de I'épilancine K7 (van de 

Kamp et al. 1995; Skaugen et al. 1994) et probablement de I'épicidine 280 (Sahl et Bierbaum. 

1998). l'oxopropionyle est réduit pour former le résidu 2-hydroxypropionyle (Hp). La réaction 

d'hydroxylation est probablement induite par une enzyme, cependant, celle-ci n'a pas encore 

été mise en évidence (van de Kamp et al. 1995). L'enzyme EciO est probablement impliquée 

dans la réduction du groupement oxopropionyle en N-terminal (Heidnch et al. 1998). 



Figure 1.7. Mécanisme de formation de I'aminovinyl-D-cystNne (AviCys). 

Modèles de la modification en C-terminal de lantibiotiques du groupe épidermine et Ie rôle de 

la flavoprotéine EpiD. 

Modèle 1: la meso-lanthionine en C-terminal du précurseur partiellement modifié sen de 

substrat pour EpiD; 

Modèle 2: le résidu Cystéine non modifié en C-terminai sert de substrat pour I'EpiD. 

Dans les deux cas, la réaction 1 est l'oxydation et la réaction 2 la décarboxylation. 



P H - -2 O 

-COOH -C-NH-E-COOH 
1 

a 2  
2 

Oxydation y* DCcarboxyluion 
CH 

I I 
SH CurlisCc par EpiD SH SH 

(adapte de Kupke et Goa, 1996) 



Le résidu situé dans la partie N-terminale de la cypémycine est doublement méthyle (N- 

dimétylalanine) et il bloque la dégradation d'Edrnan (Minami et al. 1994). Ce peptide contient 

aussi deux résidus ulloisoleucine (aüe). Une autre modification non-usueite survient pour la 

cinnamycine où le résidu Asp en position 15 est hydroxylé en erythro-3-hydroxy aspanate 

(Sahl et Bierbaum, 1998). Un autre acide aminé rare, retrouvé seulement dans I'actagardine. 

est formé par l'oxydation du r6sidu thioéther (MeLan), situé en C-terminat, en groupement 

sulfoxyde (MeLanSO) (Sahl et al. 1995). Toutefois, la façon dont ces modifications sont 

effectuées dans le peptide mature n'est pas encore connue. 

Les bactéries à Gram-négatif ne sont pas reconnues pour produire des lantibiotiques. 

Cependant, on retrouve des modifications après la traduction chez la microcine B 17 (Kaiser er 

al. 1998). Celle-ci pourrait être considérée comme un analogue des lantibiotiques- Les résidus 

Ser et Cys, chez la microcine B 17, subissent des modifications plutôt dans la chaîne principale 

du peptide que dans les chaînes latérales comme pour la plupart de lantibiotiques. Les 

groupements sulfhydryles et hydroxyles sont additionnés aux carbonyles adjacents des résidus 

Gly résultant en la formation des cycles oxazofes et thiazoles (Sahl et Bierbaum, 1998). 



1.4.4.4. Rôle des acides aminés non-usuel 

Le rôle de plusieurs acides aminés rares n'est pas encore bien établi. L'étude du rôle des 

résidus modifiés est réalisée par la technique de mutagenese dirigée, soit le remplacement d'un 

seul acide aminé modifié dans le peptide (Sahl et Bierbaum, 1998). Les stnictures cycliques 

(les liens covalents) stabilisent la conformation bactéricide des lantibiotiques, car la rupture 

des cycles thioéthers entraîne souvent une dégradation protéolytique rapide (Jung, 199 1 a). 

Pour la PepS, la structure thioéther (3Ieme pont) confère à la molécule une protection 

additionnelle contre la dégradation par des protéases (Kuipers et al. 1996). La formation des 

cycles A et B pour I'épidermine est importante pour la biosynthèse et la production de 

I'épidermine. Des mutations dans les cycles C et D entraînent une absence de production de 

I'épidermine (Kuipers et al. 1996). 

Les régions qui contiennent les résidus didéhydro (dhA et dhB) semblent être importantes 

pour t'activité biologique des lantibiotiques. L'addition ou la soustraction de ces résidus peut 

augmenter ou réduire Ieur activité (Kuipers et al. 1996). Dans le cas de la subtiline, ainsi que 

de la nisine, la didéhydroalanine en position 5 (dhA-5) est importante pour l'activité 

biologique, puisque le mutant dhA-5-Ala ne démontre aucune activité contre la croissance des 

spores de B. subtilis (Liu et Hansen, 1992). Cependant, il a été conclu que le dhA-5 et le dhA- 

33 ne sont pas essentiels pour l'activité de la nisine contre des cellules végétatives, la 

substitution de ces deux résidus par 1'Ala n'altère pas l'activité de la nisine (Kuipers er al. 

1996). 



1.4.5. BIOSYNT~~ÈSE DES LANTIBIOTIQüES 

Les lantibiotiques sont synth6tisés par les ribosomes sous forme non active de précurseur 

peptidique ou pré-peptide lequel est codé par le gène de structure lanA (le symbole Zan est 

utilisé pour représenter les gènes de diffbrents lantibiotiques). Le pré-peptide contient une 

extension N-tenninaie appelée séquence signal ou peptide signal. Cette séquence est clivée 

lors de l'exportation. Le domaine C-terminal qui suit le peptide signai est le pro-peptide. Il 

contient des résidus sérine (Ser), thréonine (Thr) et  cystéine (Cys) qui. après traduction, 

subissent des modifications enzymatiques. Après avoir été traduit, le précurseur peptidique est 

maturé en trois étapes prïncipaies: modification du pro-peptide (formation de résidus non- 

usuels, par exemple, les résidus didéhydro ou déshydratés et les ponts thioéthers), ctivage du 

peptide signal et exportation du peptide à l'extérieur de la cellule. 

1.4.5.1. Modification 

La modification du pré-peptide est effectuée par des enzymes spécifiques: [es résidus Lan 

et MeLan sont introduits dans le pré-peptide par deux étapes de modifications tel que proposé 

par Ingram (1969). Selon les analyses de la biosynthèse de PepS et de l'épidemine (Fig. 1.8) 

au moins deux étapes intermédiaires sont effectuées lors du processus de modification 

(Bierbaum et al. 1996): d'abord la formation de résidus didéhydro (dhA, didéhydroalanine et 

dhB , didéhydrobutyrine) suivie par la formation de ponts thioéthers (ex. Lan, lan thionine e t 

MeLan, 13-rnéthyllanthionine) et d'autres résidus non-usuels (Fig. 1.6 et 1.7). 

Les enzymes biosynthétiques impliquées dans le processus des modifications après 

traduction sont lanB, la&, lanM, lanD et IanO. L'enzyme LanB (ex. L-sérine déshydratase) 

rst impliquée dans la déshydratation des résidus Ser et  Thr et LanC serait responsable de la 

formation de ponts thidthers. Pour certains lantibiotiques, une seule enzyme, appelée LanM, 

serait responsable de ces deux réactions de modification (Jack et Sahl, 1995). C'est le cas pour 

la lactocine S (Gilmore et al. 1996). les cytolysines (Gilmore et al. 1996). la lacticine 48 1 (Nes 

et Tagg, 1996), la mutacine J-T8 (Woodmff et al. 1998)' la streptococcine A-FM ( 

McLaughlin et al. 1999) et la mersacidine LanM (Sahl et  Bierbaum, 1998). La région C- 



terminale des protéines LanM est caractérisée par une similarité de séquence avec LanC. Par 

contre, la région N-terminale ne semble pas être semblable B LanB. Cependant, l'hypothèse 

que la partie C-terminale de LanM soit responsable de la formation des ponts thioéthers et la 

partie N-terminale, des réactions de déshydratation a été émise (Sahl et Bierbaum, 1998). 

Pour les lantibiotiques qui portent un résidu AviCys (épidennine et les mutacines B-Ny266 

et B-JH1140) ou un résidu AviMeCys (mersacidine) en C-terminal, le résidu Cys est 

décarboxylé par l'enzyme LanD avant la formation du pont thioéther (Kupke et Gotz, 1996). 

Le gène eciO, retrouvé chez la souche productrice de I'épicidine 280 (S. epidemidis), code 

pour une enzyme de la famille des oxydoréductases qui serait responsable de Ia réduction de 

l'oxopropionyle en N-terminal en 2-hydroxypropionyle (Heidrich et al. 1998). 

1.4.5.2. Clivage et sécrétion 

Le peptide signal est retiré du pré-peptide (afin de libérer le peptide biologiquement actif) 

par des protéases après que les reactions de modification aient été complétées. Le processus 

protéolytique peut avoir lieu avant (PepS), durant (lantibiotiques de la classe AU) ou après 

(nisine, épidennine) l'exportation du peptide (Bierbaum et al. 1996). Pour les lantibiotiques 

qui sont clivés après leur exportation, la présence du peptide signal maintient le iantibiotique 

sous une forme inactive (Sahl et Bierbaum, 1998). 

Le clivage du peptide signal mène au lantibiotique actif (Sahl et Bierbaum, 1998). Les 

produits des gènes l m P  et IanT sont impliqués respectivement dans le clivage protéolytique de 

la séquence signal et dans la sécrétion (transport) des lantibiotiques à l'extérieur de la cellule. 

Le clivage du peptide signai pour les lantibiotiques de la classe AI et pour la lactocine S est 

effectué par des enzymes de la famille des sérine p r o t h e s  (LanP). L'activation de ces 

peptides peut avoir lieu avant ou après leur exportation par k transponeur LanT. Ces protéines 

(LanT) sont membre de la famille des transporteurs ABC (ATP binding cassette). 



Les lantibiotiques de la classe AII ainsi que la mersacidine (type B) semblent utiliser des 

protéases différentes de celles de la famille des sérine protéases. Les transporteurs (LanT) 

associés à des peptides possédant un site de clivage du type double-glycines (motif GG) ont un 

domaine protéase en N-terminal. Us sont clivés et activés en même temps qu' ils sont exportés 

(Sahl et Bierbaum, 1998). La seule exception à cette regle est la cytolysine, car elle est clivée 

par un transporteur chimérique qui ne l'active pas. Après la sécrétion, le pré-cytolysine est 

clivé une deuxième fois par l'action d'une sérine protéase CylP (Sahl et Bierbaum, 1998). 

La localisation de la protéase peut être différente selon le lantibiotique. La NisP est une 

sérine protéase qui possède un peptide signai sécrété par la voie dépendante de sec e n  N- 

terminal et sa partie C-terminale est intégrée dans la membrane. Le fait que NisP soit une 

enzyme extracellulaire suggere que le clivage protéolytique est la dernière étape de la 

biosynthèse de la nisine (Jack et Sahl, 1995). Les protéines EpiP et CyIP sont aussi des 

enzymes extracellulaires qui possèdent un peptide signal sécrété par la voie dépendante de sec 

en N-terminal. Cependant, la région C-terminale de ces protéines n'est pas intégrée dans la 

membrane. Dans le cas de la nisine et de l'épidermine par exemple, les lantibiotiques sont 

activés seulement après avoir été exportées par la protéine LanT (Sahl et Bierbaum, 1998). Les 

protéines PepP, ElkP et LasP seraient des enzymes intracellulaires, jugé par l'absence du 

peptide signal sécrété par la voie dépendante de sec et de la pro-séquence (Sahl et Bierbaum. 

1998). ce qui suggère que le processus de clivage de la séquence signal se produit avant le 

transport du lantibiotique actif (Jack et Sahl, 1995). 

La souche productrice de subtiline ne possède pas de gènes codant pour une protéase 

spécifique. Toutefois, B. subrilis est connu pour la sécrétion d'une variété de sérine protéases 

(ex. la subtilisine) qui pourraient être impliquées dans l'activation protéolytique de la subtiline 

(Siezen et al. 1996). 

Les transporteurs LctT, CylT et MrsT contiennent une extension d'une centaine d'acides 

aminés en N-terminal dont deux motifs sont conservés. Des protéines similaires sont 

retrouvées pour les bactériocines qui ne sont pas des lantibiotiques comme par exemple fa 

Iactococcine G (classe ilb; Siezen et al. 1996). 



Figure 1.8. Schéma de la biosynthèse de I'épidermine: modifications du pré-pep tide 

(LaW.  

Les acides aminés sont reprdsentés par le code une lettre. Les groupements Ser et Thr de la 

pré-épidermine (région pro-épidennine) sont déshydratés enzymatiquement pour former, avec 

les groupements thiols des cystéines, les ponts thioéthers lanthionine et 8-méthyllanthionine. 

Le groupement thiol de la cystéine (Cys22) en C-terminal vient s'additionner au résidu 

déshydraté (dhA19) qui est par la suite décarboxylé, pour former le résidu cyclique 

aminovinyle (AviCys) en C-terminal. 
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1.4.5.3. Régulation de la biosynthèse 

La synthèse des nombreux lantibiotiques survient au début de la phase stationnaire ou à la 

fin de la phase exponentielle de croissance bactérienne. Cette étape est contrôlée par des 

protéines de régulation. Les protéines LanR et LanK sont des homologues de la famille des 

systèmes de régulation à deux composantes (dans le cas de l'épidermine une seule protéine 

EpiQ; Siezen et al. 1996; Sahl et Bierbaum, 1998). Ces deux composantes sont l'histidine 

kinase (LanK) qui répond au signal extérieur par 1' auto-phosphory lation spéc Ï fique du résidu 

His, suivi par le transfert du groupement phosphate à la protéine LanR, qui agit alors comme 

un activateur transcrïptionnel en liant l'ADN (Jack et Sahl, 1995). 

La production de certaines bactériocines semble dépendre d'un inoculum minimal de la 

souche productrice capable de produire assez de bactériocine pour induire la production. 

Saucier et al. (1995) ont démontré ce phénomène de régulation par l'addition de 

carnobactériocines produites par Carnobacterium piscicola LV 17 directement dans le milieu. 

Ce phénomène d'induction a égaiement été démontré pour la nisine (Sahl et Bierbaum, 1998). 

Il serait ainsi contrôlé par un système de régulation a deux composantes tel que décrit ci-haut. 

1.4.5.4. Immunité des souches productrices 

La production des lantibiotiques pourrait être potentiellement limitée car les cellules 

productrices sont souvent sensibles à l'action de leur peptide. Toutefois, la plupart des souches 

productrices ont un degre de resistance à leur peptide supérieur aux souches non productrices 

(Jack et Sahl, 1995). Cette protection des cellules productrices contre leur propre lantibiotique 

est due à des peptides ou à des protéines extraceliulaires d'immunité (Lad). 

Les protéines d'immunité NisI et SpaI sont des lipoprotéines qui sont ancrées à l'extérieur 

de la membrane cytoplasmique (Jack et Sahl, 1995). Les peptides d'immunité ont été 

retrouvées également parmis tes gènes codant la PepS, la lactocine S et I'épicidine 280. Il 

semble que ces lantibiotiques sont activds protéolytiquement à l'intérieure de la cellule (Sahl 



et B ierbaum, 1998). Les peptides PepI, LctI et EciI ne sont pas des lipoprotéines. Ils possèdent 

un N-terminal hydrophobe et un C-terminal hydrophile. Ils sont également associés à 

I'extérieur de la membrane cytoplasmique. La surexpression de NisI confère un dégré de 

résistance plus élevé 2 L. fuctis ssp. lactis envers la nisine. La destruction de PepI anéantit 

l'immunité de S. epidemidis 5 envers la PepS. Cependant, le mécanisme d'action de LanI 

n'est pas encore bien élucici6 (de Vos et al. 1995). 

Les protéines LanE, LanF et LanG sont également impliqudes dans l'immunité des souches 

productrices envers les lantibiotiques (Sahl et Bierbaum, 1998; Siezen et al. 1996). Les gènes 

des opérons nisine, subtitine, épidermine et mersacidine possèdent aussi lanEFG, qui sont 

codés en deux (spaF et spaG) ou en trois sous-unités séparées (nisFEG, epiFEG et rnrsFGE; 

Sahl et Bierbaum, 1998). Une diminution de la résistance à de la subtiline exogène a été 

observée lors de la perte de SpaFG. Ces transporteurs pouraient augmenter la résistance ou  

l'immunité à la subtiline par le transport de cette molécule à l'extérieur de la cellule (Jack et 

Sahl, 1995). La protéine LanF est un constituant intracellulaire d'un domaine liant 1'ATP et 

LanG et LanE représentent la sous-unité traversant la membrane (Sahl et Bierbaum, 1998). 

Étant donné la similarité de séquence de protéines EpiFEG avec les transporteurs ABC. i l  

semble que ces protéines sont aussi impliquées dans le transport des lantibiotiques vers 

I'extérieur de la membrane cytoplasmique. La concentration de lantibiotique serait donc 

conservée en dessous d'un niveau critique, ce qui empêcherait la formation des pores dans la 

membrane de la cellule productrice (Otto et al. 1998). 

1.4.5.5. Déterminants génétiques 

Le clonage et le séquençage des gènes structuraux des pré-peptides ont été complétés pour 

plusieurs lantibiotiques (Tableau 1.2). Les gènes des lantibiotiques sont habituellement 

organisés en opéron. Les gènes codant les enzymes impliquées dans la biosynthèse des 

lantibiotiques sont souvent retrouvés sur le chromosome ou sur un plasmide (Sahl et 

Bierbaum, 1998; voir Tableau 1.2). Toutefois, pour la nisine, ces gènes sont localisés sur un 

transposon. Selon la nomenclature usuelle, tous les ghes  de lantibiotiques sont dénotés par 



M fan >p. Le gène codant le pré-peptide est désignC par lanA et le produit de ce gène 

(précurseur) est désigné par LanA. 

Seulement deux gènes impliqués dans la production des mutacines B-JH 1 140 et B-Ny266 

ont été identifiés: lanA et lanB (Hillman et al. 1998; G.  LaPointe, communication 

personnelle). Pour la mutacine J-TB, sept gènes ont été séquencés rnurAM (Woodruff et al. 

1998). mutRTFEG (Qi et al. 1999a). Pour plusieurs autres lantibiotiques. les gènes de la 

biosynthèse ainsi que les g h e s  codant pour l'immunité ont été isolés et séquencés (Siezen et 

al. 1996; Sahl et Bierbaum, 1998). Les gènes du pré-peptide (epiA) et des modifications 

enzymatiques (epiBCD) de I'épiciermine sont localisés dans un opéron du plasmide pTü32 de 

54-Kb de S. epidemidis. D'autre part, le gène des peptides gallidermine (gdmA) est situé sur 

le chromosome de ta souche S. gallinarum Tu3928 (Ottenwalder et al. 1995). 

L'organisation des gènes des opérons lantibiotiques (lanA, lanB, lanC, lanD, lanE, lonF. 

ZanG, l a d ,  lanH, fanK. lanM, fano,  lanP, lanR, lanT) diffère selon tes différents 

lantibiotiques et les différentes souches productrices (Siezen et al. 1996). Par exempIe, pour la 

biosynthèse de la nisine, 11 gènes qui codent pour les enzymes impliquées dans les différentes 

étapes de la biosynthèse et de l'immunité ont été identifiés (Siezen et al. 1996). Le gène lanD 

a été identifié pour l'épidermine et la mersacidine, lanH seulement pour la gallidermine. et 

lanO seulement pour l'épicidine 280 et il n'y a pas de IanM pour la biosynthèse des 

Iantibiotiques de la classe Ai (groupe nisine). Cependant, les opérons codant la biosynthése 

des !antibiotiques de la classe AI1 (motif GG) ainsi que la mersacidine ont seulement le gène 

qui code pour l'enzyme LanM (Sahl et Bierbaum, 1998). 

Neuf gènes impliquks dans la biosynthese de l'kpidemiine ont été identifiés sur le plasmide 

pTü32 de 54 Kb (Ottenwalder et al. 1995; Peschel et Gotz, 1996). Le gène structural epiA 

code pour le précurseur peptidique de I'épidermine. II a été le premier gène des lantibiotiques 

à être caractérise (Bierbaum et al. 1996). Les genes epiBCD codent pour les protéines 

impliquées dans les modifications aprb  traduction (Peschel et al. 1997). Les gènes epiF, epiE 

et epiG codent pour les proteines impliqubes dans l'immunité à I'épidermine (Peschel et al. 

1996). Les protéines EpiF, EpiE et EpiG sont similaires aux composantes de la famiile de 



transporteurs ABC impliquées dans l'immunité à la subtiline et à la nisine (Bierbaum et al. 

1996). Jusqu'à présent, le &ne epiK n'a pas été identifié dans les unités transcriptionelles de 

I'épiderrnine (Bierbaum et al. 1996). Le gene epiP code pour une protéase extracellulaire qui 

catalyse le clivage du précurseur peptidique de I'épidermine (Peschel et al. 1997). EpiQ (ou 

EpiR, Siezen et al. 1996) est un régulateur transcriptionnel qui active la transcription des 

opérons epiABCD et epiFEG (Peschel et al. 1997). La protéine EpiQ(R) ne contient pas de 

motif N-terminal impliqué dans la phosphorylation comme c'est le cas de NisR et SpaR. Elle 

ne sera donc pas activée par une protéine kinase (une protéine membranaire sensorielle). Le 

domaine C-terminal capable de lier l'ADN est néanmoins présent. L'extremité 5' du gène 

homologue eprT a été identifié en amont de I'epiA (Schnell et al. 1992). Ce gène, qui a une 

orientation opposée à epiA, est interrompu par une délétion de 20 pb, il serait donc n o n  

fonctionnel (Peschel et al. 1997; Schnell et al. 1992). Les gènes homologues gdmT et gdrnH 

ont été récemment identifiés comme étant impliqués dans la sécrétion de la gallidermine 

(Peschel et al. 1997). 



Tableau 1.2. Gènes impliqués dans la biosynthèse, la régulation et l'immunité dcs laiitibioliqucs. 

Nisinc 
Subiiline 

eg(dcmine 

Mumine B-Ny266 
Muiacine B-JH 1 140 
Mutacine 8-111 
~ P S  
kpcidine 280 

Épilancine K7 

Laclicine 48 1 

Sali varicine 

Strcptococcine A-FF2 
Mutacine J-T8 
Variaci ne 

Cyiolysines L1/L2 
Sublancine 168 

Acronyme Organisme l 
L laciis 

B. subtilis 

S. epidennidis 

S. muicrnr 

S. mutans 

S. murans 
S. epidennidis 

S. cpidcnnidis 

S. epidcnniàis 

Las Lsokci I 
Lct 
Sa1 
Scn 
Mut 
Var 

CY 1 
Sun 

L lacris 

S. salivarius 

S. pyogcncs 

S. mutans 

M. varians 

E. jacculis 

B. subrilis 

FNLD 
FNLD 
FNLD 
FNLD 
FNLD 
FNLD 
FNLD 
FNLD 
FNLD 

GG 

GG 

GG 
GG 
GG 

GG 
GG 

Ntcrminüni 
généiiqucs 
(locdisaiioo) 

transposon 

chromosomc 

plasmide 

chromosomc 

chromosomc 

c hromosomc 
plasmide 

nd 

c hromosomc 

plasmide 

plasmide 

nd 

c hromosomc 

ç hromosomc 
nd 

plasmide 

c hromosomc 

nd 

Mdificaiion 
(ciizymcs) 
Lan 

BC 
BC 

BCD 

B 

B 

BCD 
BC 

BCO 

nd 

M 

M 
nd 
M 
M 
nd 
M 

nd 

MD 

Ldgulation 

Lan 

RK 
RK 
R 
nd 

nd 

R 
nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 
RK 

R 
nd 

nd 
nd 

HK 

' r ; i n ~ p ~ ~  

lan 

TFEG 
TFG 
m 
nd 
nd 
T 
T 
nd 
T 

T 

T m  
nd 

T(P)FEG 
TFEG 

nJ 

T(P) 
T(P) 

T(P)FEG 

(adaptd de: Hillman et al. 1998; LaPointe, information pcrsanncllc; Mchughlin et al. 1999; Paik er al. lW8; Pridniore et al. 1996; Qi et 41. 1999a,b; 
Sahl et Bierbaum, 1998; Siczen et ul. 1996) 

T(P), protéine irünsloçaicur ABC qui a un domainc addiiioniicl cysiéinc proidüsc, coiiimc pour Içs hiicibriwines (non-luniibiotiques) dc la classe II dc 
Klacnhiiinmer (1993); (nd), non disponible; (# ma.), nonihrc d'acides uiiiinds; Ic gknc epi T cst intcrrotiipu ct iiicoiiiplc~ (EpiT, EpiT"); 
Nomenclature dans les dfdrences originales (cnire pirenihtse): NisA (SpüN), SpaA (SpüS), SpaB (SpüDiE), SpüT (SpoY), EpiR (EpiQ), EpiT (EpiY), 
CylA I (CylLi.), CylA2 (Cylk), CylP (CylA), CylT (CylB), 1-ciA (LcnDH 1), LciM (LciiDR2), LciT (LcnDK3). 



Parmi les lantibiotiques, on retrouve: (i) des peptides qui agissent au niveau de la 

membrane cytoplasmiqu, en formant des pores et en altérant le potentie1 transmembranair. 

comme c'est le cas des lantibiotiques de type A (nisine, gallidermine, épidermine et Pep5) 

(Jung. 199 1a.b); (ii) de peptides inhibiteurs de phospholipase A, (duramycines et 

cinnamycine) (Jung, 1991a'b); (iii) et des peptides inhibiteurs de la synthèse du 

peptidoglycane (actagardine et mersacidine) (Brou et al. 1995; Zimmermann et Jung, 1997). 

Les lantibiotiques de type A tuent les cellules cibles immédiatement après leur addition tandis 

que les peptides qui inhibent la biosynthèse de la paroi cellulaire (mersacidine) provoquent 

généralement une lyse lente. La mon des cellules cibles n'arrive pas avant au moins un cycle 

complet de division de la cellule cible (Sahl et Bierbaum, 1998). 

1.4.6.1. Activité biologique de lantibiotiques de type A 

Plusieurs études du mécanisme d'action des lantibiotiques de type A (ex. nisine, subtiline. 

Pep5, épidermine e t  gallidermine) indiquent que Ia membrane cytoplasmique des cellules 

cibles est le premier site d'action de ces molécules (Sahl, 1991). Ces peptides tuent les 

bactéries cibles par l'éclatement de la membrane cytoplasmique. ils déséquilibrent la couche 

de phospholipides e t  forment des pores dans la membrane cytoplasmique. Ceci entraîne 

l'écoulement rapide des molCcules de petite taille (acides aminés. ATP) et d'ions inorganiques 

(potassium) A l'extérieur d e  la cellule, ainsi que la disparition du potentiel membranaire (Sahl 

et Bierbaum, 1998). La difftrence dans la composition membranaire des bactéries pourrait 

expliquer la différence de sensibilitd aux lantibiotiques entre les cellules cibles. L'activation 

des enzymes autolytiques et l'inhibition de la synthèse du peptidoglycane (mode d'action 

secondaire) ont et6 obsew6s pour la nisine et la PepS (Sahl e t  Bierbaum, 1998). 

L'interaction initiale entre le lantibiotique et la membrane cible se fait par des forces 

électrostatiques entre le peptide cationique et les lipides anioniques (groupements anioniques 

de la tête des phospholipides) de  la membrane cytoplasmique (Breukink et al. 1997) ce qui 



perturbe la dynamique des lipides (ex. fluidit6 de la membrane). Plusieurs modèles ont été 

proposés pour expliquer la façon dont les lantibiotiques cationiques s'insèrent dans la couche 

lipidique et les types de structures qu'ils forment avec la partie hydrophobe de la membrane 

afin de permettre l'écoulement des solutés cytoplasmiques (van Kraaij et al. 1998). 

Sahl (1991) a proposé que la formation des pores par les lantibiotiques se fait selon le 

modèle d'insertion ou barrel-stave » en utilisant la nisine comme modèle. Tout d'abord, les 

peptides sont liés A la surface de la membrane. Par la suite, il y a formation de pré-agrégats. En 

présence du potentiel électrique, ils pivotent et s'orientent perpendiculairement à la membrane 

pour former des pores à travers celle-ci (Benz et al. 199 1 ; Moll et al. 1996; Sahl, 199 1). 

Le modèle « wedge » (Driessen et al. 1995) ou wormhole >> (modèle semblable utilisé 

pour la magaïnine) propose que les molécules amphiphiles adhiirent initialement à la surface 

de la membrane (Fig. 1.9). Le côté hydrophobe du peptide s'insère dans le feuillet externe de 

la bicouche lipidique (Mol1 et al. 1996; Sahl et Bierbaum, 1998). Par la suite, en présence d'un 

potentiel électrique trans-membranaire élevé, la molécule s'introduit dans la membrane. 

L'insertion du peptide, qui est toujours lié à la surface de la membrane, entraîne en même 

temps l'insertion des phospholipides (Driessen et al. 1995; Moll et al, 1996). La CO-insertion 

du peptide lié à la surface de la membrane et des phospholipides anioniques résulte en une 

courbure des lipides de surface pour former des pores non-spécifiques (Driessen et al. 1995: 

Moll et al. 1996). 

Le groupe de van Kraaij (1998) a proposé que l'insertion de la nisine dans la membrane se 

fairait en trois étapes: (1) interaction initiale de la nisine avec la membrane cytoplasmique 

(Breukink et al. 1997). La partie C-terminale de la molécule interagit avec les charges 

négatives de Ia surface de la membrane (Sahl et Bierbaum, 1998); (2) insertion de la nisine 

dans la membrane. La partie N-terminale (résidus 1-19) serait responsable pour l'insertion de 

la nisine dans la membrane (Breukink et al. 1997; van Kraaij et al. 1998); (3) translocation de 

la partie C-terminale il travers la membrane (Fig. 1.9). 



Figure 1.9. Modèles propods pour la formation des pores dons les membranes 

cytoplasmiques par les Iantibiotiques cationiques de type A, lorsqu'ils sont en solution. 

(A) modèle << wedge w de l'insertion de la nisine: 

( 1) liaison du peptide cationique h la surface anionique des membranes (forces 

électrostatiques), 

(2) concentration locale élevbe des peptides et perturbation de la dynamique des lipides, 

(3) en présence d'un potentiel membranaire au-dessus du seuil, les mol6cules s'insèrent dans 

la membrane. L'insertion des peptides liés à la surface entraîne en même temps les 

phospholipides avec eux produisant des pores non-spécifiques dans la membrane. 

(B) modèle de l'insertion de la nisine avec une translocation: 

( 1 ) liaison du peptide cationique (partie C-terminale) 3 la surface anionique des membranes 

(forces électrostatiques), 

(2) insertion du peptide dans la membrane. La partie N-terminale de la nisine pénètre dans 

la double couche de la membrane, 

(3) translocation de la partie C-terminale de la nisine à travers la membrane en provoquant des 

pores. 



(adapté de: Driesscn et uf. 1995; Mol1 et al. 1996; Sahl a Bierûaum 1998: van Kraaij et al. 1998) 



L'activité de la nisine varie selon le type de phospholipide membranaire (Breukink et al. 

1998; Demel et al. 1996; Driessen et al. 1995; Gao et al. 1991; Kordel et al, 1989). 

L'association de la nisine avec les lipides chargés négativement, surtout le 

phosphatidylglycérol (PG), serait essentiel pour la fixation et l'insertion de Ia nisine dans la 

membrane. De plus, la pr6sence de PG dans la membrane pourrait avoir une action directe 

avec la formation des pores (Breukink et al. 1998). 

Les pores sont, généralement, non-sélectifs (membranes physiologiques ou artificielles). 

Cependant, Breukink et al. (1997) ont suggéré que la nisine Z forme des pores sélectifs 

anioniques. Les pores sont formés par plusieurs molCcules de lantibiotique et ils ont besoin 

d'une énergie de formation (potentiel membranaire). Le diamètre des canaux formés par la 

nisine et PepS est d'environ 1 nm, tandis que ceux qui sont formés par la subtiline sont de 2 

nm (Benz et al. 1991). Le temps de formation des canaux est fonction du courant-voltage 

(différence de potenciel de la membrane) et de l'énergie nécessaire pour l'insertion des 

peptides cationiques dans la membrane. Par exemple, la gallidermine et liépidemine ont 

besoin d'un potentiel membranaire de 50-60 mV inférieur à celui de la nisine, de la PepS ou 

de la subtiline. Ceci suggere que les canaux fomés par ces deux substances sont plus stables 

que ceux formés par les autres lantibiotiques testés. Le temps de vie des pores est de 30 s pour 

la gallidermine, tandis que pour les autres lantibiotiques il est de l'ordre de quelques minutes. 

Cependant, même si l'épidermine ne diffère de la gallidermine que par un acide aminé, le 

temps de vie des canaux formés par l'épiderrnine est inférieur à celui de la gallidermine. Ce 

fait est en accord avec l'observation que l'activité bactéricide de la gallidermine, est 

supérieure à celle l'épidennine (Kellner et al. 1988). 

1.4.6.2. Activité biologique de lantibiotiques de type B 

Les lantibiotiques de type B, sous-classe cinnamycine (cinnamycine, duramycines et 

ancovenine) peuvent avoir une activité antimicrobienne et une activité dans des systèmes 

biologiques. ils affectent la croissance de Bacillus sp.: il y a augmentation de la perméabilité 

rnembranaire, effets sur diffbrentes fonctions membranains. ainsi que la formation de pores 

dans les membranes artificielles qui contiennaient de la phosphatidyléthanolamine. Cependant, 



contrairement aux lantibiotiqucs de type A, aucun écoulement des solutés n'a été observé chez 

les cellules de staphylocoque traitées avec la cinnarnycine (Sahl et Bierbaum, 1998), ce qui 

indique que la formation de ces pores n'aurait pas un rôle bactéricide important. 

Les lantibiotiques du groupe cinnamycine agissent également comme inhibiteur de Ia 

phospholipase A, (Fredenhagen et al. 1991). Cet enzyme est impliquée dans la biosynthèse 

des prostaglandines et des leucotritnes qui sont des composants importants du système 

immunitaire. Ils interagissent de façon spécifique avec la phosphatidyléthanolamine 

(phospholipide de la membrane cytoplasmique), en bloquant l'accès de l'enzyme au substrat 

ou en perturbant l'organisation de la membrane cellulaire. 

Le mécanisme d'action de la mersacidine et de l'actagardine (Zimmerman et al. 1995) sur 

la biosynthèse de la paroi cellulaire n'est pas encore bien élucidés. il semble que ces 

substances inhibent la biosynthèse du peptidoglyczne chez les bactéries à Gram positif. 

Contrairement A l'antibiotique pénicilline qui agit en inhibant la muréine giycopeptide- 

transpeptidase, I'actagardine inhibe probablement le glycopeptide-transglycosylase. 

Cependant, l'inhibition de la transglycosylase est différente de celle effectuée par 

l'antibiotique vancomycine. La vancomycine agit en se liant à l'extrémité C-terminale du tri- 

peptide muramyl (L-Lys-D-Ala-D-Ala). f ar contre, contrairement à la vancomycine, Brotz er 

al. ( 1995) ont démontré que l'activité de l'actagardine et de la mersacidine n'est pas affectée 

par ce tri-peptide. 

1.4.7.1. Résistance naturelle aux bact6riocines des bactéries à Gram négatif 

Généralement, les bactéries à Gram négatif ne sont pas sensibles aux bactériocines 

produites par des bactéries à Gram positif, probablement à cause de la membrane externe qui 

agit comme une barrière imperméable empêchant la pénétration des bactériocines dont le site 

d'action primaire est au niveau de la membrane cytoplasmique. Cependant, les bactéries à 

Gram négatif deviennent sensible à la nisine (Stevens et al. 1991) lorsque que la membrane 

externe est modifiée. Kordel et Sahl (1986) ont démontré que les cellules d'Escherichia coli 



deviennent sensibles à la nisine et à la PepS suite à l'altération de la membrane externe des 

bac téries par l'application d'un choc. La suppression du LPS (lipopolysacc haride, connu 

égaiement sous le nom d'endotoxine) peut se faire par la voie de mutation génétique (Stevens 

et al. 1992) ou par le traitement chimique avec des agents chélateurs comme I'EDTA. 

L'éthylènediamine-tdtraacétate affaiblit les interactions LPS-LPS en fixant les ions Mg" et 

d'autres cations divalents provoquant l'éclatement de la membrane externe. Stevens et al. 

(1992) ont testé l'action de la nisine contre des souches de Salmonella typhimurium qui ont 

subi une mutation au niveau du LPS. Le LPS est formé d'une région lipidique (lipide A) et 

d'une région constituée de polysaccharide. Le polysaccharide du LPS est formé d'une partie 

centrale, le core et d'une chaîne latérale appelée polysaccharide O. Les mutants testés ne 

contiennent plus de polysaccharide O et la portion manquante du core est différente selon le 

mutant. Les souches mutantes qui ont une faible suppression du core oligosaccharide du LPS 

demeurent résistantes à la nisine. Toutefois, les souches pour lesquelles la suppression du core 

oligosaccharide est prononcée démontrent une sensibilité à la nisine. Il semblerait donc que le 

core oligosaccharide du LPS ait un rôle à jouer dans la sensibilité à la nisine. Des résultats 

semblables à ceux de la nisine, en utilisant les mêmes souches mutantes, ont été obtenus par 

Mota-Meira (données non publiées) pour la mutacine B-Ny266. 

1.4.7.2. Résistance aux bactériocines des bactéries à Gram positif 

La résistance de souches bactériennes aux bactériocines varie selon la souche et la 

bactériocine testée. La plupart des études menées sur la résistance des bactéries à Gram positif 

aux bactériocines, particulierement celles de la classe 1 (lantibiotiques), ont été réalisées en 

utilisant la nisine comme modèle. La résistance naturelle de certaines souches bactériennes à 

Gram positif (ex. B. cereus) est reliée à la présence de nisinase. Cette enzyme a été identifiée 

comme étant la déhydroalanine réductase et peut dégrader la nisine (Jarvis et Farr, 1971). 

Dans d'autres cas, la résistance est plutôt dCveloppée par les bactéries en présence des 

antimicrobiens. Les souches bactériennes qui autrefois étaient sensibles aux bac tériocines 

deviennent résistantes. Elles sont appelées alors de bactéries mutantes résistantes aux 

bact6riocines. 



Le développement de la r6sistance bactérienne aux bactériocines est un mécanisme 

complexe gui n'a pas encore été bien établi. Les lantibiotiques de type A (ex. nisine) ont un 

mode d'action primaire sur la membrane cytoplasmique des cellules sensibles. Les 

modifications de la composition de la membrane cytoplasmique ont souvent été invoquées 

pour tenter d'expliquer l'augmentation de la resistance chez les mutants résistant aux 

bactériocines. Cependant, la résistance pourrait se faire à différents niveaux de l'enveloppe 

cellulaire, tant au niveau de la membrane cytoplasmique. qu'au niveau de la paroi cellulaire ou 

des éléments externes la paroi (ex. acides teichoïques. polysaccharides, glycocalyx). Le 

mode d'action inclurait la liaison du lantibiotique à Ia celluie bactérienne, l'insertion de la 

molécule à travers la membrane et la formation de pores (Garcera et al. 1993; Sahl, 199 1;  

Winkowski et al. 1994). La résistance pourrait donc provenir de modifications de la 

composition de la membrane cytoplasmique en acides gras (Crandall et Montville, 1998; 

Mazzotta et Montville, 1997; Ming et Daeschel. 1993) et en phospholipides (Crandall et 

Montville. 1998; Ming et Daeschel, 1995), d'altérations de la paroi cellulaire (Crandall et 

Montville, 1998; Davies et al. 1996; Maisnier-Patin et Richard, 1996) et de changements dans 

la demande de cations divalents (Crandall et Montville, 1998). 

Jusqu'à présent, plusieurs mutants résistant à la nisine (Nis') ont été facilement isolés, 

en laboratoire, suite à l'exposition des souches bactériennes à des concentrations élevées de 

nisine. La majorité de mutants résistant isolés proviennent des souches de Listeria 

monocytogenes (Davies et Adams, 1994; Harris et al. 199 1 ;  Mazzotta et Montville, 1997; 

Ming et Daeschel, 1993; Schillinger et al. 1998; Verheul et al. 1997)' de Listeria innoc~ta 

(Maisnier-Patin et Richard, 1996), de Clostridium botulinum (Mazzotta et al. 1997). de 

Pediococcus acidilactici (Goulhen et al. 1998) et de Streptococcus pneumoniae (Severina el 

al. 1998). 

Des modifications de la composition de la membrane cytoplasmique ont été observées 

chez plusieurs mutants rksistant la nisine. Des modifications de la composition en acides 

gras ont été démontrés pour differtnts mutants Nisr. Comparativement à la souche-mère, les 

mutants de L. monocytogenes Nisrprésentaient plus d'acide gras à chaîne linéaire qu'à chaîne 

ramifiée (Ming et Daeschel 1993). plus d'acides gras à longue chaîne qu'à courte chaîne 



(Crandall et Montville, 1998) ainsi qu'une diminution du ratio Cl&, (Mazzotta et Montville, 

1997). Une diminution de la fluidite et une augmentation de la rigidité membranaire ont été 

observées pour les mutants de L. monocytogenes Nisr. Ce fait pourrait empêcher l'insertion de 

la nisine dans la membrane cytoplasmique. Les mutants de Clostridium botulinum Nisr 

présentaient aussi une diminution d'acides gras insaturés et une augmentation de la rigidité 

membranaire (Mazzotta et Montville, 1999). Cependant, Verheul et al. (1997) n'ont pas 

observé de différence significative entre la co~position en acides gras membranaires d'un 

mutant de L. monocytogenes Nisr et celle de la souche-mère. 

Des modifications en phospholipides membranaires ont également été mises en 

évidence chez plusieurs mutants résistant à la nisine. Les mutants de L. monocytogenes Nisr 

contenaient plus de phospholipides sous fonne de zwitterion (PE, phosphatidyléthanolamine) 

et mois de phospholipides sous forme anionique (PG, phosphatidylglycérol et cardiolipine) 

que la souche-mère (Crandall et Montville, 1998; Ming et Daeschel 1995). Contrairement à 

ces études, Davies et al. (1996) n'ont pas trouvé de différence significative entre les 

phospholipides membranaires de la souche-mère et ceux d'un mutant de L. monocytogenes 

Nisr. Verheul et al. (1997) ont determiné que des mutants de L. monocyrogenes Nisr 

produisaient plus de phosphatidylgycérol (PG) et moins de diphosphatidylglycérol (DPG) que 

Ia souche-mère. 11 semblerait que la nisine pénètre plus profondément dans la mono couche de 

DPG que dans d'autres lipides incluant le PG. Étant donné le rôle des phospholipides 

anioniques dans l'interaction de la nisine avec les membranes, une diminution de la charge 

nette négative de la couche lipidique peut empêcher l'interaction initiale entre le lantibiotique 

et la membrane. 

Des changements au niveau de la paroi cellulaire pour différentes souches devenues 

résistantes à la nisine ont été observes. Par rapport à la souche-mère, les mutants Nisr 

présentaient une variation de la sensibilité aux antibiotiques (ex. arnpicilline, benzylpenicilline 

et vancomycine) et aux enzymes (ex. lysozyme) qui agissent sur la paroi cellulaire soit pour L. 

monocytogenes Nisr (Crandall et Montville, 1998), pour Listeria innocua Nisr (Maisnier-Patin 

et Richard, 1996) ou pour Pediococcw acidilactici Nisr (Goulhen et al. 1998). Ces 

changements de sensibilitt peuvent être liés aux changements de la composition de la parois 



cellulaire. De plus, les mutants de L monocytogenes Nisr (Davies et al. 1996) et de L. innocua 

Nisr (Maisnier-Patin et Richard, 1996) sont devenus moins hydrophobes que la souche-mère. 

Le retrait de la paroi cellulaire d'un mutant de L. monocytogenes Nis' a provoqué la perte de 

résistance à la nisine chez le mutant (Davies et Adams, 1994). Cependant, la nature exacte des 

changements au niveau de la paroi cellulaire n'a pas encore été déterminée. 

Il semblerait que les mutants L. mnocytogenes Nisr aient besoin de cations divalents pour 

résister à l'effet de la nisine (Crandall et Montville, 1998). Abee et al. (1994) ont suggéré que 

Ies cations di- ou trivalents pourraient inhiber les interactions électrostatiques entre les charges 

positives de la nisine et les charges négatives de la tête des phospholipides. La neutralisation 

des charges phospholipidiques peut provoquer une condensation des phospholipides et une 

rigidité membranaire plus élevée. Des cations divalents seraient encore nécessaires pour 

stabiliser les modifications membranaires de mutants Nisr leur permettant ainsi de résister à 

l'action de la nisine. De plus, ces cations divalents pourraient jouer u n  rôle dans les 

modifications de la paroi cellulaire des mutants Nisr. Ils interagissent avec les composants de 

la paroi cellulaire, spécialement les acides teichoïques (chargés négativement). Les 

changements dans la paroi cellulaire des mutants Nisr requièrent une quantité additionnelle de 

cations divalents pour stabiliser les charges négatives supplémentaires ou encore pour prévenir 

Ia liaison de la nisine avec les sites anioniques (Crandall et Montville, 1998). 

L'apparition de mutants stables rbsistant (I la nisine de la souche de S. pnetrmoniae multi- 

résistante aux antibiotiques est survenu rapidement suite à l'exposition répétitive de la souche 

de pneumocoque aux concentrations élevées de nisine (Severina et ai. 1998). Toutefois, ie 

mécanisme de résistance des pneumocoques n'est encore pas connu. 

Les travaux effectués par Dagry (1996) afin d'obtenir des mutants de Micrococcus luteris 

résistant à la mutacine B-Ny266 ont démontré que M. luteus a développé uniquement une 

adaptation physiologique (très instable) à cette substance. Cette adaptation physiologique 

serait probablement due à une production de polysaccharides extracellulaires. Cette hypothèse 

a été ernise suite à la diminution d'activité de la mutacine B-Ny266 en présense de 

polysaccharides exoghes et à 1' apparance muqueuse des colonies des cultures résis tantes. 



1.4.7.3. Résistance croisée 

Les mutants rksistant à une bactériocine peuvent ou non être résistant à d'autres 

bactériocines. Plusieurs mutants spontanés de L. monocytogenes résistant à la plantaricine 

C 19, à la mesentérocine 52 et à la curvaticine 13 ont été sélectionnés par Rekhif et al. (1994). 

Les mutants résistant A une de trois bactériocines démontrent une résistance croisée avec les 

autres deux bactériocines. Par contre, tous les mutants résistant sélectionnés ainsi que la 

souche-mère demeurent sensibles à la nisine. D'autre part, les travaux réalisés par Mazzotta et 

al. (1997) ont démontré que les mutants spontanés de C. botulinurn Nisr devenaient aussi 

résistants (à différents degrés) à d'autres bactériocines (pédiocine PA-1. bavaricine MN. 

plantaricine BN, et leuconocine S). Les mutants de L monocytogenes résistant à la piscicoline 

126 sont aussi devenues résistants à la pédiocine PO2 (Wan et al. 1997). Dans le même sens, 

les mutants de L. monocytogenes Nisr sont devenus résistants à la pédiocine PA-1 et à la 

leuconocine S (bactériocines de la classe IIa et IV, respectivement; Crandall et Montville, 

1998). Cependant, les résultats du test d'activité effectué par Mota-Meira et al. (1999; Chap. 

IV, Tableau 4.13) ont démontré que le mutant de L. monocytogenes Nis' (Crandall et al. 1998) 

n'a pas développé une résistance croisée à la mutacine B-Ny266. Néanmoins, une légère 

diminution de la sensibilité (selon le mutant) à la mutacine B-Ny266 a été observée pour les 

mer er mutants de Pediococcus acidilactici Nisr (Goulhen et al. 1998). Les travaux de Schillin, 

al. (1998) ont démontré une absence de résistance croisée pour les mutants spontanés de L. 

monocytogenes Nid qui sont toujours sensibles à la sakacine A et à l'entérocine B. 



Les lantibiotiques sont actifs contre les bacteries 2 Gram positif. L'activité est variable 

selon le lantibiotique et la souche sensible utilisée. Toutefois, lorsque la membrane externe 

des bactéries ii Gram négatif est endommagée (traitement thermique, abaissement du pH, 

ajout d'un agent chélateur ou d'un détergent) ces bactéries deviennent sensibles aux 

lantibiotiques (Sahi et al. 1995; Stevens et al. 1991). Le potentiel d'application des 

lantibiotiques est donc très grand, principalement dans les domaines médicaux et alimentaires. 

La nisine cependant le seul lantibiotique à être commercialisé. Elle est utilisée pour prévenir 

la détérioration des aliments et les toxi-infections alimentaires provoquées par les bactéries à 

Gram positif (Clostridium sp., staphylocoques, bacilles et L. monocytogenes; Molitor et Sahl, 

1991). Toutefois, les études sur l'application de la nisine en clinique sont de plus en plus 

nombreuses, principalement contre Helicobacter pylori et les entérocoques résistants à la 

vancomycine, et comme désinfectant pour prévenir la mammite bovine causée par les 

staphylocoques (Sahl et al. 1995). La gallidermine et l'épidermine pourraient être utilisées 

comme agent thérapeutique contre P. acnes dans les formulations topiques pour l'acné (Jung. 

1991b). Chikindas et al. (1997) ont suggéré l'utilisation des mutacines actives contre S. 

mrttans pour combattre la carie. La mersacidine (lantibiotique de type B) a démontré une 

bonne activité in vivo chez la souris contre des souches de S. aureus résistantes à la 

rnéthiciline ou MRSA » (methicilin -sistant ~raphylococcus gureus; Limbert et al. 199 1 ). 

La vancomycine et la teïcoplanine sont les antibiotiques actuellement utilisés pour le 

traitement des infections causées par les MRSA. Cependant, un faible degré de résistance est 

apparu lors du traitement à la vancomycine en 1997 aux États-unis (Sahl et Bierbaum. 1998). 

Dans ce contexte, la mersacidine et I'actagardine (lantibiotiques avec un nouveau mode 

d'action) pourraient devenir une nouvelle classe d'antibiotiques (Sahl et Bierbaum. 1998). Les 

peptides (les durarnycines) inhibiteur d'enzymes sont aussi immunologiquement intéressants. 

Le Tableau 1.3 résume quelques applications possibles pour les lantibiotiques. De plus. 

quelques exemples de brevets y sont rapportés pour les lantibiotiques. 



Tableau 1.3. Appiications et quelques exemples de brevets revendiqués pour les lantibiotiques. 

Substance 

Bactdriocines (a) 

Bac teriocines (b) 

Nisine 

1 sdlectif de milieu de culture, agent thérapeutique 1 Molitor et Sahl 199 1. 

Nisine 

1 I 

Nisine 1 Agent anti-plaque; composition de pPtes dentifrices 1 Gaffar et al. 1994 (US536884S) 

Applicritiod revcndiatioa 

Prévention & la carie 

Composi tion de pâtes dentifrices 

Contre la mammite bovine, hygiène buccaie, 

savon, produits dc soin d e  la peau, contre l'acné I 
Conservateur alimentaire, cosm&tiqucs, agent Ray, 1992  ; 

Référence (NO de brrvu) 

Miyahara e t  al. 1987 ( ~ ~ 4 6 9 3 8 8 8 )  

Docl et Smith, 1993 (WO 93/1 1738) 

Haflander, 1993. 

1 aliments en gén4I;iI 1 (US4584 199 cc US4597972) 

Nisine 

I 1 

Nisine Z 1 Séquence en acides aminés 1 deVos et al. 1997 (US5594103) 
1 

Mutant 1 Augmentation de la stabilité du dhAS et de 1 Hansen, 19% (Us5516682) 

Agent antibotulinique dans Ic fromage et dans les Taylor et al. 1986a.b 

1 bactdries P Onai positif. traitement de l'acné 1 (Cm No 1.277.617) 

[E4]-subtiline 

Épidermine 

l'activité sporicide de la subtiline 

Agent thérapeutique contre les infections de 

Gallidemiine Traitement de l'acné, l ' c c z h a  et la ccllulitc, dans 

Werner et al. 1990  

Jung e t  al. 1993 (US52 1013) 

Lantibiotiques (c) 

Lanti biotiques 

les cosm&iques 

Traitement des sécrétions pulmonaires. Application 

(nisine) 

Lantibiotiques (d) 

Molina et al. 1997 (US5651957) 

topique par voie respiratoire (aérosol) 

Lantibiotiques combinés à des chClateurs (EDTA). 

Lanti biotiques (e) 

par S. aureus 

Blackburn et al. 1994 ( ~ ~ ~ 3 ~ 5 4 0 )  

Traitement d'infections gastro-intestinales 

Agent cosmétique désodorisant : 

Mersacidine 

(a), de E. coli, staphylocoques, S. mutons; (b), ambicine N, gramicidine; (c), nisine, subtiline, €pidennine. 

Schmucker et al. 1994 (us53 18778) 

(ajoOt d'un ou de plusieurs lantibiotiques) 

Contrôle de la contamination microbienne (L 

gallidermine, PepS, durarnycinc, mersacidine, actagardinc, cinnamycinc et ancovcninc; (d). nisine, 

épidennine, subtiline, PepS, gallidertnine, cinnamycine. d u m y c i n e  c t  ancovenine; (el. nisine, subtiline. 

épidermine e t  PepS. 

Collison et al. 199 1 (US50 15487) 

monocytogencs) dans les dérivés de  la vian& 

Préservatif alimentaire, traitement des infections Koller et al. 1996 ( ~ ~ 0 7 0 0 9 9 8 ~  1 ) 



Contrairement aux peptides antibiotiques qui sont synthétisés par un complexe multi- 

enzymatique, les lantibiotiques sont des peptides codés par des gènes pouvant être modifiés 

par mutagenèse dirigée. Par consdquent, plusieurs de leurs caractéristiques peuvent être 

améliorées ou optimisées (ex. production, action bactéricide, stabilité, solubilité et sensibilité 

aux protéases). Le  génie génétique offre un grand potentiel dans le développement des 

lantibiotiques. Liu et Hansen (1992) ont démontd pour la première fois ce potentiel pour la 

subtiline (substance chimiquement instable par la perte du dhA5, probablement à cause du 

groupement carboxyl du Glu4 qui facilite l'addition nucléophile à la double liaison du dhA- 

5) .  Par le remplacement du résidu Glu-4 par ne-4, la molécule a vu son effet sporicide triplé et 

la stabilité du résidu didéhydro en position 5 (dhA5) doublée. 

Le très grand nombre de brevets sur l'application des lantibiotiques démontre le potentiel 

d'utilisation de ces peptides, soit dans l'industrie alimentaire ou dans l'industrie 

pharmaceutique. Les sujets des brevets déposés sont très variés. Ils peuvent cibler, par 

exemple, un seul peptide (ex. séquences) ou l'ensemble des peptides appartenant à une 

catégorie donnée (ex. lantibiotiques) pour une application définie (ex. formulation) ou non. 

1 A.8.1. Applications alimentaires 

Depuis quelques années, on remarque un accroissement de l'intérêt pour l'utilisation de 

métabolites microbiens actifs contre les bactéries pathogènes et celles qui détériorent les 

aliments. Parmi ces métabolites, les bactériocines, principalement celles produites par Ies 

bactéries lactiques font l'objet de nombreuses études. 

Jusqu'à present, la nisine est le seul lantibiotique utilisé comme bio conservateur 

alimentaire. El le est sensible aux enzymes digestives (a-ch yrnotrypsine) , non toxique et 

reconnue comme substance sécuritaire. Elle a été approuvée pour usage alimentaire dans une 

cinquantaine de pays incluant les États Unis et les pays européens (Delves-Broughton et al. 

1996). Son application (type d'aliment et  quantité permise) est réglementée selon la 

législation de chaque pays où son utilisation est permise. En Australie, par exemple, son 

utilisation a été autorisde dans les fromages et dans les aliments en conserve (ex. tomate et 



soupes; Anonyme, 1991). Aux États Unis elle est autorisée uniquement dans le fromage à 

tartiner pour le contrale de Clostn'diwn sp. et au Canada, son utilisation n'est pas encore 

permise. Toutefois, son grand potentiel d'application actuelle est dans l'industrie laitière: 

contre Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus et contre les bactéries sporulantes 

(Closrridium sp.) présents dans les fiornages (Delves-Broughton, 1996). Elle peut être utilisée 

aussi dans les aliments conservés en boîte contre les spores therrno-résistantes et acido- 

résistantes (C. botulhum, Bacillus coagulans, B. stearorhemophilus), dâns les boissons 

alcoolisées (contre les bacteries lactiques, ex. Lactobacillus sp. et Pediococcus sp.) et dans les 

sauces à salade (contre les bactéries lactiques; Delves-Broughton, 1996). 
- 

La nisine est commercialisée pour usage alimentaire par Aplin & Barrett Ltd. sous le nom 

de Nisapline@ (25 mg nisineig de Nisapline). Cette substance est préparée par la fermentation 

de L. lactis ssp. lactis dans du lait écrémé et standardisée avec le chiomre de sodium (Delves- 

Broughton et al. 1996; Anonyme, 1988). Son activité est exprimée en UUg (Unité 

Internationale). Un microgramme (1 pg) de nisine pure équivaut à 40 UI (Ray, 1992). 

Un aspect important pour l'application de la nisine est son activité biologique très étendue 

contre les bactéries B Gram positif (streptocoques, staphylocoques, bacilles. Clostridium et 

Listeria). Normalement, elle n'a pas d'effet contre les bactéries à Gram négatif, à l'exception 

de Neisseria, (Molitor et Sahl, 1991) ou lorsqu'il y a endommagement de la membrane 

externe. Par exemple, lorsque la nisine est combinée avec un agent chélateur (ex. EDTA) elle 

réduit la population de Salmonella sp. Le retrait des ions magnésium résulte en une perte de 

lipopolysaccharides de la membrane externe et une augmentation de la perméabilité ceilulaire 

(Stevens et al. 199 1). Cependant. l'efficacité bactéricide de la nisine est fonction du pH (plus 

active à pH acide), de sa solubilite (elle est pratiquement insoluble à pH alcalin) et de sa 

stabilité (stable aux pH acides; Molitor et Sahl, 1991). Son application est limitée, par 

exemple, aux aliments acides, liquides et avec une faible teneur en gras. Toutefois, une 

limitation principale ii l'usage de le nisine comme conservateur alimentaire est l'apparition de 

souches mutantes (ex. Listeria monocytogenes et Clostridium botulinum, qui sont devenues 

résistantes à cet antimicrobien (voir section 1.4.7; Harris et al. 1992; Mazzotta et al. 1997; 

Ming et Daeschel, 1993). 



1.4.8.2. Applications pharmaceutiques 

Actuellement, les études sur l'application d e  la nisine en clinique sont de plus en plus 

nombreuses, principalement contre Helicobacter pylori et  les entérocoques résistants à la 

vancomycine (VRE). Le tableau 1.4 fournit deux exemples d e  l'avancement du 

développement de  la nisine comme agent thérapeutique. 

Tableau 1.4. Avancement des phases de développement pour l'utilisation de la nisine 

comme agent thérapeutique. 

- -  - 

Compagnie 1 Application clinique 1 Phases ( 1997) 

Applied Microbiology, 1 Infections gastriques et 1 =but de l'étape clinique 

Astra et Merck 1 ulcères par Helicobacter pylori (trois études cliniques) I 
--- - - 

Applied Microbiology et Entérocoque résistant à I 1 Recherche pré-clinique 

Nippon Shoji 1 la vancornycine 1 
i I 

(Adapté de Hancock. 1997) 

L'utilisation de la nisine en présence d'un agent chélateur pour le traitement des ulcères et 

de l'inflammation chronique de l'estomac et du duodénum provoquée par Helicobacter pylori 

a été proposée e t  brevetée par Blackburn et al. (1994). Étant donné la sensibilité des 

streptocoques e t  des staphylocoques à la nisine, ce peptide offre la possibilité d'être utilisé 

pour le traitement des infections de la peau et des infections provoquées par les 

microorganismes multi-résistants aux antibiotiques (Delves-Broughton, 1996). La nisine 

pourrait être aussi utilisée dans les traitements de  la mammite bovine provoquée par des 

souches des staphylocoques (S. agalactiae e t  S. aureus) et de  streptocoques (S. uberisj 

(Delves-Broughton, 1996). L'utilisation de  la nisine dans les rince-bouches pour empêcher 

l'augmentation d e  la plaque dentaire et les infections de la gencive a été proposée par Howell 

et al. (1993). 



Applied Microbiology Inc. (AMBI) est responsable du développement et des tests 

cliniques de la nisine comme agent therapeutique. Cette compagnie détient la majorité des 

brevets (une centaine de brevets) et des licences d'utilisation de la nisine et d'autres 

<< lanthocines » (classe de peptides antimicrobiens dans le programme de développement 

pharmaceutique de I'AMBI) à travers le monde (rapport BW0342 business wire's » de 

AMBI 1996). La compagnie AMBI a propos6 l'application de la nisine pour le traitement des 

ulcères de l'estomac et des infections bactériennes du colon et ainsi que pour les infections 

acquises en milieu hospitalier (entérocoques résistantes à la vancomycine (VRE) et C. 

dificile). Le traitement des ulcères de l'estomac et des infections du colon serait effectué par 

voie orale (sous forme de piiules enrobées). Des études pré-cliniques ont démontré que la 

nisine ingérée est délivrée intacte dans le colon (rapports << business wire's fi  BW1210 et 

BW1161 de AMBI 1997). Ce fait implique que le peptide conserve ses effets bactéricides et 

qu'il ne se retrouve pas ailleurs dans le corps (pas d'effet CO-latéral). Pour le traitement des 

ulcères de l'estomac, la nisine pourrait, cependant, être administrée par voie orale sans être 

enrobée car, elle est stable à pH acide et résistante à la pepsine (protéase de I'estomac). De 

plus elle est dégradée rapidement par les protéases pancréatiques (trypsine) et elle ne serait 

pas active aux pH élevés du petit intestin. Ces faits ont pour conséquence de réduire le 

potentiel des effets CO-latéraux dans l'environnement gastro-intestinal (Delves-Broughton. 

1996). La companie AMBI Inc. a développé encore une forme injectable de nisine pour le 

traitement des infections bactériennes dues aux souches résistantes aux antibiotiques (rapport 

BW123 1 K business wire's » de AMBI 1997). Elle est actuellement à la recherche de 

partenaires pharmaceutiques européens et américains pour l'étape de commercialisation. 

Le principal facteur limitant l'usage de la nisine en clinique est l'acquisition de la 

résistance à la nisine par des bactéries pathoghes, incluant multi-résistantes aux 

antibiotiques. Les travaux de Severina et al. (1998) ont démontré l'efficacité de la nisine 

contre des souches multi-resistantes aux antibiotiques (staphylocoques (MRSA), entérocoques 

(VRE) et S. pneumoniae). Cependant, l'apparition de mutants de S. pneumoniae résistants à la 

nisine est survenu rapidement suite à l'exposition répétitive (cinq passages) de pneumocoques 

aux concentrations élevées de nisine (voir section 1.4.7). 



1.5. LES MUTACINES 

Les mutacines sont des bactériocines produites par Streptococcus mutans. En 1969, 

Kelstmp et Gibbons furent les premiers à rapporter la production de bactériocines par 

certaines souches de S. mutans. Par la suite, le terme « mutacines » fût proposé par Hamada et 

Ooshima (1975) pour désigner des substances bactéricides de nature protéique produites par 

Streptococcus mutans. 

Les méthodes de classification proposées à présent sont essentiellement basées sur l'activité 

des souches mutacinoghes contre des souches sensibles (Tagg et Bannister, 1979). Cau field 

et al. (1985) ont orienté la classification vers le patron d'immunité des souches mutacinogènes 

possédant un plasmide de 5,6 Kb (type 1 avec plasmide et type II sans plasmide). Bondi er al. 

( 199 1 ) ont testés en plus, la sensibilité des mutacines à la chaleur, au chloroforme et aux 

protéases; ce qui leur a permis de diviser les mutacines en cinq groupes. Par la suite, Morency 

et al. (1995) ont classé les mutacines en 24 groupes (A - X) grâce à une combinaison du 

spectre d'action des souches mutacinoghes (86 souches) contre elle-même et contre des 

souches sensibles types (1 2 souches). La mutacine Ny266 appartient au groupe B (B-Ny266), 

la mutacine Ny257 appartient au groupe S (S-Ny257), et la mutacine T8 au groupe J (J-Tg). 

De même la mutacine IH1140 qui a été purifiée par Hillman et al. (1998) appartient au groupe 

B. Toutefois, cette classification est préliminaire et elle ne pourra être complète que lorsque 

les substances auront ét6 caractérisées (purifiées et dquencées) ou par l'utilisation de sondes 

d'ADN construites à partir des séquences connues du pro-peptide. 



Malgré que l'on ait rapporté la production d'un grand nombre de substances inhibitrices par 

S. mutans, seulement quelques unes ont été isolées, purifiées et caractérisées comme étant des 

bactériocines (Tableau 1 S). Parmi ces substances seulement les mutacines B-Ny266 (Chap. 

IV, Mota-Meira et al. 1997) et B-JH1140 (Hillman et al. 1998) ont été complètement 

séquencées. La mutacine J-T8 a été partiellement séquencée (huit premiers acides aminés) par 

Novak et al. (1994). De même, la séquence de quatre premiers acides aminés a été obtenu 

pour la mutacine B-i ï i  (Qi et al. 1999b). La séquence du gène codant pour le pré-peptide a été 

déterminée pour la mutacine J-T8 (Woodruff et al. 1998), pour la mutacine B-JHI 140 

(HitIman et al. 1998), pour la mutacine B-ïII (Qi et al. 1999b) et pour la mutacine B-Ny266 

(G. LaPointe, communication personnelle; Fig. 1.2 et 1.4). L'opéron au complet a été 

séquencé pour la mutacine J-T8 (Qi et al. 1999a) et ) pour la mutacine B-III (Qi et al. 1999b). 

Étant donné que ces substances possédent des lanthionines dans leur structure. elles font partie 

des bactériocines de classe 1, soit les tantibiotiques (Klaenhammer, 1993). 

Les mutacines ont généralement une faible masse moléculaire (1-20 kDa) sauf la mutacine 

RM- I O  (973 kDa). Normalement, elles sont résistantes à la chaleur, aux protéases salivaires, 

mais sensibles A la pronase (sauf les mutalipocines), active sur une vaste étendue de pH à 

l'exception de la mutacine RM-10 (active aux pH supérieurs à 6). Elles sont normalement - 

actives contre des streptocoques et elles sont inefficaces contre la majorité des bactéries à 

Gram négatif, à l'exception des mutacines des groupes A, B (B-Ny266 et B-JH1140), 1, J et T 

(Chap. II: Mota-Meira et al. 1999 et Chap. m: Morency et al. 1999) qui sont actives contre 

des souches de Neisseria et les mutacines des groupes A, B, C et D actives contre 

Helicobacrer et Campylobacter. Le tableau 1.5 résume les principales caractéristiques des 

mutacines isolées jusqu'8 présent. 



Tableau 1.5. Principales caractéristiques des mutacines. 

Mutacine Masse 

(souche productrice) 

[référence] 

CS-5 

(S. mutans GS-5) 

[Paul et Slaâe, 19751 

(S. mutm Rm- IO) 

[Fukushima et al, 1982; 

Fukushima et al. 1985) 

(S. mutans C3603) 

(1 keda et al. 1 982) 

Mutacine JHlûûû 

(S. mufans JH- 1 000) 

(Hi1 linan et al. 19841 

Spectre d'activité Sîabilité 

(S) certains streptocoques, S. pyogenes, 

E. faccalis 

(R) S. cricerus, S. ranus, S. mutans, 

S. sobrinus, B. subtilis, S. aureus 

(S) S. mufans, S.aureus, A. viscosus, 

A. nacslunàii, B. subtilis 

(R) S. salivarius 

(S) S. mutans, S. sanguis, S. salivarius, S. 

bovis, E, faecium, L. lacfis, L plantarum, L. 

casei, L ferrnentum, L mesenteroides, B. 

bifidum, B. longum, P. acnes 

( R) C. parvutn, Candidu sp, 
-- 

(S) S. mutans, S. mitis, S. salivurius, 

S. sanguis, S. pyogetier, S. uureus, 

A. isruelii, A. riueslurulii, A. viscosus 

(R) E. faeculis, L crtsei, M. luit~us 

(température et pH) 

(R) 100°C, 10 min 

(R) pH 2-7 (37"C, 45 min) 

CS) PH I I  

(S) 100°C, 10 min 

(R) pH 6- 1 1 

(S) pH 2-5 

(R) 100°C, 10 min (pH 2-7), 

(R) 12 1 OC, 15 min (pH 4) 

(S) 121°C, 10 min (pH 7) 

(R) pH 1-12 (24h, 37°C) 

Résistance aux enzymes 

-- 

(R) catalase 

(S) trypsine, pronase 

(R) nucléases, pepsine, 

lysosyme, phospholipase 

(S) a-chymotrypsine, 

trypsine, pronasc 

(R) pronase, papaïne, 

trypsine, phospholipase C, a 

-amylase 

(A S) a-chymotrypsine, 

pancréatine 

(R) DNase, RNase, lipases, 

thennolysine, lysozyme 

(S) trypsine, pronase 



Tableau 1.5. Principales caractéristiques des mutacines (suite) 

Mutacine 

(souche produc trice) 

[référence] 

Mutacine B- JH114û 

(S. mutans JH 1 140) 

(Hillman et al. 1998; 

Morency ei al. 1999 : 

Chap. II] 

Muhine B-III 

(S. mutans UA787) 

[Qi et al. 1999bI 

(S. mutans Ny266) 

[Parrot ei al. 1990; 

Mota-Meirû el ul. 1997; 

Mota-Meira et al. 1999; 

Morency et crl. 1999 : 

Chap. II, III  et IV] 

Spectre d'activité 

(S) Gram positif: 

toutes les souches testées incluant les mubi- 

résistantes aux antibiotiques (chap. II); 

(S) Gram-negaiif: 

Neisseria sp., H. pylori, C. jejuni 

(S) Gram positif: 

staphylocoque, entérocoque et S. 

pneumoniae (rhsistant aux antibiotiques), 

S. sanguis 

(S) Gram positif: 

toutes les souches testdes incluant les multi- 

résistantes aux antibiotiques (chap. IV); 

(S) Grain-négatif: 

Neisseriu sp., H. pylori, C. jejitni 

(température et pH) 

(R) I ûû°C, 30 min 

,...............*.................................-.....-..-.. 

Résistance aux enzymes 

(R) carboxypeptidase A, 

caialase, lysozyme, 

pectinase, Rnase A, 

a-amylase, phospholipase C 

(S) a-ch y motrypsine, 

papaïne, trypsine, pronase E, 

protéinüsc K 



w 
2 % x 
0 6 4  = 3 s a ,  . - . - .= E O g y  ' : : i ; s - & g  O 

! g q 2 l E i  O =  6 -  

4 4 3 : ;  - 9 -  g 
5 3 $ : z  



Tableau 1.5. Principales caractéristiques des mutacines (suite) 

Muîacine 

(souche productrice) 

[référence] 

(S. mutuns CM- 1 ) 

[Parrot et al. 1 !WO] 

(S. sobrinus MT379 1 ) 

[Hamada et al. 19861 

(S. sobririus MT6223) 

[Loyola-Rohrigues et al. 

1992) 

Spectre d'activité 

(S) A. viscosus, S. sanguis, S. miris, 

S. sobrinus, S. salivarius, S. mutans, 

L lactis, E. faecium, E. faecalis, 

Lactobacillus sp,, L monocytogenes, 

C. sporogenes, M. luteus 

(S) S. mutans, S. sanguis, S. sulivarius, 

(R) Sraphylococcus sp., Acrinotnyces sp., 

Loctobacillus sp. 

(S) S. tnututis, S. milleri, S. sunguis, 

S. sulivarius 

(R) S. crieurris, S. ruttrts, S. sobrittus, 

Stcrpiaylococcus sp., ~ictol)millus sp., 

Actitiomyces sp. 

Stabilité 

:température et pH) 

[R) 12 1 OC, 30 min 

(R) 100°C, 60 min 

[R) (4, -70)"C, 1 an 

(S) 120°C, 6û min 

[R) pH 3,8-7,6 

(R) 100°C, 20 min (pH 5) 

[R) (4, -20, -70)"C. 3 sem. 

(S) 1 20°C, 20 min 

(R) pH 2-7 

[S) pH 8- 1 t 
..----.--...--....---.-----.-----.-.-.-...-...-.----- 

Résistance aux enzymes 

(R) carboxypeptidase A, 

caîalase, lysozyme, 

pectinasc, hase A, 

phospholipasc C 

(S) a-chymoirypsine, 

papaïne, trypsine, pronase E, 

a-amylase, protdinase K 

(R) nucléases, catalasc, 

prot6ases 

(S) papaïne, pronase P 

(&) protCase, 

a-chymotrypsine 

(S) ficine, papai'ne 



Tableau 1.5. Principales caractéristiques des mutacincs (suite) 

(souche productrice) 1 &Da) 

Mutacine 

[référence) I 

Masse 

Mutacine b 
(S. rattus BHT) 

[Delisle, 1986; Delisle, 

19751 

Mutrilipocincs : 

ML4 et ML-II 

(S. mutans 32K) 

[Kurita et Hirasawa, 

1988) 

Spectre d'activité 

(S) streptocoques bucaux, 

S. pyogenes, E. faecalis 

(S) S. mutans, S. salivarius, S. sobrinus, S. 

sanguis, S. mitis, S. bovis 

(IS) L casei, A. viscosus, A. nrresluruiii 

(R) S. aureus 

(température et pH) 

(R) 100°C, 15 min (pH 3-7) 

(S) 100°C, 15 min (pH II) 

(R) pH 3- 1 1 (Tamb., I h) 

(R) pH 3- 10 (30°C, 1 h) 

(S) pH 2 (ML-1, ML-II) 

(S) pH I 1 (ML-1) 

Résistance aux enzymes 

(R) RNase, DNase, papaïne, 

lipase, lysozyme, ficine 

(S) a-chymotrypsine, 

trypsine 

(R) iry psine, pronase, 

phospholipase A 

(a) lipase, phospholipase C 

(R), résistank; (S), scnsiblc; (&), inactivation piirtielle; (nd), non déicrmint. Toutes les muiacincs sont incfficüccs contre les bactkrics h Gram nkgaiif, 

sauf cciies mentionnées dans ce tableau. Acfinomyccs sp. (Akrae l i i ,  A.nrreslruidii, A. nueslundii c i  A. viscosus), bucillus subtilis; Bi/idobacterium sp. (B. bi/idum c i  

8. longum), Campylobactcr jejuni, Clostridium spwogenes, Cor)nehc;erium parvum, Enierococcus sp. (E. faeculis ci E. faecium), Hclicobacrer pylori, Lactobncillur 

sp. (L brcvis, L casei, L fcnnentum, L murinus ci L ylantururn), Lucrocmcus lucris, k u c o ~ ~ o s t o c  mesenteroides, Listeria triorrecyrogcnes, Micrococcus luteus, 

Propionibactcrium acnes, Staphylococcus aureus, Streprocr~.cus sp. (S.bovis, S. criceius, S. ferris, S. triilleri, S, milis, S. niuruns, S. pyogenes, S. ratrus, S. salivarius, S. 

sanguis et S. sobrinus), MRSA (siûphylocoqucs résisiüni il Iü nidihycillinc, VER (cii idrt~oqucs. Résisiaiii b la vüncoinyçiiic) 



Contrairement aux autres mutacines, les deux mutalipocines (ML4 et ML-II), substances 

de faible masse molCculaire (1000 Da) produites par S. mutans 32K, sont de nature lipidique. 

Elles ont été partiellement inactivées par le traitement à la lipase et à la phospholipase C 

(Kurita et Hirasawa, 1988) et ne sont pas affectées par le traitement aux enzymes 

protéolytiques. Elles contiennent des groupements cétones ou aldéhydes. Elles sont solubles 

dans des solvants organiques et ont un spectre d'activité restreint à quelques streptocoques sur 

une vaste étendue de pH. 

Les mutacines MT3791 et MT6223 produites par des souches de S. sobrinus (ancien S. 

mutans serotype g) devraient plut& s'appeler << sobrinucines n. Ces substances ont un spectre 

d'activité limité à certains streptocoques buccaux et sont inefficaces contre les staphylocoques. 

les lactobacilles et les Actinomyces. Elles inhibent la synthèse des protéines, de l'ADN et de 

1'AR.N (Hamada et al. 1986). 

La mutacine b, produite par S. rattus BHT (ancien S. mutans serotype b, et qui devrait 

plutôt s'appeler << rattucine »), est une substance de faible masse moléculaire (c 6.0 kDa 

déterminée par filtration sur membrane), sensible à la trypsine et partiellement inactivée par la 

pepsine, la pronase et la subtilisine. La substance est active contre les streptocoques d'origine 

buccale ainsi que S. pyogenes et  E. faecalis (Delisle, 1986). La souche productrice de 

mutacine b possède une immunité limitée », sa croissance est inhibée par des concentrations 

élevées de mutacine. Ceci pourait indiquer que l'élimination de S. murans de la plaque serait 

possible par le traitement avec cette mutacine, même si la plaque contient des souches qui 

produisent de bactériocines homologues. Cette substance serait donc une bonne candidate pour 

lutter contre la carie (Chikindas et al. 1997). 

La mutacine RM-IO posséde une masse moléculaire très élevée (973 kDa). Cette protéine 

semble être acide (PI = 3,6). Elle contient des groupements phosphores et  hexose. et est riche 

en acides aspartique et glutamique, glycine, alanine, leucine, et lysine. Elle est active contre S. 

murans, S. aureus et B. subtilis, et inactive contre S. salivarius. La substance purifiée est 

inactivée par ébullition durant 10 minutes et par un pH inférieur à 6. In vivo, elle n' est pas 

affectée par la salive et  le sucrose. Cependant, elle est inactivée en présence de différents 



ingrédients la diète animale, comme le lait écrémé et l'extrait de levure. Néanmoins, une 

réduction du nombre de bactéries présentes dans la salive a été observé après 20 minutes de 

rinçage avec cette bactériocine (Fukushima et al. 1985). 

La mutacine C3603 a une faible masse moléculaire, est basique (PI = IO), est active sur une 

vaste étendue de pH et possede un spectre d'activité contre plusieurs streptocoques et 

plusieurs autres bactéries à Gram positif (Ikeda et al. 1982). Elle inhibe la synthèse des 

protéines, de l'ADN et de I'ARN (Takada et al. 1984). In  vivo, elle réduit l'incidence des 

caries chez les souris infectées ou non avec S. mutans serotype c, lorsque cette substance est 

ajoutée dans t'eau ou à la nourriture. Ooshima et al. (1985) ont obtenu aussi une réduction de 

la carie en utilisant un autre modèle animal et différentes souches de S. mrttans serotype c. 

Toutefois, la mutacine C3603 est inactivée par certaines composantes de la diète animale 

comme des protéines et des hydrate de carbone non hydrolysés (Ikeda et al. 1982). 

Parmi les mutacines partiellement caractérisées dans le laboratoire du Dr M. Lavoie soit 

C67-1, S-Ny257S, B-Ny266 et J-T8 (Parrot et al. 1990). la mutacine S-Ny257S diffère des 

autres par sa masse moléculaire plus élevée, sa résistance moindre à la chaieur et son spectre 

d'activité restreint à quelques streptocoques. Elle est inefficace contre tes Bacillits, les 

Listeria, les staphylocoques, et les S. mutans. 

La mutacine B-Ny266 posséde le spectre d'activité le plus étendu parmi ces substances. 

Elle est active contre toutes les bactéries B Gram positif testées, même celles qui sont 

résistantes aux antibiotiques, et contre certaines bactéries à Gram négatif (Parrot et al. 1990: 

Chap. I I :  Mota-Meira et al. 1997; Chap. III: Mota-Meira et al. 1999). De plus, aucun mutant 

spontané résistant à la mutacine B-Ny266 n'a été obtenu jusqu'à présent. Des études réalisés 

par Dagray (1996) afin d'obtenir des mutants spontanés ou induits par des agents mutagènes 

(rayons ultra-violets et nitrosoguanidine) de la souche de M. luteus ont démontré uniquement 

l'apparition de colonies avec une adaptation physiologique (très instable) à la mutacine plutôt 

qu'une véritable mutation. De nombreux essais effectu6s dans le laboratoire du Dr Lavoie afin 

d'obtenir des mutants resistants à la mutacine B-Ny266 sont également demeuré infructueux 

(résultats non-publiés). 



La mutacine B-JH 1 140, produite par S. mutuns JH 1 140 (« mutant spontané » de la souche 

S. mutans JH1000, a une masse mol&ulaire de 2263.2 * 0,01 Da (calculée par électro- 

ionisation). Cependant, la mutacine JHlOOO produite par le S. rnutans JHlOOO possède une 

masse moléculaire inférieur 1000 Da (déterminde par membrane à dialyse avec une porosité 

de 1000 Da). De plus, la migration de la mutacine B-JH1140 dans un gel d'électrophorèse 

(SDS-PAGE) fut plus lente que celle attendue selon son poids moléculaire. Ces contradictions 

apparentes sont dues au fait que la mutacine B-JW1140, comme les autres lantibiotiques. 

possède une conformation linéaire sous forme de « bâtonnet ». Cette conformation confère la 

capacité de passer au travers des pores des membranes à dialyse (même si les pores sont d'une 

taille inférieur à la masse moléculaire du peptide) et de retarder leur mobilité électrophorétique 

(Hillman et al. 1998). 

La mutacine B-III, produite par S. rnutans UA787, possède la même séquence du gène 

codant pour le pré-peptide (Qi et al. 1999b) que celle déterminée pour la mutacine B-JH1140 

(Hillman et al. 1998). La localisation des ponts sulfures et des résidus déshydratés semble être 

la seule différence entre ces deux molécules. Qi et al. (1999b) a proposé que les résidus non- 

usuels de la mutacine B-III sont localis6s à la même place que ceux qui ont été proposés pour 

la mutacine B-Ny266 (Fig. 1.4 et 3.1). La détermination de la localisation exacte des ponts 

sulfures de la mutacine B-III serait nécessaire pour déterminer qu'il s'agit de deux substances 

sont différentes. 

Les mutacines B-Ny266, B-JH 1 140 et B-III sont des lantibiotiques de type A (Fi p. 1.1  ; 

Tableau 1.1) semblables à l'épidermine et à la gallidermine (Chap. IV: Mota-Meira et al. 1997; 

Hillman et al. 1998; Qi et al. 1999b). Ces trois substances sont classées dans le groupe 

épidermine (Fig. 1.1). La mutacine B-JH1140 et la mutacine B-DI different de la mutacine B- 

Ny266 par seulement deux acides aminés (PhelLeu-6 et Lys/Arg-13). Toutefois, la mutacine 

B-JH1140 differe encore de la mutacine B-Ny266 par la structure proposée des acides aminés 

non-usuels sauf ceux en C-terminal (Fig. 1.4; Chap. IV: Mota-Meira et al. 1997; Hillman et al. 

1998). Par contre, la différence dans la séquence signal du gène lanA est de 6 résidus (Fig. 

1.2) en position -9 à -12, -19 et -22 (G. LaPointe, communication personnelle). La séquence 



en acides aminés pour les mutacines B-Ny266 et B-Ml140 a été obtenue par la dégradation 

d'Edman suite au traitement à l'étanethiol alcalin. Une analyse supplémentaire pour la 

détection des résidus modifiés a été réalisde pour la mutacine B-JHll40 en utilisant la 

spectrométrie de masse (fragmentation de la molécule par MSMS) suite au même traitement 

(Novak et al. 1996). 

Le @ne codant le peptide (lanA) et l'enzyme de modification (lanB) ont été séquencés 

pour les mutacines B-Ny266, B-JHt 140 et B-III. De plus, le gène de l'enzyme de modification 

( lanM) ,  de régulation (lanR), d'immunité (lanF,E,G) et  de transport (lanT) ont été aussi 

séquencés pour la mutacine B-III (Qi et al. 1999b). Comme pour la mutacine B-Ny266 (G. 

LaPointe, communication personnelle), le peptide LanA ne semble pas avoir une séquence 

consensus autour du point de clivage du peptide signal comme pour la plupart des 

lantibiotiques de la classe AI. Comme pour les autres lantibiotiques de la classe AI, la 

mutacine B-JH1140 et la mutacine ilI possèdent un résidu hydrophobe (Pro) en position 4 et 

un résidu chargé négativement (Asp) en position -3. Par contre, la position -2 est occupée par 

un  acide aminé polaire (Thr) au lieu d'un hydrophobe (Pro ou Ala). Elles conservent, 

cependant, le motif F(NL)D dans le peptide signal (Fig. 1.2). Même si le pré-peptide de 63 

acides aminés est le plus long parmi les lantibiotiques de la classe AI, Ie peptide mature 

contient le même nombre de résidus (22) que le groupe épidermine. 

La mutacine J-T8, produite par S. mutans T8, est un peptide hydrophobe de masse 

moléculaire de 3245 Da contenant dans sa structure quatre acides aminés non-usuels: deux 

lanthionines, un 8-méthyllanthionine et un acide aminé déshydraté (soit dhA ou dhB; Tableau 

1.1 ; Novak et al. 1996). Même si la séquence du gène du pro-peptide (27 résidus; Fig. 1.4) est 

connue, dans le peptide mature, seulement les huit premiers résidus ont été séquencés (Novak 

et al. 1994) et la position des acides aminés modifiés reste à être déterminée- Le gène du 

peptide (IanA), de l'enzyme de modification (ImrM), de régulation (lanR), d'immunité 

(lanF,E,G) et de transport (lan'ï) ont étt sdquencés (Qi et al. 1999a; Woodruff et al. 1998). Le 

peptide signal (Fig. 1.2) a une séquence consensus avec les autres lantibiotiques du type- 

GG » ou (< classe AI1 >, soit des double glycines autour du site de clivage, et des régions 

homologues conservCes de motif (EVSxxELxxIxGG) typique de bactériocines de classe 11 



(non-lantibiotiques; Fig. 1.2). La mutacine J-T8 a un spectre d'activité semblable à celui de la 

mutacine C67- 1 contre la plupart &s bactéries à Gram positif testées par Parrot et ai. (1990), à 

l'exception de Listeria sp., de certains entérocoques et lactobacilles. Le mode d'action de ce 

lantibiotique semble différent de ceux de la classe A (qui consiste en la formation de pores 

dans la membrane cytoplasmique). La mutacine J-T8 interfère plutôt avec le métabolisme 

énergétique des cellules sensibles (Chikindas et al. 1995). 



CHAPITRE II 
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La frequence d'apparition de souches pathogènes résistantes aux antibiotiques a augmenté. 

et constitue actuellement un probkme majeur dans les milieux hospitaliers. De nouveaux 

antibiotiques plus efficaces doivent être développés pour lutter contre les maladies 

infectieuses. Le test d'antagonisme différé a été utilisé afin de déterminer l'activité de 

différentes souches productrices de mutacines ou de lantibiotiques contre des souches 

pathogènes. Les mutacines A, 8, C, D, 1, K, L et M, ainsi que les nisines A et Z sont actives 

contre tous les entérocoques testés. Les souches produisant les mutacines A ou B ainsi que les 

nisines A ou Z Ctaient actives contre tous les staphylocoques testés. À l'exception des souches 

productrices des mutacines P, Q et X, toutes les autres souches productrices inhibent les 

streptocoques testés. Les mutacines A, B, 1, J et T, les nisines A et 2, et I'épiderrnine inhibent 

les deux souches de Neisseria gonarrhoeae résistantes aux antibiotiques. Les mutacines A. B. 

C et D et les nisines A et Z inhibent Campylobacter jejuni et Helicobacter pylori. Ces résultats 

confirment le spectre d'activité étendu des nisines A et 2, et ils indiquent que certaines 

mutacines, spécialement celles des groupes A, B, C, D, 1, K. L et M, sont de bonnes 

candidates pour leur développement comme antibiotiques- 



The increase of h g  resistance among bacterial pathogens is currently a major threat in 

hospital settings. New and more efficient antibiotic compounds have to k developed in order 

to fight infectious diseases. In the present work, we used a deferred antagonism test to 

determine the activity of different bacterial strains producing either a mutacin or a lantibiotic 

against bacterial pathogens. The mutacins A, B, C, D, 1, K. L and M, nisins A and Z were 

active against ail enterococci tested. Mutacins A and B, and nisins A and Z inhibited al1 the 

staphylococci tested Except for the strains producing mutacins P. Q and X. al1 the producing 

strains inhibited the streptococci tested. Mutacins A, B, 1, J, T, nisins A and 2, and epidermin 

inhibited the two antibiotic-resistant strains of Neisseria gonorrhoeae tested. Mutacins A. B. 

C, D, nisins A and Z inhibited Carnpylobacter jejuni and Helicobacter pylori. These results 

confirm the wide activity spectra of nisins A and 2, and indicate that some mutacins, 

especially those of groups A, B. C, D, 1, K. L, and M, could be candidates for further 

development as useful antibiotics. 



23. INTRODUCTION 

The need to look for new antibacterial agents is motivated by the increase in drug resistance 

among bacterial pathogens ( 1, 3, 9, 16). Different strategies for finding new antirnicrobial 

agents are actually envisioned (15, 20, 50), among which the area of antibacterial peptides is 

under intense investigation (15, 20, 52). Among promising antibacterial peptides are 

bacteriocins (22, 25) such as lantibiotics (24, 27). Lantibiotics are defined as bacteriurn- 

derived lanthionine-containing peptides with antibiotic activity (2, 24, 27, 39, 48). Their 

interest lies in the facts that they possess a mode of action different from the conventional 

antibiotics and that because they are small peptides, it is possible to chemically or genetically 

modify their structure in order to increase or diversify their already interesting properties (2.6. 

24, 25, 48). While working with Streptococcus mutans, we found that many of these strains 

produce antibacterial substances against oral streptococci (44). These substances were further 

shown to inhibit many Gram-positive and some Gram-negative bacteria (37, 42). Such 

inhibitory substances are generally referred to as bacteriocins and as mutacins for those 

produced by S. mutans (19). We previously classified mutacins into 24 groups based on their 

activity spectra against each other and their cross-irnmunity (3 7). Among the mutacins, on ly 

three (B-Ny266, B-JHI 140 and J-T8) has been completely sequenced and were found to be 

lantibiotics (21, 38, 40, 55). In order to find good candidates for future deveIopment of new 

dmgs against bacterial pathogens, including those that are drug resistant, we detennined the 

activity spectra of distinct mutacins against a larg variety of different pathogens. The results 

indicate that some mutacins, especially those of groups A, B, C, D, 1, K, L, and M. could be 

candidates for further development as useful antibiotics. 



2.4. MATERIALS AND METHODS 

The mutacin or lantibiotic producing strains and ihe strains tested for their sensitivity are 

listed in Tables 2.1 and 2.2, respectively. 

2.4.2. DETERMINATION OF ACTIVITY SPECTRA 

The activity spectra were determined by the deferred antagonism test as previousiy 

described (37, 42-44). The medium used as bottom agar was generally Trypticase Soy Agar 

(TSAYE), which consists of Trypticase Soy Broth (Difco, Detroit, MI), enriched with 0.3% 

yeast extract (Difco) and 1.5% Bacto-Agar (Difco). The other media used as top agar were 

TSAYE, Brain-Heart Infusion Agar (BHA, Difco) enriched with 1% supplement B (Difco) 

and 10% heated (85' C) defibrinated sheep blood for species of Neisseria and Haemophilus. 

B H A  enriched witb 5% FetaI Bovine Serum (Gibco BRL, Grand Island, NY) for Helicobacrer 

pylori and Campylobacter jejuni. Finally, MRS agar (BDH Inc.. Darmstadt, Germany) was 

used for Pediococci. The top layer contained 0.7% Bacto-Agar (Difco) instead of 1.5% as in 

the bottom iayer, to facilitate the diffusion of the inhibitory substances. 

The mutacin-producing strains were incubated anaerobicaily (10% H, : 10% CO1 80% N-) 

in a Coy glove box (Mode1 12467, Coy Laboratory Products Inc., Ann Arbor, MI) at 37" C for 

48 h. The lantibiotic-producing strains were incubated aerobically at 37°C for 48 h. The 

indicator strains in the top agar were generalIy incubated aerobically at 37°C for 24 h. The 

s t rai n s  of Actinomyces viscosus, Bordetella bronchiseptica, Clostridium sporogenes, 

Peptostreptococcus micros, Propionibacteriwn acnes, and the streptococci were incubated at 

37'C under anaerobic conditions (10% H,: 108  CO,: 80% N2) until a visible growth. The 

strains of C. jejuni, H. influenzae, H. pylori, and N. gonorrhoeae were incubated at 37°C under 

10% CO, in a CO2 incubator (Napco Controlled Environment 6100, National Appiiance, 

Portland, OR) until growth was visible. M. smegmatis was incubated at room temperature 

under aerobic conditions. 



The tests were done in triplicate and the results are reported as the mean radius of three 

inhibition zones measured from the edge of the colony of the producing strain to the margin of 

the inhibition zone (43). Only strains showing an inhibition zone with a radius greater than 1 

mm were considered as sensitive (43). The results were analyzed as previously described (37) 

with the Progiciel R (32) using the unstrain grouping of Lance and Williams and the Ward's 

method to calculate the percentage of similarity between the different activity spectra. This 

calculation of the percentage of similarity was based on the dimension of the inhibition zones 

including radii lower than 1 mm. 

2.5. RESULTS 

Micrococcus luteus appears to be the most sensitive indicator among the strains tested to 

detect mutacin or lantibiotic production (Table 2.3). Eight mutacins (A, B, C, D, 1. K, L. M) 

and two lantibiotics (nisins A and Z) were active against al1 the enterococci tested including 

the multi-dmg resistant strain (EF-Chul) (Table 2.3). In cornparison to the other streptococci 

tested, the strain EF-Chu1 was more sensitive to mutacins E, F and O and more resistant to 

mutacin T and subtilin. Peptostreptococcus micros was inhibited b y  most of the tested strains 

except those producing epidermin, galliderrnin and mutacins N, Q, and b (Table 2.3). 

Only mutacins B-Ny266 and B-JH1140 and nisins A and Z were active against al1 

staphylococci tested, while only one strain was resistant to mutacin A-CM7 (Table 2.4). The 

tested strains were generally active against most streptococci, while those producing mutacins 

of groups P, Q, X and b were the least effective arnong the inhibitory strains tested (Table 

2.5). Only mutacins from four groups (A, B. C. D), nisin Z and subtilin were active against 

Bacillus cereus (Table 2.6). Actinomyces viscosus and Cotynebacterium diphtheriae were 

sensitive to al1 strains tested, except for the subtilin-producing strain. Of the 30 strains tested. 

23 inhibited Clostridium sporogenes and Listeria rnonocytogenes ATCC type strains. 1 7 

inhibited Gardnerella vaginalis and Propionibacterium acnes, and 14 inhibited L. 

monocytogenes Scott A (Table 2.6). Only nisins A and 2, and epidermin were active against 

Mycobacterium smegmatis (Table 2.6). 



None of the tested strains were active against species of Bordetella or Haemophilus (Table 

2.7). Mutacins of group A, B, C, D, L and M. and nisins A and Z were active against 

Campylobacrer jejuni and Helicobacter pylori (Table 2.7). Neisseria gonorrhoeae 0 16 was 

inhibited by the majority of the producing strains while N. gonorrhoeae 022 generally 

appeared less sensitive (Table 2.7). 

Mutants of Listeria monocytogenes and Pediococcus acidilactici selected for their 

resistance to nisin did not seem to be significantly affected in their sensitivity towards 

mutacins. However, mutant R l M  of P. acidilactici was slightly more resistant to mutacins of 

groups A, B, C and D, galliderrnin and subtilin then the parent strain (Table 2.8). 

According to their activity spectra against the bacterial pathogens used in the present tests, 

the mutacins can be classified into eleven ctusters, using a similarity level of 85% to define a 

cluster (Figure 2.1). Although placed in different clusters, the mutacins of groups A. B. C and 

D are related to nisins, with a similarity in their activity spectra of 63% (Figure 2.1). Mutacins 

of groups G, H and J are related to epidermin, ga l l i dedn ,  and subtilin with 81% similarity 

(Figure 2.1). The other mutacins formed different clusters which are less related to the 

lanribiotics tested (Figure 2.1). The percentage of similarity in the activity spectra between 

nisins A and Z was 83%. while that of epidermin and gallidermin were 99% similar. and that 

of mutacins B-Ny266 and B-Ji31140 showed 94% similarity (Figure 2.1). 

2.6. DISCUSSION 

In the deferred antagonism tests, the detection of an inhibition zone and its size are 

dependent on many different factors (43). Therefore, data from these tests cannot be 

extrapolated to the properties of purified substances. Thus, it is not surprising to observe 

discrepancies between the present results and others obtained using the purified inhibitors (7, 

10, 13,26,28, 36,45, 53,54). Nevertheless, under the conditions used, an inhibition zone with 

a radius greater than 1 mm should be considered as indication of the production of an inhibitor 

different frorn metabolic end-products (42,43). Although the dimension of the inhibition zone 

depends on many factors, a wider inhibition zone couId indicate that the substance is more 



active, that it diffuses mort rapidly and/or that it is produced in higher quantity, al1 these 

characteristics k i n g  important for the production of new antibiotics. The deferred antagonism 

test is only a cmde evaiuation of the production of antirnicrobial substances, but it remains a 

convenient and easy method to screen for new antibacterial substances against a large variety 

of indicator strains. 

In a previous paper (37). we defined the mutacin groups using both the activity spectra and 

the cross-immunity of the producing strains. Here, it was not possible to use the immunity 

because some of the lantibiotic-producing strains (Table 2.1) are not streptococci. Some 

species-related characteristics could confer resistance towards certain mutacins which have 

nothing to do with immunity. We thus calculated the percentage of similarity using only their 

activity spectra. As previously stated (37), the grouping of mutacins according to their activity 

spectra can only be considered as preliminary. The elucidation of their relationship will have 

to await the determination of the primary structure of the molecules as proposed for 

lantibiotics by Sahl et al. (48). Nevertheless, grouping based on data from this study largely 

agree with our previous grouping using activity patterns and cross-immunity among 

mutacinogenic strains (37). It will serve as a basis for further research on mutacins. 

Bactericidal activity of lantibiotics is dependent, in part, on their secondary structure, which 

in turn is determined by their primary structure. The modification of only one amino acid has 

already been shown to aiter the activity of certain lantibiotics (6,33, 41-47). Although nisin A 

and nisin Z differ in their primary structure by only one amino acid, the percentage of 

similarity of their activity spectra was only 83%. These results could be attributed, in part, to 

the greater diffusibility of nisin Z in solid agar medium, which leads to larger inhibition zones 

in the deferred antagonism tests compared to nisin A (10). However, only replacement of 

certain key amino acid residues has a significant effect on the activity spectra of Iantibiotics, 

while substitution of others have no significant effect (33, 41). This is also observed in our 

study, as epidermin and gallidermin, which differ by one amino acid in their primary structure. 

show a very high (99%) percentage of sirnilarity in their activity spectra. Futhermore, 

mutacins B-Ny266 and B-JHI 140 differ by two arnino acids in their primary structure. but 

exhibit activity spectra sirnilar at 94%. These results indicate that studies on structure-activity 



relationships are important for mutacins, as has been shown for other lantibiotics (6, 33, 41, 

47). 

Data presented here confirmed the wide activity spectra of lantibiotics nisin A and nisin Z 

against bacterial pathogens (22, 27, 45, 53). Nisin is cunently studied for use as a clinical 

antibiotic (12). The other lantibiotics tested (epidermin. gallidennin, and subtilin) showed 

narrower activity spectra and their clinical use may be more limited. 

Some mutacins showed promising activity spectra, appropriate for their eventual 

development as clinical antibiotics. In the present work, al1 the tested substances, except 

mutacins of groups P, Q and X, were hightly active against streptococci and should thus be 

eventually studied for treatment of streptococcal infections. 

The incidence of multi dnig-resistant strains of enterococci is a growing problem in 

hospital environments (1, 3, 16). Of major concern is the emergence of vancomycin-resistant 

enterococci (VRE) (3 1). In the present work, multiresistant strains of enterococci, inciuding 

one VRE strain, were shown to be sensitive to mutacins of groups A, B, C, D, 1, K. L, and ,M. 

These substances should thus be eventually studied for their use against enterococcal 

infections. 

The increasing presence of antibiotic-resistant strains of staphylococci is used to much a 

problem in hospital environments, especially so with the apparition of methicillin-resistant 

strains (MRSA) (29). The present results indicate that two groups of mutacin (A and B) could 

be recommended for the developement of anti-staphylococcal agents. Multi-dmg resistance is 

on the rise among Neisseria species (4). This study indicates that mutacins of groups A, B, 1.1. 

and T, which inhibited Neisseria species, should be further examined for use against neisserial 

infections. 

The lantibiotic nisin was shown to be active against H. pylori (14), and is presently being 

tested for treatment of peptic ulcers caused by H. pylori (12, 14). Many orai bacteria were 

also shown to inhibit the growth of H. pylori (23). Similarly, mutacins of groups A, B, C, D, J, 



and L are shown here to inhibit H. pylon'. These substances could thus be considered for their 

developmen t towards peptic ulcer treatment. 

As with nisin, it is also possible to consider mutacins as food preservative ( 12,22,27). The 

data of the present study indicate that mutacins of groups A, B, C, D, H, 1, J, K, and M may be 

good candidates for food protection applications since they inhibit Closiridium sporogenes 

and Listeria monocytogenes. One drawback in using nisin as an antibiotic is associated with 

the selection of nisin-resistant mutants (8, 17, 34, 36). As shown in this work, resistance 

towards nisin does not apparently significantly affect the efficiency of mutacins A, B, C, D, K, 

and M. These mutacins could thus be used against nisin-resistant mutants. Otherwise, the use 

of a combination of both nisin and mutacin could prevent or delay the apparition of 

bacteriocin resistant mutants. 

The results of the present study confirm the wide activity spectra of nisins A and 2, and 

indicate that some mutacins, especially those of groups A, B, C, D, 1, K, L, and M, could be 

candidates for further development as useful antibiotics. Their inhibitory properties will, 

however, have to be confirmed using the purified substances. To date, only mutacins of groups 

B and J have been purified (21,38,40). 
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Table 2.1. Inhibitory strains used in this study. 

Mutacin or Origin or sourcea 

lantibiotic 

Streptococcus mutans 

CM7 
Ny266 (ATCC 202022) 

7A 
123.1 

Q 
59.1 

UA96 
29B 
T9 
T8 
N 

87.1 

5A 

ATCC 25 175 
11A 

136.1 

JI3 
3B 

Ny257 
22A 

F 
NG003 

T7B 
JH 1140 

BHT 

A-CM7 
B-Ny266 
C-7A 
D- 123.1 

E-Q 
F-59.1 
G-UA96 
H-29B 
1-T9 
J-T8 
K-N 
L-87.1 
M-SA 
N-25 175 
0 - 1  lA 
P- 1 36.1 

Q-JB 
R-3B 
S-Ny257 
T-22A 
U-F 
W-NG003 
X-T7B 
B-JH 1140 
b 

C. Mouton 
J. S. van der Hoeven 
Parrot et al. (43) 

Morency et al. (37) 

Kulkarni et al. (30) 
Morency et al. (37) 

Caufield et al. ( 5 )  
Parrot et al. (43) 

D. Kandelman 
J. S. van der Hoeven 
Kulkarni et al. (30) 

Morency et al. (37) 
Parrot et al. (43) 

ATCC 
Parrot et al. (43) 

Morency et al. (37) 

Kulkarni er al. (30) 
Parrot et al. (43) 

J. S .  van der Hoeven 
Parrot et al. (43) 

Kulkarni et al. (30) 

Goyette et al. ( 18) 
Parrot et al. (43) 
HiIlman et a l  (2  1 ) 
Delisle ( 1 1) 



Table 2.1. lnbibitory strains used in this study (continued) 

Producing strains Mutacin or Origin or sourcea 

lan ti biotic 

Luctococcus lactis subsp. lactis ATCC 1 1454 Nisin A ATCC 

Luctococcus lactis subsp. lactis Nisin Z 
biovar. diacetylactis UL 7 19 

Meghrous et al. (35) 

Staphylococcus epidemidis DSM 3095 Epidermin DSM 

Staphylococcus gallinarum DSM 46 16 Gallidermin DSM 

Bacillus subtilis ATCC 6633 Subtilia ATCC 

" C. Mouton, Faculté de médecine dentaire, Université Laval, Québec, QC, Canada; J. S. van 

der Hoeven, Department of Preventive Dentistry , University of Nijmegen, Nijmegen, The 

Netherlands; D. Kandetman, Faculté de médecine dentaire , Université de Montréal; ATCC. 

American Type Culture Collection, Manassas, VA; DSM, Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Germany. 



Table 2.2. Bacterial pathogens tested for their sensitivity towards mutacins and 

lantibiotics. 

S trains Origin or source' Resis tanceb 

A crinomyces viscosus N y  1 

Bacillus cerew ATCC 2 

Bordetella bronchiseptica LSPQ 202 1 

Carnpylobacter jejuni ATCC 29428 

Closrridiurn spo rogenes ATCC 1 9404 

Coqnebacterium diphtheriae LSPQ 3076 

Enrerococcus faecalis ATCC 27275 

E. faecalis EF-Chu1 

E. faecalis 38.4 

E. hirae ATCC 8043 

Gardnerella vaginalis ATCC 140 1 8 

Haemophilus influenzae ATCC 8 142 

Helicobacter pylori ATCC 43504 

H. pylori NCTC 1 1638 

Listeria monocytogenes ATCC 153 1 3 

L. rnonocytogenes Scott A ATCC 700301 

L. monocytogenes Scott A ATCC 700302 

L. monocyrogenes Scott A HPB 3 

L. rnonocytogenes ser. 3 ATCC 19 1 13 

Micrococcus luteus ATCC 272 

Mycobacterium smegmatis ATCC 35797 

M. smegmatis ATCC 35798 

Ne isseria gono rrhoeae 0 1 6 

N. gonorrhoeae 022 

J. S. Van der Hoeven 

ATCC 

U P Q  
ATCC 

ATCC 

LSPQ 

ATCC 

Tmdel et al. (5 1 ) 

ATCC 

ATCC 

ATCC 

ATCC 

NCTC 

ATCC 

ATCC 

ATCC 

W B  

ATCC 

ATCC 

ATCC 

ATCC 

Castro et al. (4) 

Castro et al. (4) 

L-NA-N-OX-PB-S- 
G-TE 

E-GM-K-L-NA-N-OX- 
PB-S-G-TE-TMP-VA 

L-NA-N-OX-PB-S-G 

CF-L-NA-N-OX-PB-SG 

Nisin (34) 

Nisin (8, 34) 

AM-L-OX-P 

L-N-OX-P-PB-G- 
TMP-VA 



Table 2.2. Bacterial pathogens testeà (continued) 

S trains Origui or sourcea Resistanceb 

Pediococcus acidilactici UL5 

P. acidilactici R 1 

P. acidilactici R L M 

P. acidilactici TS 

Peptostreptococcus micros ATCC 33270 

Propionibacterium acnes UD 

Staphybcoccus aurem ATCC 6538 

S. aurerrs ATCC 25923 

S. aureus ATCC 43300 

S. aureus R62 1 

S. aureus R630 

S. epidemidis ATCC 12228 

S. epidemidis SE-Chu1 

S. haemolyticus HL 2344 

Streptococci group C LSPQ 3377 

Streptococci group F LSPQ 3374 

Srreptococci group G LSPQ 3375 

Srreptococcus agalactiae BALB/c 

S. bovis ATCC 35034 

S. mutans ATCC 33534 

S. mutans ATCC 35668 

S. pneumoniae ATCC 6303 

S. pnemoniae ULM 

S. pyogenes ULM 
S. suis serotype 2 

S. uberis ATCC 27958 

Goulhen et al. (17) 

Goulhen et al. ( 1  7 )  Nisin 

Goulhen et al. (17) Nisin 

Goulhenetal.(17) Nisin 

ATCC 

D. Grenier 

ATCC 

ATCC 

c m  
c m  
ATCC 

CHUL 

HL 

LSPQ 

LSPQ 

LSPQ 

Rodrigue and Lavoie 
(46) 

ATCC 

ATCC 

ATCC 

ATCC 

CHUL 

c m  
GREMIP 

ATCC 

AM-P 

AM-E-OX-P 

AM-OX-P 

AM-P-G-TE 

AM-NA-P 

AM-C-E-K-L-NA-OX- 
P-S-TE-TMP 



" J. S. Van der Hoeven, Department of Preventive Dentistry, University of Nijmegen, 

Nijmegen, The Netherlands; ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, VA; 

LSPQ, Laboratoire de santé publique du Québec, Ste-Anne-de-Bellevue, QC, Canada; 

CHüL, Centre hospitalier de l'Universit6 Laval, Laboratoire d'infectiologie, Ste-Foy, QC, 

Canada; NCTC, National Collection of Type Cultures, London, England; HPB. Health 

Protection Branch, Health Canada, Ottawa, ON, Canada; D. Grenier, Faculté de Médecine 

Dentaire, Université Lavai, Québec, QC, Canada; HL, Hôpital Laval, Québec, QC, Canada; 

GREMIP, Faculté de Medecine vétérinaire, Universite de Montréal, St-Hyacinthe, QC, 

Canada, 

b AM= ampicillin, CF= cephalotin, C= chloramphenicol, E= erythromycin, GM= 

gen tamycin. K= kanamycin, L= lincomycin, NA= nalidixic acid, N= neomycin, OX= 

oxacillin, P= penicillin, PB= polymyxin B, RA= rifampin, S= streptomycin, G= 

sulfisoxazole, TE= tetracycline, TMP= trimethoprim, VA= vancomycin. 



Table 2.3. Activitf of bacterial strains pducing a mutacin or a lantibiotic 

against micrococci, peptostreptococci and enterococci. 

enterococci Micrococcus Peprostreprococcus 

E. faecalis E. hirae luteus micros 
ATCC ATCP 

78.4 27275 EF-Chut 8043 ATCC 272 ATCC 33270 
Mutacin 
A-CM7 
B-Ny266 
B-JH 1 1 4 0  
C-7A 
D-123.1 
E-Q 
F-59.1 
G-UA96 
H-29B 
1-T9 
J-T8 
K-N 
L-87.1 
M-5A 
N-25 175 
0-1 IA 
P- 136.1 
Q-JB 
R-3B 
S-Ny257 
T-22A 
U-F 
W-NG003 
X-T7B 
b-BHT 
Lantibiotic 
Nisin A 
Nisin Z 
Epiderrnin 
Gallidermin 
Subtilin 

-- - - - 

" The activity is expressed as the mean of the radius of three inhibition zones in mm. 

The average standard deviation on these measures was 0.4 mm. 

Muiti-dmg resistant strains (sec Table 2). 



Table 2Am Activîtf of bacteriai str i ins  pmducing a mutacin or a lantibiotic 

against staphylococci. 

S. aureus S. epidemidis S. haemolyticus 
ATCC ATCC 

25923 4330d 6538 ~ 6 2 1 ~  R63d 1222gb Chulb HL 23Ub 
Mutacin 
A-CM7 
B-Ny266 
B-JH 1 1 4 0  
C-7A 
D-123.1 
E-Q 
F-59.1 
G-UA96 
H-29B 
1-T9 
J-T8 
K-N 
L-87.1 
M-5A 
N-25 175 
0 - 1  1A 
P- 136.1 
Q-IB 
R-3 B 
S-Ny257 
T-22A 
U-F 
W-NG003 
X-T7B 
b-BHT 
Lan tibiotic 

Nisin A 

Nisin Z 

Epidermin 

Gallidermin 

Sub tilin 

3 
5 
5 
5 
5 
1 
1 
O 
O 
O 
O 
2 
3 
3 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
O 
1 
O 

7 

12 

NA' 

O 

O 

" The activity is expresscd as the mcan of the radius of threc inhibition zones in mm. 

The average standard deviation on these measuses was 0.2 mm. 

Multi-drug resistant strains (sec Table 2). 

' Not available. 



Table 2.5. Activity" of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic against streptococci. 
Streptucocci 

S. S. bovis group S. niutans S. ptteumoriiae S. pyugcnes S. suis S. uberis 
agalacriae 

ATCC ATCC ATCC ATCC 
BALBIc 35034 C F G 33534 35668 6303 ULM ULM scrotype 2 27958 

Muîacin 
A-CM7 6 8 8 7 7  7 7 8 I I  8 6 9 
B-Ny266 10 11 1 0 8  8 7 9 8 12 8 8 12 
B-JH 1140 9 11 9 8 7  7 9  7  12 7 7 12 
C-7A 1 O 12 IO 10 I I  9 7 10 13 9 1 O 14 
D-123.1 10 12 1 1  11 I I  1 O 7 10 15 IO 12 14 
E-Q 1 12 18 20 3 1 2 3 4 15 5 6 
F-59.1 6 13 18 21 1 1  8 1 2 3 16 3 10 
G-UA% 4 7 6 6 6  7 2 6 10 7 8 9 
H-29B 7 10 8 8  8 9 1 9 14 9 10 12 
1-T9 12 9 7 2 7  I 2 5 6 7 12 13 
J-T8 5 10 9 6 6  8 1 9 13 10 10 12 
K-N 4 3 4 4 4  4 2 6 6 4 5 5 
L-87.1 3 2 4 3 3  1 2 6 5 3 4 4 
M-5A 5 3 5 6 5  7 2 7 6 5 7 6 
N-25 175 7 5 5 6 6  7 2 4 4 5 6 13 
0-1 lA 2 9 17 18 7 I I 3 2 14 2 5 
P- 136.1 I 1 4 1  1 I 1 3 3 I 3 4 
Q-JB I 2 2 1 3  2 2 2 2 2 2 2 
R-3B 6 6 3 2 3  I 2 2 3 2 6 9 
S-Ny257 6 8 9 3 1 0  6 3 4 4 7 9 1 O 
T-22A I 7 4 3 4  3 2 5 7 6 4 4 
U-F 3 I 2 2 2  2 2 3 3 2 4 6 
W-NG003 5 3 3 4 4  7 2 4 4 5 7 1 O 
X-T7B I I 2 3  1 I I 3 3 2 3 3 
b-BHT I 3 1 4 1 6 1 1  0 I 2 3 I I 5 1 





Table 2.6. Activity" of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic against Gram 

positive rods. 

B. cereus C. sporogeries A. viscusus C. G. vagirialis P. acries L nroriocytogeries M. srnegnds 
diptrilreriue 

ATCC ATCC LSPQ ATCC ATCC Scoii A ATCC 

2 19404 Ny l 3076 14018 UD 15313 191 13 HPB 3 35797 35798 

Muîacin 
A-CM7 
B-Ny266 
B-JH 1 140 
C-7A 
D- 123.1 

E-Q 
F-59.1 
C-UA% 
H-29B 
1-T9 
J-TS 
K-N 
L-87.1 
M-5A 
N-25 175 
0-1 l A  
P-136.1 
Q J B  
R-3B 
S-Ny257 
T-22A 
U-F 
W-NG003 
X-T7B 
h-BHT 



Table 2.6. Activity" against Gram positive rods (cont.) 

B. cereus C. sporogeries A. viscosus C. C. vtrgiriulis P. ucries L nioriocytogenes M. smegmatis 
diplirlieriue 

ATCC ATCC L w  ATCC ATCC Scoti A ATCC 
2 19404 Ny l 3076 14018 UD 15313 19113 HP83 35797 35798 

Lantibidic 

Epidermin O I 4 5 1 O O 7 8 3 3 2 

Subîilin 4 5 1 O 9 15 2 7 O 2 1 

' The activity is expressed as the mean of the radius of thrcc inhibition zones in mm. 

The average siandard deviaiion on thcsc mesures w u  0.4 mm. 



Table 2.7. Activity' of bacteriai straim producing a mutacin or a lantibiotic 
against Gram-negative pathogem. 

B. bronchiseprica H. uifluenzae C. jejuni H. pylori N. gonorrhoeae 

ATCC ATCC ATCC NCTC 
202 1 8 142 29428 43504 11638 0 1 6 ~  0 2 2 ~  

Mutacin 
A-CM7 
B-Ny266 
8-JH 1 1 4 0  
C-7A 
D-123.1 
E-Q 
F-59.1 
G-UA96 
H-29B 
1-T9 
J-T8 
K-N 
L-87.1 
M-5A 
N-25 1-15 
0 -1  IA 
P-136.1 
Q-JB 
R-3B 
S-Ny257 
T-22A 
U-F 
W-NG003 
X-T7B 
b-BHT 
Lantibiotic 

Nisin A 

Nisin Z 

Epidermin 

Gallidermin 

Subüiin 

a The activity is expresscd as the mcan of the radius of thret inhibition zones in mm. 
The average standard dcviation on thesc measures was 0.3 mm. 
Multi-dmg resistant strains (sec Table 2). 
' Not avaiiabie. 



Table 2.8. Activiv of bacterial strains proâucing a mutadn or a lantibiotic 
against nisin resistrrnt mutants. 

Mutacin 
A-CM7 
B-Ny266 
B-m 1140 
C-7A 
D-123.1 
E-Q 
F-59.1 
G-UA96 
H-29B 
1-T9 
J-T8 
K-N 
L-87.1 
M-SA 
N-25 175 
0-1 1A 
P- 136.1 
Q-JB 
R-3B 
S-Ny257 
T-22A 
U-F 
W-NG003 
X-T7B 
b-BHT 
Lantibiotic 

Nisin A 

Nisin Z 

Epidermin 

Galiidermia 

Subtilin 

Listeria monocyiogenes Scott A 
Resistant mutants 

Pediococcus acidiiactici 
Resistant mutants 

a The activity is expresseci as the rnean of the radius of thrte inhibition zones in mm. 
The average standard deviation on these measures was 0.3 mm. 
Not available. 



Figure 2.1. Grouping of the Iantibiotic- or mutacin-producing strains according to the 

sirnilarity of their activity spectm against the tested pathogen strains bacterial. 
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CHAPITRE III 

PURlFICATION AND STRUCTURE OF MUTACIN B-NY266: A NEW 

LANTIBIOTIC PRODUCED BY STREPTOCOCCUS MUTANS 
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Les mutacines sont des substances antibactériennes de nature protéique produites par 

Streptococcus mutans. Les lantibiotiques sont des substances antibactériennes qui contiennent 

des acides aminés modifiés aprés traduction, comme les lanthionines. La mutacine B-Ny266 a 

été purifiée à partir de culots bacteriens de la souche de Streptococcus rnutans Ny266 par 

extraction à l'éthanol Ci pH 2,O suivie de chromatographie à phase inverse sur des colonnes 

pré-compactées (« Sep-PakO canridge ») Ci g et par HPLC avec une colonne C 18. Le facteur 

de purification moyen a été de 3240 I 8 1 avec un rendement moyen de 1.0 & O. 1%. La masse 

moléculaire de la mutacine B-Ny266 déterminée par la spectroscopie de masse. est de 2270.29 

+ 0.21 Da. La séquence en acides aminés, déterminée à partir de la fraction pure et active. a 

été obtenue par la dégradation d9Edman suite au traitement de la mutacine à l'éthanethiol 

alcalin. Vingt-et-un résidus ont été détectés par cette analyse. La séquence proposée est: F-K- 

A-W-U-F-A-Abu-P-G-&A-K-O-G-d-F-N-u-Y-4. La séquence de la molécule diffère de - 
ceIles de I'épidennine/staphylococcine 1580 et de la gallidermine en positions 1, 2. 4. 5 et 6.  

La mutacine B-Ny266 fait partie des lantibiotiques de type A. 



Mutacins are bactericidal substances of proteinaceous nature produced by Streptococcr<s 

mutans. Lantibiotics are antibacterial substances containing posttransIationnally modified 

amino acids such as lanthionine. Mutacin B-Ny266 was purified from the cell pellet of 

Streptococcus murans strain Ny266 by ethanol extraction at pH 2.0 followed by reversed- 

phase chromatography (Sep-Pak@ cartridge) and by HPLC on a C18 column. The mean 

purification factor was 3240 2 8 1 and the mean yield was 1.0 1 0.1%. Molecular mass of 

mutacin B-Ny266 as detennined by mass spectroscopy is 2270.29 2 0.31 Da. The amino acid 

sequence of the purified active fraction was obtained by Edman degradation after treatment 

with alkaline ethanethiol. Twenty-one amino acids were detected in this analysis. Mutacin B- 

Ny266 belongs to the type A lantibiotics. The proposed sequence is: F-K-A-W-U-F-A-Abu- 

P-G-A-A-K-O-G-4-F-N-g-Y-4. The molecule differs from that of epidermin/staphylococcin 

1580 and gallidermin at positions 1, 2,4,5 and 6. 



Key words: Mutacin; Bacteriocin; Lantibiotic; Streptococcus mutans; amino acid sequence 

A bbreviotions: Abu, 2-aminobutyric acid; ATCC, American Type Culture Collection; AU, 

Arbitrary units; BM-Lan, B-rnethyllanthionine; BMSEC, 0-methyl-S-ethylcysteine; dhA or U, 

2-3-didehydroalanine; dhB or 0, (2)-2.3-didehydrobutyrine; DSER, PTH-dithiothreitol adduct 

of dhA; HPLC, high-pressure liquid chromatography; Lan, lanthionine; OPA, 

O-phthaldialdehyde; PTH, phenylthiohydantoin; RP-HPLC, reversed-phase high-pressure 

1 iquid chromatography ; SEC, S-ethy lcysteine; TFA, trifluoroacetic acid; TS AYE, trypticase 

soy agar yeast extract. 



3.3. INTRODUCTION 

Bacteriocins produced by Gram-positive bacteria can be defined as inhibitory substances 

having a bactericidal mode of action and an essential protein moiety [l]. Bacteriocins 

produced by Streptococcus mutans were termed mutacins by Hamada and Ooshima [2]. 

Although there are many reports which show that S. mutari produces inhibitory substances. 

only a few such inhibitors have been isolated and characterized as mutacins [3- 131. The well 

studied mutacins include: RM-IO [5], C3603 [13], JH 1000 [7], GS-5 [12], MT 3791 and MT 

6223 [6,9], mutacin-b [4], mutalipocins [8] and J-T8 [3,10,11]. 

We previously pubiished a preliminary classification of mutacins [14], but a definitive 

classification will have to await the complete chemicai characterization of these substances. 

Among the known mutacins, only Tg, which belongs to group J [14], was identified as a 

lantibiotic and its first 8 N-tenninal arnino acid residues were determined by Novak et ai. 1101. 

Lantibiotics are defined as bacterium-derived ribosomally synthesized lanthionine-containing 

peptides with antibiotic activity [ 1,15,16]. They generally contain unsaturated amino acids 

like 2.3-didehydroalanine, and (2)-2,3-didehydrobutyrine. The lantibiotics are divided into 

two types [ l ,  15- 171. Type A comprises screw-shaped, amphipathic molecules with molecular 

masses between 2151 and 4635 Da and with 2 to 7 net positive charges. Type B consists of 

more globular molecules with molecular masses between 1825 and 2042 Da and with either no 

net charge or a net negative charge. 

In this paper, we present the results of the purification and the determination of the first 

complete sequence of a lantibiotic produced by Streptococcus mutans. Mutacin B-Ny266 was 

previously shown to inhibit 98% of the S. mutans strains tested [14] and al1 tested Gram- 

positive bacteria including Listeria monocytogenes, Clostridium sporogenes. Mycobacrerium 

phlei; Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and Bacillus subtilis [ 1 8 1. The mature 

peptide was purified to homogeneity and its amino acid sequence was determined. 



3.4. MATERIAL AND METHODS 

3.4.1. MUTACIN PRODUCTION 

Strain Ny266 of Streptococcus mutans was obtained from J. J. van der Hoeven (Dept. of 

Preventive Dentistry, University of Nijmegen, Nijmegen, The Netherlands). An ovemight 

precuhre in M17-lactose broth (BDH Inc., St-Laurent, QC, Canada) was used to inoculate 1 

liter of M 17 broth (1 %) in 2-liter flasks. The cultures were incubated at 37°C under aerobic 

conditions in a standing incubator for 24 h. 

3.4.2. DETERMINATION OF INHLBITORY ACTIMTY 

Trypticase Soy Agar (Difco Laboratories, Detroit, MI) plates enriched with 0.3% yeast 

extract were overlaid with 5 ml of melted TSAYE containing a standardized suspension (0.2 

ml of an exponentially growing culture at an optical density of O. 1 at 600 nm) of Micrococcris 

iureus ATCC 272 (ATCC, Rockville, MD). In order to assess the activity of mutacin samples. 

two-fold dilutions were prepared in 0.1 1% TFA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) and 5 

pi of each dilution deposited on top of the indicator plates. Mutacin activity was expressed in 

arbitrary units, which correspond to the reciprocal of the fast dilution giving a clear inhibition 

zone against M. lureus after 24 h of incubation at 37°C under aerobic conditions (191. 

The specific activity of each preparation was expressed in AU/mg protein. Protein 

concentrations were deterrnined using the Bio-Rad DC protein assay (Bio-Rad, Mississauga. 

ON, Canada). 

3.4.3. MUTACIN EXTRACTION AND PURIFICAïION 

One liter of a 24-h culture of S. mutans Ny266 was centrifuged at 10,000 x g for 15 min 

and the mutacin was extracted from the ce11 pellet with a mixture of 20 ml HC1 (20 mM) and 

80 ml of ethanol(70C) at pH 2.0 (adjusted with HCl). The suspensions were heated at 70°C 

for 40 min, cooled on ice, and centrifuged at 10,000 x g for 15 min. This method was adapted 

from an extraction technique described by Hunt [20]. The supematants were evaporated with 

a rotary evaporator at 37°C and the concentrates were applied to Cl8 Sep-Pak@ cartridges 

(Waters Corporation, Milford, MA) and eluted with a discontinuous gradient of acetronitrile 



(12%, 18%. 24%, 30%, 33% and 60% acetonitrile in 0.1% TFA). Active fractions (30% and 

33% acetonitrile) were then concentrated with a rotary evaporator and dried in a Speed-VacB 

concentrator (Mode1 SC1 IOA, Savant Instruments Inc., Fanningdale, NY). The fractions were 

re-solubilized in 0.1 1% TFA. And further purified by RP-HPLC using an analytical Cla 

column (Vitropack Lichrosorb RP 18, 5 pm; LKB, Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). 

The chromatography was perfomed on an LKB system (Pharmacia) equipped with two 

pumps (model 2 150), a controller (model 2 152), a variable wavelength monitor (model 2 15 1 ), 

a Rheodyne M7010 sample injection valve with a 20 pi loop, and a Hewlett-Packard 3396 

integrator. Elution was carried out with solvent (A): 0.1 1% TFA and solvent (B): 60% 

acetonitrile in O. 1% T'FA. The peptides were eluted with a linear gradient of acetonitrik over 

44 min at a flow-rate of 1 mVmin and detected at 220 nm. The upper half of the peak showing 

activity (HPLC 1) was concentrated in a Speed-Vac@ and re-injected under the same 

conditions to yield fraction HPLC II and finally the pooled sample consisting of the upper 

third fraction of this peak from 8 different batches was injected under the same conditions to 

yield a unique peak (HPLC KII) which was used for chernical analyses. 

3.4.4. POLARITY CALCIJLATION 

The polarity was calculated from the percentage of acetonitrile at which the substance 

eluted according to the formula given by Snyder [2 11. 

3.4.5. PURITY ASSESSMENT 

The purity of mutacin preparations was assessed by capillary electrophoresis. The samples 

were injected into a 44-cm capillary (2023 Fused silica capillary, 50 p m  I.D.) by 

hydrodynamic injection on a capillary electrophoresis system (Thermo SP Separation 

Products, Toronto, ON, Canada). The separation was carried out at 25 kV in sodium phosphate 

buffer, pH 2.5 and 158 (VN) acetonitrile, at 30°C. The detection was at 200 nm. 

3.4.6. MOLECULAR MAS DETERMINATION 

MolecuIar mass was detennined fromx fraction HPLC III by electrospray mass 

spectroscopy on a VG/Fisons Quatro II electrospray triple quadrupole mass spectrometer 



(Fison Instruments, Manchester, UK) at the Dept. of Chemistry, University of Waterloo, 

Waterloo, ON, Canada 

3.4.7. ALMINO ACID  ANALYSE 

Purified mutacin B-Ny266 (fraction HPLC III) was submitted to acid hydrolysis (HCI 6 N, 

1 10°C, 2 1 h) and O-phthaldialdehyde (OPA) derivatization according to Sahl et al. [22]. The 

amino acids were analyzed by RP-HPLC chromatography on a Waters HPLC system (Waters 

Chromatography Division, Milford, MA) consisting of a Waters Radial-Pak C18 4 - p  column 

(8 mm x 10 cm) at 40°C. two pumps (Waters model 510) and an automatic injector (Waters 

Modei 7 15). The OPA amino acid derivatives were detected at 425 nm (excitation waveIenpth 

338 nm) on a fluorescence detector (Waters, Mode1 420). The sum of the Lan andor BM-Lan 

residues was determined using D,L-lanthionine (Sigma) as a standard. The number of amino 

acid residues was calculated from the molar ratio relative to Ala and Asx. 

3.4.8. SEQUENCE DETERMINATION 

Automatic Edman degradation was perfonned on a Pulsad Liquid Protein sequencer 

(Applied Biosysterns model 473, Foster City, CA) after ethanethiol treatment as described by 

Meyer et al. [23] to permit sequencing of lantibiotics. The results were interpreted according 

to Meyer et al. [23). 

3.4.9. PROTEIN SEQUENCE ACCESSION NUMBER 

The sequence of mutacin B-Ny266 has been deposited in the SWISS-PROT protein 

sequence database under accession number P80666. 



3.5. RESULTS 

The purification procedure was repeated 8 times. The mean ce11 yield of the cultures in 

M l 7  broth was 0.79 * 0.04 (mean I standard deviation) g of ce11 dry weight/L. The specific 

activity of the ce11 pellet extracts was 115 î 43 AUImg of protein. The specific activity 

recovered from the supernatants was 22 * 3 AU/mg of protein. Therefore, only ce11 pellet 

extracts were further purified. 

The mean values obtained from the 8 runs for the purification and yield for each step are 

presented in Table 3.1. Overall, mutacin B-Ny266 was purified 3240 k 8 1 fold with a yield of 

1 .O A O. 1 %, which correspond to 3.4 I 0.3 pg per liter of culture. The substance was found to 

be more than 99.9% pure by capillary electrophoresis. As mutacin B-Ny266 elutes at 33.3% 

acetonitrile during RP-HPLC, its polarity was calculated to be 8.067. 

The electrospray mass spectroscopy analysis yielded a molecular mass of 2270.29 I 0.2 1 

Da for the purified mature peptide. 

Taking into account the limits of amino acid analysis after acid hydrolysis and OPA 

derivatization, the amino acid content was determined by acid hydrolysis and Edman 

degradation and the results were consistent with both technics (Table 3.2). Fony percent of 

the residues are modified arnino acids residues. 

Edman degradation after treatment with alkaline ethanethiol revealed 2 1 residues with the 

following sequence: 

F I  - EC2 - (SEC+DSER)~ - W' - SEP - F~ - (SEC+DSER)' - BMSEC' - p9 - G 'O  - 

(SEC+DSER)" - Al2 - BMSEC l4 - ~ ' 5 -  SEC l6 - Ni' -  SEC'^ - Y'' - SEC '' 

The sample was sequenced with an initial yield of 1060 pmoles and a repetitive yield of 

87.2%. The level of confidence was higher than 99%. 



3.6. DISCUSSION 

Mutacins have always k e n  difficult to obtain from liquid cultures [2,18,24-26). Nov& et 

al. [IO] recently obtained good production of mutacin J-T8 in a chemically defined medium 

enriched with yeast extract and trypticase soy broth. We obtained a good production of 

mutacin B-Ny266 in the commercially available medium M l 7  (BDH). Furthermore, we 

describe a simple technique permitting the extraction of the mutacin activity from ce11 pellets 

and we present, for the first time, the complete amino acid sequence of a mutacin. 

Although the specific activity recovered from cell pellets was higher than that recovered 

from supernatants of bacterial cultures, the total amount of activity in the supernatants was 

calcuiated to be, on average, six times that of the ce11 extracts. Forty percent of this actvity 

can be recovered but with a lower purity than from the cell extract (data not shown). We are 

presently working on a more efficient rnethod to purify mutacin B-Ny266 from these 

supernatants, which would improve the total culture yields. Although the method of 

extraction presented permits the recovery of the active substance from cells, we observed a 

high variability from one extraction to another. Thus, the extraction and purification 

procedures have to be improved in order to increase the yield and reduce this variability. The 

procedure nevertheless permitted the purification of the lantibiotic B-Ny266 using only 

hydrophobicity chromatography. No impurities interfered with the determination of molecuIar 

mass and the amino acid sequencing. Furthemore, capillary electrophoresis indicated that the 

substance was more than 99.9% pure. 

At our first sequencing attempt, Edman degradation was blocked at the First dhA (residue 

5 ) ,  the Trp4 was barely detectable, and a blank was obtained in the third position (preliminary 

results not shown). The ethanethiol treatment described by Meyer et al. [23] permitted the 

complete (except for residue 22) sequencing of the molecule. These results confirmed the 

conclusions of Meyer et al. [23] on the usefulness of this method for the automatic sequencing 

of lantibiotics. 



The results obtained from amino acid analysis and Edman degradation are consistent (Table 

3.2), taking into account the residues that could not be identified by amino acid analysis. 

DhA, dhB and Trp are acid labile and are not detected by acid hydrolysis and OPA 

derivatization [22,27], and Pro cannot be quantified by OPA detivatization. 

According to Meyer et al. [23], the detection of a SEC signal (residues 5, 16, 19 and 2 1 )  

during Edman degradation after ethanethiol treatment indicates the presence of a dhA residue. 

When this SEC signal is accompanied by a DSER signal (residues 3, 7, 1 l), it indicates the 

presence of a lanthionine residue. At cycles 16, 19 and 21, the DSER signal was not observed. 

These positions would correspond to a dhA residue. However, the DSER signal is always 

very low [23]. It is possible that, as cycles 16, 19 and 21 are at the end of the sequence. the 

corresponding DSER signal is undetectable. Furthemore, if we compare the molecule of B- 

Ny266 with cfosely similar substances such as epidermin (staphylococcin 1580) and 

gallidermin (Fig. 3. l ) ,  position 16-21 is occupied by a lanthionine. This would also be in 

accordance with the results of the amino acid andysis, in which we detected 3 LadE3M-Lan 

(Table 3.2). We can thus hypothesized that these residues could be Lan 3-7, BM-Lan 8-1 1 

and Lan 16-21. The SEC signal detected at position 19 indicates a dhA in the molecule. This 

dhA could well result from breakage of a link with the S-(2-aminoviny1)-D-cysteine residue, 

leaving a dhA in position 19 and S-(2-aminovinyl) in the terminal position (which was not 

detected in our sequence analysis). Although it was not detected, this C-terminal aminovinyl- 

cysteinyl residue can be assumed from the cornparison of the molecular masses obtained by 

m a s  spectroscopy analysis (2270.29 2 0.2 I Da) and the totai mass obtained from the addition 

of al1 the residues calculated from the amino acid sequence (2 196.55 Da) (Table 3.2). The 

difference between the two masses (73.74 I 0.21 Da) agrees well with the molecular mass of a 

S-(2-aminovinyl) residue (73.12 Da). This assumption would again correspond to the known 

structures of epidermin and galliderrnin (Fig. 3.1). 

The signal corresponding to BMSEC indicate the presence of an Abu or a dhB [23]. We 

observed these signal for residues 8 and 14 during the sequencing. By analogy with the 

molecules of epidermin and gallidermin, we assigned Abu for residue 8 and dhB for residue 

14. 



If we hypothesize the same mode of posttranslational modification for mutacin B-Ny266 as 

for other lantibiotics [16,17], the pro-B-Ny266 would thus have the following sequence: 

F-K-S-W-S-F-C-T-P-G-C-A-K-T-G-S-F-N-S-Y- Cloning and sequencing the 

corresponding gene would confmed the proposed prirnary structure. 

According to the results presented, mutacin B-Ny266 differs from epidermin and 

gallidermin in positions 1, 2,4,5 and 6 and could thus be regarded as a type A lantibiotic (Fig. 

3.1 and Table 3.3). It is surprizing that sirnilar lantibiotics are produced by different bacterial 

genera. Epiderrnin and gallidermin are produced by staphylococci (S. epidermidis and S. 

gallinarum, respectively) while mutacin B-Ny266 is produce by a streptococci (S. mutans ). 

The Lan3-7, which is a cornmon structure among group A lantibiotics [Il, is also present in 

rnutacin B-Ny266. The Lys2 is also found in subtilin and streptococcin (SA-FF22). The 

importance of this position for the characteristics of the molecule have not been studied so far. 

The sequence FLK2-Lan3 can be found in inverted form as F5-K4-Lan3 in 

epidermin/staphylococcin 1580 and gallidermin. The significance of this observation eludes 

us for the moment, but it could point toward a cornrnon origin for these three Iantibiotics. 

Mutacin B-Ny266 possesses a dhA residue in position 5.  This dhA5 was found to be 

important for the activity and stability of nisin [28], and for the sporicidal activity of nisin 1291 

and subtilin [30]. The possibility of a similar effect of the dhA5 residue in mutacin B-Ny266 

activity would be well wonh testing. Position 6 of epidermin and gallidermin seerns to be 

implicated in antibacterial activity and resistance to trypsin [3 11. While this position is 

occupied by 1 and L residues in epidermin and gallidermin, respectively, an F6 residue is 

found in mutacin B-Ny266, as for streptococcin A-FF22 [32; table 3.31. Mutacin B-Ny266, 

epidermin, gallidermin and SA-FF22 must be compared with respect to their resistance to 

trypsin and their spectrum of action. 
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Table 3.1. Mean yield of mutacin B-Ny266 for each purililcation step 

Purification step Purification factor Yield (%) 

Sep-Pak@ 36 * 27 31 2 22 

W L C  1 5 2 3  2212 

HPLC II 3 * 1  49 î 22 

HPLC a 6 3 1 

Total 3240 81 1 .O 2 o. I 

a Values presented are the mean I staiidard deviation of eight purifications. except for the 

third HPLC chromatography , which w as performed on1 y once. 



Table 3.2. Amino acid composition of mutacin B-Ny266. 

Amino acid Number of residues per molecule 

(one letter code) Amino acid analysisa Edman degradation Calculated molecular 
(Probable number of weight (Da) 

residues) 

Ala (A) 1.2 (1) 1 7 1 .O8 

Asx (N, D) 0.8 (1) 1 (N) 114.10 

Giy (G) 1.5 (1-2) 2 114.10 

Lys (K) 2.5 (2-3) 2 256.35 

Phe (F) 2.9 (3) 3 44 1.53 

Tyr (Y) 0.7 (1) 1 163.18 

~aniBM-Lanb 2.7 (3) 3 (2 Lan + 1BM-Lan) 530.65 

dhA (U) OC 2 138.13 

dhB (O) OC 1 83.09 

Pro (P) NQd i 97.12 

T ~ P  (W) OC 1 186.2 1 

2195.54 

+ 1H (N-terminal) 1-01 

2 196.55 

a The number of amino acid residues was caiculated from the molar ratio relative to Ala and 

Asx after OPA derivatization 

b Lan = Lanthionine 

B M-Lan = p-methy llanthionine 

c dhA, dhB and Trp are acid labile and are not detected by the method used 

d NQ, not quantified by OPA derivatization 



Table 3.3. Cornparison of the first 7 N-terminal amino acids of mutacin B-Ny266 with 

other known lantibiotics of group A. 

Lantibiotics 

Mutacin B-Ny266 

Epidermin 
S taphylococcin lS8û 

Gallidermin 

Subtilin 

Salivaricin A 

S treptococcin A-FF22 

Lacticin 481 
Lactococcin DR 

Mutacin J-T8 

Lactocin S 

N - R - W - W - Q - O - V  .m. [IO] 

a Amino acids are identified by the one-letter code; U and O represent respectively 2.3- 

didehydroalanine and 2.3didehydrobutyrine [42]. 



Figure 3.1. Cornparison of the proposed stmcture of mutacin B-Ny266 with those of 

epidermin (staphylococcin 1580) and gallidermin. 



MUTACIN B-Ny266 

EPIDER.MIN 

(STAPHYLOCOCCIN 1580) 
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Les peptides antirnicrobiens, en particulier les lantibiotiques, sont de bons candidats pour 

remplacer les antibiotiques auxquels les bactéries sont devenues résistantes. Afin de comparer 

1 ' efficacité des lantibiotiques aux antibiotiques, les concentrations minimales inhibitrices 

(CMI) de la nisine A, de la rnutacine B-Ny266, de la vancomycine et de I'oxacilline ont été 

déterminées contre plusieurs souches bactériennes pathogénes. Les résultats indiquent que la 

nisine A et la mutacine B-Ny266 sont aussi actives que la vancomycine et I'oxaciiline contre 

la majorité des souches testées (Listeria sp., Bacillus sp., Closrridiurn sp., Neisseria sp.. 

staphylocoques, streptocoques, entérocoques, peptostreptocoques. Corynebacterium 

dipittheriae, Prop ionibacterium acnes, Actinomyces viscosus, Ga r d n  e re  1 la vaginalis. 

Campylobacter jejuni et Helicobacter pylorr'). Cependant, la mutacine B-Ny266 demeure 

active contre les souches qui sont résistantes à la nisine A, à I'oxacilline ou à la vancomycine. 

Le spectre d'activité de la mutacine B-Ny266, sa faible CMI contre les souches pathogènes, 

ainsi que son activité contre les souches résistantes aux autres substances antirnicrobiennes 

testées rendent cette bactériocine très attrayante pour son développement comme agent 

thérapeutique. 



Peptide antibiotics and particularly lantibiotics are good candidates to replace antibiotics to 

which bacteria have become resistant. In order to compare such lantibiotics with antibiotics, 

the minimum inhibitory concentrations (MIC) of nisin A, mutacin B-Ny266, vancomycin and 

oxacillin were determincd against various bacterial pathogens. Nisin A and mutacin B-Ny266 

are as active as vancomycin and oxacillin against most of the strains tested (Listeria sp., 

Bacillus sp., Clostridium sp.. Neisseria sp.. staphylococci, streptococci, enterococci, 

peptostreptococci. Cotynebacterium diphtheriae. Propionibacterium acnes, Actinomyces 

viscosus, Gardnerella vaginalis, Campylobacter jejuni et Helicobacter pyloti) .  Furthemore, 

mutacin B-Ny266 remains active against the strains chat are resistant to nisin A, oxacillin, or 

vancomycin. The wide activity spectrum of mutacin B-Ny266, i:s low MICs against bacteria! 

pathogens, and its activity against bactena resistant to other inhibitors, make this substance 

very attractive for its development for therapeutical applications. 



4.3. INTRODUCTION 

The discovery of antimicrobial agents has created a new era in medicine (2). The control of 

infectious diseases is now based on the choice and careful usage of a large group of low 

molecular weight inhibitors with diverse mechanisms of action and various spectra of 

antibacterial and antifungal activities (2). On the other hand, microorganisms have developed 

a variety of defense mechanisms against antibiotics (2, 28,40, 49, 55). in past years, hundreds 

of tons of antimicrobial agents have been released on bacteriai populations. However, they not 

only survived but even flourished in such hostile environment (2). Antibacterial drug 

resistance has k e n  reported for most of the predominant pathogenic bacteria (5, 8, 28, JO, 43, 
* 

49). More recently, the problem of antimicrobial drug resistance was shown to be on the rise 

worldwide (4, 15,29). New antirnicrobiai substances will thus have to be used in order to treat 

bacterial infections. Novel antibiotics will have to be sought perrnanently because of the 

capacity of microorganisms to survive their action. Many different strategies for finding new 

antimicrobial agents are currently proposed (14, 19, 43, 55, 59), among which the area of 

antibacterial peptides is under intense investigation (14, 19, 59). Among the most promising 

antibacterial peptides are bacteriocins (22), such as lantibiotics (24, 53). Bacteriocins are 

defined as proteinaceous bactericidal substances produced by bacteria (22). Some of these 

antimicrobial substances were found to contain unusual amino acids, lanthionines, and were 

thus classified as lantibiotics (21, 24, 39, 45, 53). These lantibiotics were further subdivided 

into two types (A and B) based on ring structure and primary sequence similarities in both the 

propeptide and, as far as the information is available, the leader peptide segments (24, 53). As 

lantibiotics are small peptides, it is possible to chemically or genetically modify their 

stnictures in order to inctease or modiS their already interesting properties (53). 

Bacteriocins produced by Streptococcus rnutans are termed mutacins (18). The mutacins 

produced by some strains were show to be small peptides active against many Gram-positive 

bacteria (38, 47). Twenty-four different groups of mutacins were defined according to their 

activity spectra and their resistance to the other producing mutacinogenic strains (38). So far, 



three mutacins (J-T8, B-Ny266, and 1140) were found to be lantibiotics (21, 39,45). Mutacin 

B-Ny266 was purified, characterized, and found to be active against more than 98% of the 

Gram-positive bacteria tested (38, 47). This substance was identified as a type A lantibiotic 

having an amino acid sequence very similar to that of epidermin, gallidermin and mutacin 

II40 (21, 39). Mutacin B-Ny266 inhibits many pathogens such as actinobacilli, bacilli, 

clostridia, corynebacteria, enterococci, listeriae, mycobacteria, neisseriae, staphylococci, and 

streptococci (38,47). 

The purpose of this study was to compare the efficiency of mutacin B-Ny266 to nisin and 

last generation of antibiotics (vancomycin and oxacillin) against various bacterial pathogens. 

The results indicate that mutacin B-Ny266 compares favorably to nisin A, vancomycin and 

oxacillin in inhibiting most of the Gram-positive and some Gram-negative bacterial 

pathogens. Furthemore, mutacin B-Ny266 is active against strains that are resistant to nisin, 

vancomycin, oxacillin, and other antibiotics. 

4.4. MATERIALS AND METHODS 

4.4.1. BACTERIAL STRAINS, AND CULTURE CONDITIONS. 

Bacterial strains, growth media, temperature and conditions of incubation used in this study 

are presented in Table 4.1. 

4.4.2. ANTIMICROBLU AGENTS 

Mutacin B-Ny266 was purified from the ceIl pellet of Streptococcus murans strain Ny266 

by ethanol extraction at pH 2.0 fotlowed by reversed-phase chromatography on Sep-Pak@ 

cartridge and by HPLC on a Cl8 column, as previously described (39). Pure nisin A (Ambicin 

N') was kindly provided by Aplin & Bamtt Ltd (Beaminster, Dorset, UK). and vancomycin 

hydrochloride and oxacillin sodium salt monohydrate were obtained from Sigma (St-Louis, 

MO). 

Stock solutions consisted of 0.8 m g h l  of pure mutacin B-Ny266 or 2.1 mg/ml of pure 

nisin A in sterile Clark and Lubs buffer (0.2 M KCl, 0.2 M HCI) at pH 2.0 (9); 3.2 mglml of 



oxacillin or 3.0 m g h l  of vancomycin in sterile double-distilled water. The working solutions 

(five different concentrations for each antimicrobial substance) were dilutions of these stock 

solutions in sterile double-distîlled water. 

4.4.3. DETERMINATION OF THE MINIMUM ïNHiBITORY CONCENTRATlONS 

The minimum inhibitory concentration (MIC) was detennined using a microplate assay, as 

previously described (48). The testcd bacteria were grown to mid-log phase in appropriate 

medium at conditions given in Table 4.1. The optical density (OD) of the culture was adjusted 

with appropriate fresh medium at 0.1, using a Bausch and Lomb Spectronic 20 

spectrophotometer (Bausch and Lomb Inc., Rochester, NY) at a wavelength of 6 10 nm. Two- 

fold dilutions of the working solutions of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and 

oxacillin were prepared in microtiter plates (Falcon, Microtest III Tissue culture plates 3072. 

Becton Dickinson Laboratories, Flanklin Lakes, NI), the wells contained 100 pl of the culture 

media. Twenty-five pl of the bacterial suspension were added to each well. The plates were 

incubated at the appropnate temperature, under the appropriate conditions and for the 

appropriate time according to the strain tested (Table 4.1). After incubation, which varied from 

one to five days depending on the strain tested (Table 4. l), the optical density was measured at 

630 nm with a microplate reader (Mode1 MR 500017000, Dynatech Laboratories Inc.. 

Chantilly, VA). The positive growth control consisted of the tested strain in the same 

condictions without antibacterial substance and the blank was the medium ôlone. The MIC 

was calculated from the highest dilution showing complete inhibition of the tested srrain 

(OD = OD,,,). The MIC determinations were repeated at l e s t  three times, always inciuding 

Micrococcus luteus ATCC 272 as the control. 

4.4.4. HEMOLYTIC ACTïWïY 

The hemolytic activity of mutacin B-Ny266 (16 to 64 pg/ml), nisin A (21 to 84 pg/ml), 

oxacillin (21 to 3 17 pg/ml), and vancomycin (20 pglrnl) were tested against defibrinated sheep 

red blood cells (Quelab, Montreal, QC, Canada) suspended in 0.2 M phosphate-buffered- 

saline (PBS) at pH 7.0, in flat bottom microtiter plates (Falcon). Twofold dilutions of nisin A 

and mutacin B-Ny266 were prepared in 0.2 M PBS (pH 7.0) in the wells, 25 pl of blood were 

added and the plates were obscrved for hemolysis and read at 630 nm on a microplate reader 



(Dynatech Laboratones Inc.). Double-distilled water was used as the hemolytic positive 

control, and O. 1 M and 0.2 M PBS (pH 7.0) were uscd as negative controls. The test was done 

in triplicate. 

Antibiograms were performed on strains of neisseriae. enterococci, and staphylococci 

(Table 4.2) by the disk testing procedure M2-A4 according to the National Committee for 

Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (42). Neisseria sp. were tested on GC agar base 

(Difco) containing 1% supplement B (Difco), enterococci and staphylococci were tested on 

Mueller-Hinton agar (Difco) as described by the NCCLS (42). The antibiotic disks used were 

Sensi-Disc from BBL (Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD): 

ampicillin (AM 10). bacitracin (B 10). cephalotin (CF 30). chloramphenicol (C 30). 

erythromycin (E 15). gentarnicin (GM IO), kanamycin (K 30). lincomycin (L 2), nalidixic acid 

(NA 30), neomycin (N 30), oxacillin (OX l ) ,  penicillin (P 10). polymyxin B (PB 300). 

rifampin (RA 5), streptomycin (S 10). sulfisoxazole (G 25). tetracycline (T 5). trimethoprim 

(TMP 5), vancomycin (VA 30). The results were interpreted according to the tables of the 

NCCLS (42) after 24 hours of incubation at 37'C in 5% CO2 for neisseriae, and under aerobic 

conditions for the other organisms. 

4.5. RESULTS 

At the concentrations tested, none of the four antimicrobial substances tested showed 

hemolytic activity against sheep red blood cclls. 

Most of the clinical and mouse isolates tested demonstrated resistance to more than one 

antibiotic (Table 4.2). Bacitracin inhibited al1 the staphylococci, streptococci, and Neisseria 

strains tested. Only one strain was resistant to chloramphenicol (S. haemolyticrcs HL 2344), 

two were resistant ta gentamycin (E. faecalis EF-Chu1 and HL 900), and three to rifampin (E. 

faecalis 2D4.22. HL 900, and S. epidennidis HL 1656) (Table 4.2). Cephalotin was very 

active against the strains of neisseriac and staphylococci, but slightly less towards enterococci, 

most of hem k i n g  moderately susceptible to resistant. Four strains of Neisseria sp. and one 



of enterococci were mistant to vancomycin. Oxacillin resistance was observed in nine strains 

of Neisseria gonorrhoeae, dl (10) strains of enterococci, and eight strains of staphylococci. 

Among Micrococcus luteus strains tested, M. luteus ATCC 272 showed the highest 

sensitivity towards mutacin B-Ny266 (MIC = 0.05 pg/rnl) (Table 4.3), and was selected as 

indicator strain for determining mutacin activity with the microtitre assay. Mutacin B-Ny266 

was generally more active than nisin A, vancomycin and oxacillin (except for the strain ATCC 

934 1) against al1 Micrococcus luteus svains tested (Table 4.3). 

Mutacin B-Ny266 is slightly more effective than nisin A against enterococci, and [ess 

active than vancomycin and oxacillin (Table 4.4). except against strain 78.4, for which the 

activity of mutacin (MIC = 1.6 pgiml) is comparable to that of vancomycin (LMIC = 2.0 

pg/ml). Mutacin B-Ny266 is the most active antimicrobial agent tested (MIC = 6.4 pg/rnl) 

against the vancomycin-resistant strain EF-Chu1 and is active against oxacillin-resistant 

enterococci strains: 2L5.07, 78.4, EF-Chul, and HL 1 148 (Table 4.4). 

Against Listeria strains, the activity of mutacin B-Ny266 (MIC range: 0.4 to 2.0 pg/ml) is 

compareble to vancomycin (MIC range: 0.3 to 2.0 pg/ml), and both are generally more 

effective than oxacillin (MIC range: 0.5 to 15.9 pg/rnl) and nisin A (MIC range: 1.1 to 16.7 

pg/rnl; Table 4.5). 

Against staphylococci, the MIC of rnutacin B-Ny266 was equal or lower than that of nisin 

A for al1 the tested strains (Table 4.6). It was also lower or equal to that of vancomycin except 

for one strain (R695) and it was lower or equal to that of oxacillin except for four strains 

(ATCC 25923 and 6538, D2.5 and ATCC 12228). Furthemore, mutacin B-Ny266 is still 

efficient against axacillin-resistant (MIC 4 pg/ml) strains ( S. aureus ATCC 43300, R62 1, 

R629, R630, R678, R695, HL 1656, S. epidennidis HL 1656, HL 3 176, and S. haemolyticus 

HL 2344; Tables 4.2 and 4.6). 



The four antimicrobial substances are generally effective against the streptococci strains 

tested, nisin A is the least active (MIC range: 1.1 to 33.4 pglml) and oxacillin is the most 

active (MIC range: 0.02 to 1. I pg/rnl) of the four substances (Table 4.7). 

Against spore-forming Gram-positive bacilli, the activity of mutacin B-Ny266 compared 

well with vancomycin, except for the strain B. cereus ATCC 2, and it is equal or more 

efficient han nisin A. The mutacin is also active against the oxacillin-resistant strain, Bacillus 

cereus ATCC 2 (Table 4.8). 

The four antimicrobial substances are effective against the Gram-positive strict anaerobes 

tested, except for nisin A against A. viscosus Ny 1 (Table 4.9). They are also active against C. 

diphtheriae and G. vaginalis, but are not very active against the strains of M. smegmatis, 

which are resistant to rnutacin and oxacillin (Table 4.9). 

The tes ted strains of Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni (Table 4.1 O), and Neisseria 

spp (Table 4.1 1 )  were sensitive to mutacin 8-Ny266 and nisin A. Mutacin B-Ny266 is more 

effective than oxacillin and vancomycin against H. pylori ATCC 43504 and as active as 

vancomycin against C. jejuni. Mutacin B-Ny266 was more efficient than nisin A against 

strains of C. jejuni and H. pylori tested (Table 4.10). The strain of Haernophilrts influenzae is 

resistant to nisin A, vancomycin and oxacillin, and slightly less resistant to mutacin Ny266 

(MIC: 12.8 @ml; Table 4.10). The strain of Bardetella bronchiseptica is the most resistant 

Gram-negative pathogen strain tested. Nevertheless, the MIC of mutacin B-Ny266 (49.2 

pgfml) against this strain was lower than that of nisin A, vancomycin and oxacillin (Table 

4.10). 

Clinical isolates of Neisseria ganorrhoeae which are more resistant to vancornycin and 

oxacillin remain sensitive to mutacin B-Ny266 (MIC range: 0.8 to 6.4 pg/ml) and, to a lesser 

extent, to nisin A (MIC range: 4.2 to 16.7 pg/rnl; Table 4.1 1). 

In order to verify if the production of another lantibiotic could confer on the producing 

strain a cross-immunity towards mutacin B-Ny266 and nisin A, we tested the four antibiotics 

against several lantibiotic producing strains. Mile many of the tested strains were resistant to 



nisin A. only S. epidennidis DSM 3095, producing epidennin, appeared less sensitive to 

mu tacin B-Ny266 (Table 4-12). 

iMutacin B-Ny266 was also active against nisin-resistant mutants obtained from 

Pediococcus acidilactici and Lisreria monocytogenes (Table 4.13). 

4.6. DISCUSSION 

In drug discovery, antimicrobial agents are first identified, tested to determine whether or 

not they have clinicaiiy relevant antimicrobial activity, tested for toxicity and finaily for their 

ability to be delivered at the site of infection. Mutacin B-Ny266 was previously characterized 

(39) and is shown herc to be active against many pathogens. 

Vancomycin and oxacillin are presently used when other antibiotics have failed (13). 

However strains resistant to these antibiotics are beginning to appear (25, 28). The results 

presented in this paper indicate that mutacin B-Ny266 is generally as active as these two 

antibiotics and is active against strains that have become resistant to vancornycin and 

oxacillin. Mutacin B-Ny266 could thus be considered as a good candidate against infections 

caused by such antibiotic-resistant pathogens. Indeed, mutacin B-Ny266 inhibits most of the 

Gram-positive pathogens (enterococci, listenae, staphylococci, streptococci, bacilli, clostridia, 

actinomyces, corynebacteria, peptostreptococci, propionibacteria) at low concentrations (< 3.0 

pg/ml), except for the enterococci, where the median MICs range from 1.6 to 19.2 pg/ml. 

Although many type A lantibiotics are known (22, 24, 53). to our knowledge, only nisin A 

is actually being clinically tested against several bacterial infections of the colon ( 1  1). As 

shown in this paper, mutacin B-Ny266 is more active than nisin A against C. jejuni and H. 

pylori, and is thus a good candidate for use in the treatment of peptic ulcers. Furthemore, it 

has not been possible to isolate stable mutacin B-Ny266 resistant mutants so far (M. K. Dagry, 

M.S. thesis, Université Laval, Québec, QC, Canada, 1996). while nisin-resistant mutants are 



easily obtained (7, 17, 31, 34, 35, 37, 54, 60). In addition, the nisin-resistant strains tested in 

this study were sensitive to mutacin B-Ny266. 

Enterococci are frequently associated with intra-abdominal wound infections, urinary 

infections, bacterial endocarditis and bacteremia ( 12). One of the most important, and often 

overlooked characteristic of the enterococci, is that they are not killed by any single currently 

available antimicrobial agent at clinically attainable serum and tissue levels (13). A 

combination of penicillin and aminoglycoside is usually used, and penicillin is replaced by 

vancomycin in the case of penicillin resistance for the treatment of serious enterococcal 

infections ( 13). Some enterococci strains have, however, acquired plasmid-mediated resistance 

to vancornycin (28) and penicillin (40), which seriously compromises the efficacy of the 

antibiotic treatment of serious enterococcal infections (13). Our data confirrn that enterococci 

are generally resistant to oxacillin (30). Although the strains of enterococci tested here were 

generally more sensitive to vancomycin than to mutacin B-Ny266, the vancomycin-resistant 

isolate (EF-Chul) was sensitive to mutacin 8-Ny266. This is a good example of the possible 

use of mutacin B-Ny266 against serious vancomycin-resistant enterococcal infections. 

Listeriosis is mostly of food-borne origin (16). However, L. monocytogenes can cause 

meningitis, encephalitis and septicemia (56). In pregnant women, L. monocytogenes infections 

may result in abortion, stillbirth or premature birth of an infected infant (56). In vitro. Listeria 

sp. is susceptible to the antibiotics currently in use. However, plasmids conferring resistance 

to chloramphenicol, macrolides, and tetracyclines have been found in several clinical isolates 

of L. rnonocytogenes and have raised serious health concerns (56). As shown in the present 

paper, mutacin B-Ny266 is more effective than nisin A against al1 strains of Listeria sp. tested 

and could thus eventually be used like nisin as a food preservative. 

Staphylococci frequently cause infections and S. aureus is considered the most important 

human pathogen of this group. S. auteus is responsible for many skin infections, endocarditis, 

bacteremia and a variety of toxin-mediattd diseases including gastroententis, staphylococcal 

scale-skin syndrome and toxic shock syndrome (25). Antibiotic-resistant strains of 

staphylococci represent a major clinical and epiderniological problem in hospitals, even more 

since the apparition of methicillin-resistant strains (25). We observed in this study that 



mutacin B-Ny266 is active against multi-drug resistant strains of S. aureus, and particularly 

against oxacillin-resistant strains. Mutacin B-Ny266 thus appears a good candidate to control 

problematic staphylococci in hospital environnements. 

Group A streptococci (S. pyogenes) are the most comrnon cause of pharyngitis in children 

of 5 to 10 years of age (52). They produce a wide array of serious infections. including 

pharyngitis, respiratory infection. skin and soft tissue infections. endocarditis, meningitis, 

puerperal sepsis, and arthritis. They rnay produce scarlet fever, acute rheumatic fever and 

glomerulonephritis. and could be responsible for toxic shock-like syndrome (13. 52). Group C 

streptococci may cause epidemic food-borne pharyngitis and acute glomenilonephritis ( L 3). 

Epidemic pharyngitis have also been associated with group G streptococci ( 13, 52). Groups C 

and G streptococci are more frequently recognized as the cause of bacteremia. endocarditis. 

meningitis, pneumonitis, bone and joint infections, soft tissue infection and, in the case of 

group G puerperal sepsis (13, 52). Group B streptococci (S. agalacriae) are most notable for 

their role in causing neonatal sepsis and meningitis (13, 52). S. pneumoniae is the leading 

cause of pneumonia and a frequent cause of otitis media, sinusitis and meningitis (52). 

Viridans streptococci (including S. mutans) are pnmarily associated with dental caries and 

infective endocarditis, while S. bovis has k e n  associated with bacteremia, gastro-intestinal 

Iesions, and meningitis (13, 52). Finally, S. agalactiae, S. uberis, S. suis. and S. saprophgicus 

are implicated more often in animal diseases, but can also infect hurnans (1).  Most 

pneumococci remain susceptible to penicillin and the penicillin-resistant strains are uniformly 

susceptible to vancomycin (13, 52). Penicillin resistance is on the nse arnong streptococci, but 

most strains are still susceptible to vancomycin (52). The activity of mutacin B-Ny266 against 

al1 streptococci tested in this study is similar to that of vancomycin. Thus mutacin B-Ny266 

may constitute a good potential candidate in the case of appearance of vancomycin-resistant 

strains. 

The majority of Bacillux species apparently have little or no pathogenic potential and are 

rarely associated with diseases in humans. However, B. cereur has been incriminated in food 

poisoning and in other human and animal infections (58). Among other bacilli, B. coagulans 

has been associated with bacteremia and septicemia; and B. subtilis with bacteremia, 

septicernia, endocarditis and respiratory infections (58). Since bacilli are generally susceptible 



to most of the antibiotics in use. mutacin B-Ny266 only adds another possibility if resistant 

strains appear. Our data indicate that B. cereus ATCC 2 is resistant to oxacillin, but remains 

susceptible to mutacin B-Ny266. 

Clostndia may cause exogenous and endogenous diseases. Exogenous infections include 

botulism, C. petjkingens food-borne illness, gas gangrene associated with traumatic wounds 

and tetanus. Endogenous infections involving clostridia of the indigenous flora are much more 

common (46). However, multiple-drug resistant strains are rarely observed among clostridia 

(46). As discussed for Listeria. mutacin B-Ny266 could be used like nisin A to prevent the 

growth of clostridia in food. 

Peptostreptococci are etiological agents of postpartum endometritis, associated with 

preterm birth, head and neck infections, periodontitis, chronic otitis media, chronic sinusitis 

and brain abscess (20). Most isofates of Peptostreptococcus are susceptible to beta-lactams 

and most cephalosporin-type antibiotics (20). However, there is evidence for macrolide- 

lincosamide rcsistance among the species (49). So, although mutacin B-Ny266 was found to 

be as active as vancomycin and oxacillin against the two suains tested here, there is no urgent 

need for a new antibiotic against this species for the moment. 

Actinomycosis is the most frequently encountered disease involving Actinornpces spp.. 

Which may also be responsable for pelvic inflammatory disease associated with intrauterine 

devices (20). The role of Propionibacterium acnes in acne vulgaris is largely accepted (20). It 

is also generally accepted that anaerobic gram-positive non-sporefoming rods (including 

Actinornyces spp. and Propionibacterium spp.) are susceptible to penicillin G, carbenicillin 

and chloramphenicol (20). The activity of mutacin B-Ny266 is similar to vancomycin and 

oxacilIin against these species Although there is no urgent need for new antibiotics against 

these pathogens, mutacin B-Ny266 can be considered as a potential alternative. 

The most cornmon dixasc caused by C. diphtheriae is diphtheria, manifested by both local 

infection of the upper respiratory tract and the systemic effects of a toxin which are most 

notable in the heart and peripheral nerves, and cutaneous diphtheria (6). It has also been 

associated with endocarditis (6). The best preventive action against diphtheria is vaccination. 

Penicillin or erythromycin arc recommended to kill C. diphtheriae, but some resistance to 



erythromycin has been observed (6). Most strains arc still susceptible to vancornycin (6). 

Gardnerella vaginalis is one of severai species associated with bacterial vaginosis, it can 

causing fatal and non-fatal septicemia as well as umbilical and fetal scdp monitor infections in 

neonates (6). Ampicillin and arnoxacillin are the drugs of choice for infections with pure 

cultures of G. vaginalis; no beta-lactamases have been reported in this species (6). Although 

these species were found to be sensitive to mutacin B-Ny266, the problern of rnulti-drug 

resistance has not yet k e n  observed in these species, and thus the need for a new antibiotic 

remains low. 

Mycobacteriurn srnegnatis has often k e n  associated with soft tissue lesions following 

trauma or surgery (44, 61). Although this species rarely causes human disease, it was chosen 

as a model for pathogenic Mycobacterium tuberculosis. Dnig resistance in the latter species 

has become a serious concern (44). Unfortunately, M. smegmatis was found to be resistant to 

the four antibiotics used here. 

Although lantibiotics are not usually active against most Gram-negative bzcteria (24, 53). 

nisin was found to be active against Neisseria sp. (33) and H. pylori ( 1  1 ) .  In a previous study 

(47). preliminary tests showed that most Gram-negative bacteria were resistant to mutacin B- 

Ny266, except Neisseria subflava and Flavobacterium capsulatum. In this study, the list of 

Gram-negative pathogens that are susceptible to mutacin B-Ny266 has been extended, 

Bordetella bronchiseptica causes infectious tracheobronchitis in dogs and can be used as a 

model for the human pathogen B. penursis. B. bronchiseptica is also a opportunistic pathogen 

of humans, associated with both respiratory tract infections and non respiratory infections 

(32). Erythromycin is the drug of choice for both treatment and prophylaxis against Bordetella 

sp., and no in vitro resistance has k e n  detected (32). None of the antibiotics tested here was 

active against B. bronchiseptica. 

Campylobacter jejuni is established as one of the most common causes of sporadic 

bacterial enteritis in the United States and it may be orders of magnitude higher in developing 

countries (41). Although most antibiotics are still very active against this species, resistance to 

ciproflaxacin and fluoro-quinolones has k e n  reported (41). the results presented here indicate 

that mutacin B-Ny266 could be used to combat C. jejuni when more resistant strains appear. 



Helicobacter pylori has been strongly associated with peptic ulceration and gasvic cancer 

(23). Triple (bismuth. tetracycline or amoxacillin. metronidazole) and quadruple (bismuth. 

tetracycline, metronidazole, omeperazole) therapies are recornmended for treating H. pylori 

infection, but the efficiency of these treatments has decreased with the emergence of 

metronidazole-resistant strains (23). Certain antimicrobial agents Iike clindamycine and 

erythromycine are inactivated in the acidic environment of the stomach (23). In contrast, 

lantibiotics such as nisin are very resistant to acid pH (1 1) and are thus good candidates as 

potential antibacterial of choice against H. pylori. Indeed. nisin A (Ambicin N@) is currently 

being tested for this application (1 1). We found that mutacin B-Ny266 is slightly more active 

than nisin A, vancomycin and oxacillin to combat H. pylori. Furthemore, as mutants resistant 

to nisin, vancomycin and oxacillin are still sensitive to mutacin B-Ny266. as shown in this 

paper, it could be a good replacement in case H. pylori strains develop resistance against these 

antibiotics. 

A wide variety of Haemophilus infections may occur in humans. ranging from infections 

that are frequent and easily managable (conjunctivitis and otitis media) to those that are rare 

and potentially life threatening (meningitis. pericarditis and Bratilian purpural fever) (3). H. 

influenme has developped resistance to many antibiotics (3), which justifies the search for 

new therapeutic agents. Mutacin B-Ny266 is at least five times more active against H. 

influenzae than nisin A, oxacillin and vancomycin, indicating that mutacin B-Ny266 is a good 

candidate for use to fight Haemophilus infections. 

Gonorrhea caused by Neisseria gonorrhoeae remains the most frequently reported 

communicable disease in the United Sates (26). N. meningitidis may cause rneningococcemia 

andor meningitis (26). Antimicrobial resistance is now widespread among strains of N. 

gonorrhoeae and N. meningitidis (5, 26). Mutacin B-Ny266 and nisin A remain active against 

vancomycin- and oxacillin-resistant strains of Neisseria . which makes them good candidates 

agains these infections. 

We observed that multi-drug resistant pathogens were sensitive to nisin A, in agreement 

with the data reported by Sevenna et al. (54). and they were even more sensitive to mutacin 8- 

Ny266. 



As antibiotic-resistance genes may originate from the antibiotic producing strain, we tested 

the resistance of known mutacin or lantibiotic producing strains for their sensitivity to mutacin 

B-Ny266 and nisin A. Although we cannot be certain for the moment that an immunity gene is 

implicated, most of the lantibiotic (nisin A, nisin Z, epidermin, mutacins 1 140 and B-Ny266) 

producing strains are resistant to nisin A and other pediocin producing strains resistent to 

nisin. This resistance could eventually spread among bacterial populations and impair the 

efficiency of nisin as an antibiotic. The producing strain (Streptococcus mutans Ny266) is 

about ten times more resistant to its own lantibiotic than the S. mutans type strains. It is, 

however susceptibie to 5 pg/rni of mutacin B-Ny266 which slightly alleviats the problem. 

Staphylococcu~ epidemidis DSM 3095, which produces epidermin, is about sixteen and fort y 

foId more resistant to mutacin B-Ny266 and nisin A, respectively, than the Staphylococcrts 

epidemidis type strain (ATCC 12228). If this resistance gene eventually spreads among 

bacteriai pathogens, it would impair the efficiency of both mutacin B-Ny266 and nisin. 

However, more studies are needed to evaiuate the real threat of the dissemination of lantibiotic 

resistance genes. 

The wide activity spectrum of mutacin B-Ny266, the fact that it is active against antibiotic- 

resistant strains and nisin-resistant mutants, and that no stable mutants resistant to mutacin B- 

Ny266 could be obtained (Dagry, M.S. thesis) are ali factors supporting the development of 

mutacin B-Ny266 as a clinical antibiotic. Studies are now needed to assess its toxicity and its 

ability to be delivered at the site of infection. 
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Table 4.1. Bacterial strains and test conditions. 

Indicator species Strain 

Number of Media Temp. Atrnosphere Time 
repetitions ('Cl ( 4  

Actinomyces viscosus 

Bacillus cereus 

B. coagulans 

B. stearothennophilus 

B. subtilis 

B. subtilis 

Bordetella bronchiseprica 

Campylobacter jejuni 

Clostridium bifementans 

C. butyricum 

C. pegringens 

C. sporogenes 

Corynebacterium 
diphtheriae 

Enterococcus fuecalis 

E faecalis 

E. fuecalis 

E. becalis 

E. hirae 

N Y ~  
ATCC 2 

ATCC 7050 

ATCC 7953 

ATCC 6633 

t 68T 

LSPQ 202 1 

ATCC 29428 

2D 1 .O4 

ATCC 860 

ATCC 3628 

ATCC 19404 

LSPQ 3076 

Van der Hocven 5 

ATCC 8 

ATCC 5 

ATCC 3 

ATCC 4 

Lapointe 4 

UPQ 4 

ATCC 6 

Tmdei et al. (57) 5 

ATCC 6 

ATCC 4 

CHUL 8 

HL 5,7  

Trudel et al. (57) 6,7, 
3,3 ,4 ,  
493 

BHI 

TSBYE 

TSBYE 
TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

EH1 

BHI 

TSBYE 

TSBYE 

TSBY E 

TSBYE 

BHI 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

Ana 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Ana 

CO2 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 



Table 4.1. Bacterial strains and test conditions (continued) 

Indicator species Strain Sourceu Test conditionsb 

Number of Media Temp. Atmosphere Time 
repetitions ('Cl ((0 

BHI 37 Gartfnerella vaginalis 

Haemophilus influenzae 

Helicobacter pylori 

H. pylori 

Loctococcus l a d s  
subsp. lactis 

L luctis subsp. facris 
biovar. diaceiylactis 

Listeria grayi 

L grayi 

L innocua 

L innocua 

L ivanovii 

L ivunovii 

L monocytogenes 

L monocytogenes 

L monocytogenes 

L monocyiogenes 

L motiocytogcncs 

L monocytogenes 

L, nronocyiogenes 

ATCC 1401 8 

ATCC 8 142 

ATCC 43504 

NCTC 11638 

ATCC 1 1454 

UL719 

ATCC 19120 

HPB 29 

ATCC 33090 

HPB 13 

ATCC 191 19 

HPB 28 

ATCC 1531 3 

FRDC 1089 

FRDC 88171 

FRDC 8853 

FRDC 8856 

FRDC Lrn O4 

FRDC Lm 2 1 

ATCC 

ATCC 

ATCC 

NCTC 

ATCC 

Meghrous et al, 
(36) 

ATCC 

HPB 

ATCC 

HP0 

ATCC 

HPB 

ATCC 

FRDC 

FRDC 

FRDC 

FRDC 

FKDC 

FRMS 

BHI + 0 

BHI + FBS 

BHI + FBS 

TSBY E 

TSBYE! 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBY E 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

CO* 

CO* 

CO* 

CO2 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 



Table 4,1, Bacterial strains and test conditions (continued) 
-- 

Indicaior species Strain Source" Test conditions* 

Nuinber of Media Temp. Atmosphere Time 
repetitions ('Cl (4 

L monocytogenes Scott A ATCC 7ûû30 1 ATCC 4 TSBYE 37 Air 1 

L monocytogenes Scott A ATCC 700302 ATCC 4 TSBYE 37 Air 1 

L monocytogenes Scott A HPB 3 HPB 7 TSBYE 37 Air 1 

L monocytogenes ser. 3 ATCC 19 1 1 3 ATCC 6 TSBYE 37 Air 1 

L murrayi ATCC 25401 ATCC 5 TSBYE 37 Air 1 

L murrayi HPB 30 HPB 

L seeligeri ATCC 35967 ATCC 

3 TSBYE 37 Air I 

5 TSBYE 37 Air I 

L secrligeri HPB 62 HPB 3 TSBYE 37 Air 1 

L welshimeri ATCC 35897 ATCC 5 TSBYE 37 Air 1 

L welshimeri HPB 89 HPB 3 TSBYE 37 Air 1 

Micrococcus lutew ATCC 272 ATCC 12 TSBYE 37 Shaking I 

M. lutcus ATCC 400 ATCC 3 TSBYE 25 Air 5 

M. luteus ATCC 4698 ATCC 8 TSBY E 37 Shaking 1 

4 TSBY E 37 Shaking 1 

3 TSBYE 25 Air 3 

M. smegmatis ATCC 35798 ATCC 3 TSBY E 25 Air 3 

Neisseria gonorrhoeae 007,013x, O 16,O 17, 3,3,3,3, BHI + B 37 Co2 2 
022,071940, 141, 167, CHUL, 4.3.53, 
265,3 1 MO, INF2, INF4 Cüsiro ci al. (5) 4,4,3,3 

N. gonorrhoeae ATCC 27628 ATCC 6 BHl t B 37 Co, 2 



Table 4.1. Bacterial strains and test conditions (continued) 

Indicator species Strain Sourceu Test conditionsb 

Number of Media Temp. Atmosphere T h e  
repeiitions ('Cl (4 

Pediococcus acidilactici UL5, R I , K 1 M,T5 Goulhen et al. ( 17) 4,4,4,3 MRS 37 Air I 

P. micros 

Propionibactcrium acncs 

P. acncs 

Staphylococcus aurcus 

S. aurew 

S. aureus 

S. uureus 

S. epidermidis 

S. epidermidis 

S. epidermidis 

S. gallinarum 

S, haemolyiicus 

S. suprophy~icus 

S. xylosus 

ATCC 29328 ATCC 4 TSBYE 

ATCC 33270 ATCC 4 TSBYE 

UD 

EXC- I 

ATCC 65 38 

ATCC 25923 

ATCC 43300 

R62 1, R629, R630, R650, 
R678, R694, R695 

D2.5, M3.18 

ATCC 12228 

HL 1656, HL 3176 

DSM 3095 

DSM 4616 

HL 2344 

BALB/c 

BALBlc 

LSPQ 3377 

LSPQ 3374 

Grenier 5 

Fujimura 4 

ATCC 3 

ATCC 3 

ATCC 9 

CHUL 4,3,3,4, 
3,3,3 

Trudel et al. (57) 4,s 

ATCC 5 

HL 6, 10 

DSM 5 

DSM 4 

HL 10 

Rdrigue et al. (5 1 ) 3 

Rodrigue et al. (5 1 ) 3 

L w  6 

LSPQ 3 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 
TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Air 

Ana 

Ana 



Table 4.1. Bacterial strains and test conditions (continucd) 

Indicator species Strain Sourceu Tesi conditionsb 

Number of Media Temp. Atmosphere Tirne 
tepetitions ('C) (4 

L w  7 TSBY E 37 Ana 1 streptococci group G 

Sireptococcus agaiactiae 

S. bovis 

S. mutans 

S. mutans 

S. mutans 

S. mutans 

S. mutans 

S. mutons 

S. mutans 

S. pneumoniae 

S. pneumoniae 

S. pyogencs 

S. suis serotype 2 

S. uberis 

LSPQ 3375 

B ALBlc 

ATCC 35034 

BHT 

32K 

ATCC 3 3534 

ATCC 33535 

ATCC 35668 

Ny266 (ATCC 202022) 

IH 1140 

ATCC 6303 

ULM 

ULM 

Rodrigue et al. (50) 

ATCC 

Delisle (10) 

Kurita et al. (27) 

ATCC 

ATCC 

ATCC 

Van der Hoeven 

Hillman et al. (21) 

ATCC 

CHUL 

CHUL 

GREMIP 

ATCC 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

TSBYE 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

Ana 

a Origin of sirains: ATCC, Amcrican Type Culiure Collcciion (Manassas, VA); CHUL, Ccnirc Hospiialier de I'Universiit Laval (Laboratoire 

d'infcciiologie); DSM, Dcuischc Sammlung von Mikroorganismen und Zcllkuliuren (Braunschwcig, Gcrrnany); FRDC, Food Rescarch and Dcvclopment 

Cenier (Agriculiurc and Agrifood Canada, Si-Hyncinihc, QC, Cunuda); GREMIP (Faculit de Mddecinc vdiérinaire, Univcrsiik dc Montrdal, Si-Hyacinthe, 

QC, Canada); HL, HGpiial Laval (QuChcc, QC, Canada); HPB, Hcalih Pratcciion Branch (Hcalih Canada, Ottawa, ON, Canada): LSPQ, Laboratoire de 

Sanid Publique du Qudbçc (Ste-Annc-dc-Bcllcvuc, QC, Cünada); NCTC, Nüiionlil Collcciion of Type Cul~urcs (London, UK); U. 1. M. Castro, M.S, 

ihcsis, Univcrsiit Laval, Québec, QC, Ciinadri, 1992; S. Fujirnurü ( k p t  Oral Microhiology, Maisuiaoio Ilcriial Collcgc, Shiojiri Ciiy, Nugano Prefecture, 
4 



Japan); D. Grenier (Dcnral Schml, Univcrsité Laval, Québec, QC, Canada); J. Lüpoinic (Dcpi of Biochcmisiry, Univcrsité Laval, Quékc, QC, Canada); 

J. S. Van dcr Hocven (Dcpi. Prcvcniivc hniisiry, Utiiv. Nijtiicgcn, Nijincgcn, Thc Ncihcrlands). 

Incubation condiiions: Air. incubaicd undcr acrobic condions; Ana, incubaied undcr anacrobic conditions (80% N,, 10% H,, 10% CO2) in a Coy glove box 

(Model 12467, Coy Laôor;iiory Prducis Inc., Ann Arbr ,  Ml); CO1, incubaid under microaerophilic conditions (5% COI) in a CO2 incubator (Napco 

Conuollcd Environment 6100, Naiional Appliance, Portland, OR); Shaking, incubated undçr aerobic condions with agitation; BHI, Brain-Hem Infusion 

(Difco, Detroit, MI); MRS broth (BDH lnc., Darmstadt, West Gcrmany); TSBYE, Trypiicasc Soy Broth (Difco) cnriched with 0.3% ycasi cxtract (Difco); 

B, 1% supplcmnt B (Difco); FBS, 5% Fctal Bovine Serum (Gibco BRL, Grand Island, NY). 



Table 4.2. Antibiotic resktance patterns of clhical and moue isolates as determined by 

antibiogram. 

Organism Antibiotic resistance patterna 

Neisseria meningitidis ATCC 1 3077 
Neisseria gonorrhoeae 

013x 
016 
017 
022 
O7 1940 
141 
167 
265 
3 1540 
INF2 
INF4 

En~erococcus faecalis 
ATCC 27275 
2D4.22 
2LS .O7 
78.4, S 1.17 
EF-Chu1 
D2.20, L2.4, M2.01 
HL 1148 
HL 900 

Enrerococcus hirae ATCC 8043 
Staphylococcus aureus 

ATCC 43300 
R62 1 
R629, R630, R694 
R650 
R678 
R695 

L-TMP-VA 

AM-L-OX-P-TMP 
AM-L-OX-P 
AM-L-N-OX-P-PB-TMP 
L-N-OX-P-PB-G-TMP-VA 
L-OX-PB 
L-N 
AM-L-OX-P-TMP 
PB-TMP 
OX-PB-TMP 
L-OX-PB-TMP-VA 
L-N-OX-PB-S-TMP-VA 

L-NA-N-OX-PB-S-G-TE 
L-NA-N-OX-PB-RA-G 
CF-L-NA-N-OX-P-PB-S-G 
L-NA-N-OX-PB-S-G 
E-GM-K-L-NA-N-OX-PB-S-G-E-TMP-VA 
NA-N-OX-PB-S-G-TE 
L-NA-OX-PB-S-G-TE 
GM-K-L-NA-N-OX-PB-RA-S-G-TE 
CF-L-NA-N-OX-PB-S-G 

AM-P 
AM-E-OX-P 
AM-OX-P 
AM-K-NA-OX-P-S-TE 
AM-E-K-L-NA-OX-P 
AM-OX-P-TMP 



Table 4.2. Antibiotic resistance patteras (continued) 

Sraphylococcus haemolyticu 

Organism Antibiotic resistance patterna 

Staphylococcus epidennidis 
AM-P-G-TE 
AM-E-K-L-OX-P 
AM-E-K-L-OX-P-RA-S-TE 
AM-P 

s HL 2344 AM-C-E-K-L-NA-OX-P-S-TE-TMP 
Staphylococcus xylosus MRULPR N A  
Stap hylococcus saprophyticrcs MRULPR N A  

" AM= ampicillin, CF= cephalotin, C= chlorarnphenicol, E= erythromycin, GM = gentamycin, 

K= kanarnycin, L= lincomycin, NA= nalidixic acid, N= neomycin, OX= oxacillin, 

P= penicillin, PB= polymyxin B, RA= rifampin, S= streptomycin, G= sulfisoxazole. 

TE= tetracycline, TMP= trimethoprim. V= vancomycin. 



Table 4.3. Activity of mutaein B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against four 

Micrococcus Zuteus strains. 
- - 

M. luteus MICa (pg/ml) 

strains Mutacin Nisin A Vancornycin Oxacillin 
B-Ny266 

" The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least 
three repetitions (as described in Table 4.1 ). 



Table 4.4. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against 

enterococci. 

Enterococci M F  (pg/ml) 

strains Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin 
B-Ny266 

E. hirae ATCC 8043 

Mouse isolates 

2D4.22 

Clinical isolates 

EF- Chu1 

" The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at l e m  
three repetitions (as described in Table 4.1). 



Table 4.5. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against 

Listeria spp. 

Listeria MIC" (cig/ml) 

strains Mu tacin Nisin A Vancomycin Oxaciilin 
B-Ny266 

L. grayi 
ATCC 19 1 20, HPB 29 
L. innocua 
ATCC 33090, HPB 13 
L. ivanovii 
ATCC 19119, HPB 28 
L. monocytogenes 

ATCC 153 13 

FRDC 88171 

FRDC 8853 

FRDC 8856 

FRDC Lm 04 

FRDC Lm 2 1 

L. rnurrayi 
ATCC 2540 1, HPB 30 
L. seeligeri 
ATCC 35967, HPB 62 
L. welshimeri 
ATCC 35897, HPB 89 

" The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least 
three repetitions (as described in Table 4.1). 



Table 4.6. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against 

stap hylococci. 

S taphylococci 

Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin 
B-Ny266 

Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 

Clinical isolates 
R62 1 

Mouse isolates 
D2.5 

0.3 
(0.3-1.1) 

7.9 
(4.0- 15.9) 

0.2 
(O. 1-0.2) 

23.8 
( t 5.9-3 1.7) 

38.3 
(3 1.7-44.8) 

38.3 
(3 1.7-44.8) 

44.8 
( 1 5 -9-63 -4) 

15.9 
( 1 5 -9-63 -3) 

31.7 
(22.4-63 -4) 

3 1.7 
( f 5 -9-63 -4) 

O* 1 
(O. t -0.2) 

1 .O 
(0.5-2.0) 



Table 4.6. Activi ty against staph y lococci (continueci) 

s trains Mutacin Nisin A Vancomycin Oxaciliin 
B-Ny266 

S. epidennidis 
ATCC 12228 0.8 2.1 2.0 O. 3 

(0.8- 1.6) (2.1-6.0) (2.0-4.0) (O. 1-0.4) 
Clinical isolates 

HL 1656 1.6 3 .O 4-0 8 -4 
(1.1-3.2) (2.1-4.2) (2.0-4.0) (7.9- 15.9) 

HL 3176 1.6 3 .O 3 -8 ~ 1 2 7  
(0.8- 1.6) (2.1-4.2) (2.0-4.0) 

S. huemolyticus HL 2344 0.8 4.2 2.8 >127 
(0.8-0.8) (2.1-4.2) ( 1.9-4.0) 

S. saprophyticus BALB/c 0.2 2.1 2 .O 2.1 
(O. 1-0.4) (2.1-2.1) (2 .O-4.0) (2.1-2.1) 

S. xylosus BALB/c 0.2 8.4 0.3 0.5 
(0.2-0.4) (8.4- 16.7) (0.3-0.5) (0.5-0.8) 

" The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least 
three repetitions (as described in Table 4.1). 



Table 4.7. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin 

against streptococci. 

strains Mutac in Nisin A Vancomycin Oxacillin 
B-Ny266 

S. agalactiae BALBk 

S. bovis ATCC 35034 

Streptococcrts group C 

Streptococcus group F 

Streptococcrts group G 

ULM 

S. pyogenes ULM 

S. suis serotype 2 

S. uberis ATCC 27958 

0.3 
(0.3-0.8) 

0.2 
(0.2-0.4) 

0.4 
(0.2-0.4) 

1 -6 
(0.8- 1.6) 

0.4 
(0.4-0.4) 

0.3 
(0.2-0.4) 

0.4 
(0.4-0.4) 

0.6 
(0.6-0.8) 

0.8 
(0.8-0.8) 

0.2 
(O. 1-0.4) 

0.4 
(0.2-0.8) 

1.6 
(0.8- 1.6) 

0.04 
(0.03-0.08) 

O. 1 
(O. 1-0.5) 

0.5 
(0.5-0.8) 

0.05 
(0.05-0.1 ) 

0.5 
(0.5-0.8) 

o. 1 
(0.05-0.1) 

0.2 
(0.1-0.3) 

0.5 
(0.03- 1.1 ) 

o. 1 
(O. 1-0.1) 

0.05 
(0.02-0.05) 

0.03 
(0.03-0.05) 

0.05 
(0.02-0.05) 

0.9 
(0.5-1.1) 

O. 1 
(0.05-0.1 ) 

" The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least 
three repetitions (as ciescribed in Table 4.1). 



Table 4.8. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vaacomycin and oxaciflin against spore- 

forming Gram-positive bacilü. 

Organism Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin 
B-Ny266 

Bacillus cereus 
ATCC 2 

B. coagulans 
ATCC 7050 

B. subriiis 
168 T 

B. stearothennophilus 
ATCC 7953 

C. sporogenes 
ATCC 19404 

5 -2 
(3.2-6.4) 

0.03 
(0.006-0.06) 

0.8 
(0.4-0.8) 

0.005 
(0.005-0.005) 

0.2 
(O. 1-0.2) 

0.05 
(0.02-0.08) 

0.05 
(0.02-0.1 ) 

1.6 
(0.8-3 2) 

1 .O 
(1.0-1.0) 

0.3 
(O. 1-0.3) 

0.5 
(0.5-0.5) 

0.5 
(0.4-0.5) 

0.3 
(0.3-0.3) 

0.5 
(0.3-0.7) 

0.3 
(0.3-0.5) 

4.0 
(2.0-4.0) 

A27 

o. 1 
(O. 1-0.3) 

0.3 
(0.3-0.3) 

0.002 
(0.002-0.003) 

2.1 
(2.1-2.1) 

4.2 
(2.1-4.2) 

0.07 
(0.07-0.1 ) 

1.1 
(0.5-1.1) 

" The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least 
three repetitions (as described in Table 4.1). 



Table 4.9. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against 

rniscellaneous Gram-positive pathogens. 

MIC" (cig/ml) 
Organism Mutacin Nisin A Vancornycin Oxacillin 

B-Ny266 

Actinomyces viscosus 
NY 

Peptostreptococcus 
rnagnus ATCC 29328 

Peptostreptococcus 
micros 
ATCC 33270 
Co rynebacterium 
diphtheriae LSPQ 3076 

Gardnerella vaginalis 
ATCC 14018 

Mycobacterium smegmatis 
ATCC 35797 

M. smegmatis 
ATCC 35798 

Propionibacterium acnes 
EXC- 1 

Propionibacterium acnes 
UD 

" The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least 
three repetitions (as described in Table 4.1 ). 



Table 4.10. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against Gram- 

negative pathogens. 

Organism 
-- -- - 

Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin 

Borde tella bronchiseptica 
LSPQ 2021 

Campylobacter jejuni 
ATCC 29428 

Haemophilus influenzae 
ATCC 8 142 

Helicobacter pylori 
ATCC 43504 

H. pylori 
NCTC 11638 

" The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least 
three repetitions (as described in Table 4.1). 



Table 4.11. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against 

Neisseria strains. 

Neisse ria 
strains Mutacin Nisin A Vancornycin Oxacillin 

B-Ny266 
Neisseria meningitidis 
ATCC 13077 
Neisse ria 
gonorrhoeae 

ATCC 27628 

Clinical isolates 
INF2 

" The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least 
three repetitions (as described in Table 4.1). 



Table 4.12. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against other 

lantibiotic-producing strains. 

Producing Lantibiotic 
- . . -. . . . - - - - - - - - 

produced Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin 

Bacillus subtilis Subtilin 
ATCC 6633 

Lactococcus lactis Nisin A 
subsp. lactis 
ATCC 1 1454 

Luctococcus lactis Nisin Z 
subsp. lactis var. 
diacetylactis UL 7 19 

Staphy lococcus Epidennin 
epidennidis DSM 
3095 
Stap hy lococcus Gailiderrnin 
gaflinartcm DSM 46 16 

0.2 
(O. 1-0.3) 

Srreptococcus Mutacin b 
mutans BHT 

Streptococcus Mutalipocin 
mutans 32K 

o. 1 
(O. 1-0.3) 

Streptococcus Mutacin 
mutans ml 140 B-1140 

Streprococcus Mutacin 
mutans Ny266 B-Ny266 
(ATCC 202022) 

" The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained frorn at least 
three repetitions (as described in Table 4.1). 



Table 4.13. Activity of mulacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against nisin-resistant mutants. 

- - 

Antimicrobial Lisieria monocyiogenes Scott A Pediococcus acidilactici 

substances Resistant mutantsb Resistant mutantsc 

HPB 3 ATCC ATCC UL 5 RI R I M  TS 
7ûû30 1 700302 

Mutacin 1 -6 
B-Ny266 (0.8- 1.6) 

Vancornycin 1.4 
(1 -0-2.0) 

Oxacillin 7.9 
(5.6-8.5) 

' The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from ai least three repetitions 
(as described in Table 4.1). 

CrandaIl et al. ( 1  4); Mazzotta et al. (48) 

" Goulhen et al. (27) 



CHAPITRE V 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS 



L'ensemble des expériences a permis d'atteindre les objectifs fixés au debut de la thèse. 

Nous avons sélectionni5 une souche de S. mutans (Ny266) productrice de bactériocine avec un 

spectre d'activité étendu contre les souches pathogihes d'intérêt alimentaire et clinique 

(objectif 1). Nous avons purifie le peptide actif et etabli sa structure primaire et nous avons 

effectué sa caractérisation (objectif 2). Nous avons comparé l'efficacité de la mutacine B- 

Ny266 A celle de la nisine et a celles de deux antibiotiques de dernier recours (oxacilline et 

vancomycine) afin de proposer son usage comme bioconservateur alimentaire ou comme 

agent thérapeutique contre diffbrentes infections bactériennes (objectif 3). Les résultats de la 

caractérisation de la mutacine B-Ny266 ont été publiés dans le FEBS Letters ». Ils ont 

conduit au dépôt de demande de brevets canadien (No 2,209,893) et américain (dossier No  

12406.3) et ont également suscité un intérêt de la part de l'industrie pharmaceutique. 

Les résultats des tests d'antagonisme différé utilisés pour sélectionner une souche 

productrice de mutacine ont démontré que la souche de S. mutans Ny266 produit une 

substance classée parmi les mutacines du groupe B (Morency et al. 1995) qui possède un 

spectre d'action étendu. La substance a inhibé toutes les souches d'entérocoques, de 

streptocoques et de staphylocoques testées ainsi que les isolats cliniques de Neisseria 

gonorrhoeae résistants aux antibiotiques. Elle a inhibé également les souches de 

Carnpylobacrer jejuni et d'hlelicobacier pylon testées. 

La mutacine B-Ny266 a Ct6 purifide, séquencée et caractérisée. C'est un lantibiotique de 

type A appartenant à la classe AI (séquence signal du type NFLD)et au groupe épidermine. 

Comme pour les lantibiotiques de la classe AI, la mutacine B-Ny266 est cationique (+3). La 

séquence de la pro-mutacine B-Ny266 (Mota-Meira et al. 1997) a été confirmée récemment 

par la séquence du gène de stnicturc (lanA; G. LaPointe, communication personnelle). Tous 

les résidus Cys (4)' Ser (4) et Thr (2) du pro-peptide sont modifiés dans le peptide mature. 



Quatre ponts thidthers sont formés à l'aide de quatre Cys et de trois dhA (deux Lan ou A-S-A 

et un AviCys en C-tenninal) et d'un dhB (MeLan ou Abu-S-A). La molécule contient en plus 

un résidu dhA (U) et un dhB (O). La localisation des ponts thioéthers proposée est basée sur 

les dérivés obtenus par la dégradation d'Edman, suite au traitement à I'éthanethiol alcalin, et 

sur l'analogie de la molécule avec I'épidennine (substance proche à la mutacine 8-Ny266). 

La structure primaire proposée par (Mota-Meira et al. 1997) pour la Mutacine B-Ny266 est 

la suivante: 

C=C 
Mutacines et groupe épidermine. Les )antibiotiques du groupe épidermine sont: 

épidermine, gallidemine, [V 1 .L6]-épidermine, mutacine B-Ny266, mutacine B-JH I 140 et 

mutacine B-IIï (même séquence en acides amines que la mutacine B-JH 1 140). Les trois 

mutacines font partie des mutacines du groupe B (Morency et al. 1995 et Morency et ai. 

1999). Leurs séquences diffèrent par 2 acides aminés en positions +6 et +13 et par 6 résidus 

dans le peptide signal (positions -9 à -12, -19 et -22) (G. LaPointe, communication 

personnelle). La localisation des résidus dhA et dhB ainsi que des deux premiers ponts 

thioéthers semblent être différents pour les mutacines B-Ny266 et B-ml140 (Hillman et al. 

1998) et similaires pour les mutacines B-Ny266 et B-III. Cette différence reste cependant à 

confirmer par spectroscopie RMN. La mutacine B-Ny266 difEre des épidermines par cinq 

résidus localisés en N-terminai. Sahl et Bierbaum (1998) ont classé la mutacine B-Ny266 

comme étant un variant de l'épidermine (IF 1 .K2,W3,US,F6]-épidermine). Cependant, ces 

molécules différent au niveau de 23% des acides aminés, tandis que les variants gallidermine 

et [V 1 ,L6]-épidennine ne diffèrent que par 4.5 % et 9 % respectivement. De plus, la séquence 

signal de la mutacine B-Ny266 (41 rdsidus) differe de la séquence signal de l'épiderrnine (30 

résidus) (G. LaPointe. communication personnelle). Étant donnC la similarité des épidermines 

et des mutacines B-Ny266 et B-IH1140, ces peptides ont étb classé dans le groupe épidermine 



EFFICACITÉ ET APPLICATIONS POTENTIELLES 

Nous avons déterminé l'activité de la mutacine B-Ny266 par rapport à la nisine A et à deux 

antibiotiques (oxacilline et vancomycine). La concentration minimale inhibitrice (CMI) contre 

des souches pathoghcs et des souches multir6sistantes aux antibiotiques a été utilisée comme 

critère de comparaison des quatre substances. Nos résultats indiquent que, pour la plupart des 

souches testées, l'activité de la mutacine B-Ny266 et de la nisine A sont semblables à celle de 

la vancomycine et de I'oxacilline. Cependant, la mutacine B-Ny266 est active contre les 

souches résistantes à la nisine, à la vancomycine ou à l'oxacilline. La mutacine B-Ny266 a un 

spectre d'action étendu. Elle est active contre les souches résistantes à la nisine et aux 

antibiotiques classiques et aucun mutant résistant stable à la mutacine B-Ny266 n'a pu être 

obtenu jusqu'à présent (Dagry, 1996 M A . ;  M. C. Lavoie, communication personnelle). Cette 

substance constitue donc une candidate intéressante pour un usage clinique éventuel. Nous 

proposons pour la mutacine B-Ny266 les mêmes applications que celles qui ont été suggérées 

pour la nisine (résumés dans le tableau 1-4). et son utilisation dans le traitement des infections 

dues aux staphylocoques, aux entérocoques et aux Neisseria multirésistants aux antibiotiques. 

Cependant, des études sur la toxicité de cet antimicrobien doivent être préalablement réalisées. 

Dans ce contexte, une compagnie pharmaceutique a manifesté un intérêt pour la mutacine B- 

Ny266 suite à la publication de la structure de la molécule et les résultats concernant l'activité 

de la mutacine (CMI) contre des souches pathogenes. L'étape suivante pour l'application de la 

mutacine B-Ny266 est la réalisation de tests, in vivo, chez des rongeurs. Cependant, l'étape 

lirnitante pour ce test demeure l'obtention d'une quantité suffisante de mutacine pure. 



Conservateur alimentaire: La nisinc, sous forme de nisapline, est utilisée comme 

bioconservateur alimentaire pour contrôler la contamination microbienne due à Clostridium 

sp. et L. monocytogenes. Générdement, L. monocytogenes est sensible aux antibiotiques 

utilisés actuellement. Cependant, des plasmides qui confèrent la résistance à certains 

antibiotiques ont CtC rctrouvCs chez plusieurs isolats cliniques (Swaminathan et  al. 1995). De 

plus, l'utilisation d'antibiotiques dans les aliments est généralement prohibée. Comme pour la 

nisine. on pourrait envisager l'utilisation de la mutacine B-Ny266 comme conservateur 

alimentaire pour contrôler la contamination microbienne due à L. monocytogenes et aux 

Closrridium dans les produits laitiers tel le fromage B tartiné par exemple. La mutacine B- 

Ny266 est plus active que la nisine contre les 23 souches de Listeria testées, incluant celles 

résistantes à la nisine et lTactivit6 de ta mutacine est léghrement supérieure à celle de la nisine 

contre les souches de Clostridium (Mota-Meira et al. 1999). Cette application envisagée pour 

la mutacine dans le secteur alimentaire est cependant fort peu probable parce que ce peptide 

provient d'une souche considéree comme « pathogène » et par le caractère très 1 imitant de la 

législation (reglementée par le FDA). Il serait donc préférable de cibler une utilisation dans le 

secteur médical et vétérinaire. Cependant, 50 % des individus de la population humaine 

hébergent des S. mutans sur leur dents. La carie et quelques rares endocardites (Marsh et 

Martin, 1992) sont les seules maladies provoquées par S. mutans. De plus, puisque la mutacine 

B-Ny266 est résistante aux protéases salivaires mais sensible aux enzymes digestives (Parrot 

et al. 1990) nous pouvons penser qu'elle sera dégradée dans l'intestin grèle et n'affectera pas 

les consommateurs. 

Mammite: Une des utilisations proposées pour la nisine est le traitement de la mammite 

bovine, afin de remplacer les antibiotiques qui sont actuellement utilisés. La mutacine B- 

Ny266 est plus efficace que la nisine contre les souches de streptocoques (S. agalactiae et S. 

uberis) et de staphylocoques (S. aureus) impliqudes dans la mammite (Mota-Meira et al. 

1999). L'oxacilline est très efficace contre ces souches, cependant, son utilisation est 

compromise par l'apparition de souches de S. aureus résistantes (MRSA) et par le fait que cet 

antibiotique peut se retrouver dans Ie lait et compromettre son utilisation. Dans ce contexte, la 

mutacine semble être une candidate idCale pour le développement de produits contre la 

marnmi te. 



Utilisation clinique: hiisque la mutacine B-Ny266 est active contre les souches 

multirésistantes de staphylocoques, d'entérocoques et de Neisseria. elle pourrait être utilisée 

comme agent th6rapeutique dans le traitements d'infections bactériennes en remplacement des 

antibiotiques pour lesquels les souches bactériennes sont devenues résistantes. 

Usage topique: La mutacine B-Ny266 est active contre les staphylocoques. Elle pourrait 

donc être utilisée dans les savons et produits de soin de la peau contre les staphylocoques et 

comme conservateur dans les cosm6tiques. L'utilisation de la nisine dans des cosmétiques 

pour lutter contre l'acné a déjà &té proposée (Hadander, 1993). La mutacine B-Ny266 possède 

une activité égale ou supérieure à la nisine contre Propionibacterium acnes. Nous pouvons 

donc envisager également son application topique contre l'eczéma et l'acné. 

Ulcères gastriques: Comme la nisine la mutacine B-Ny266 pourrait être utilisée dans les 

traitements des ulceres et des infections bactetiennes du colon provoquée par Helicobacter 

pylori et Campylobacter jejuni. La mutacine B-Ny266 démontre une activité supérieure à la 

nisine contre ces deux bactéries (Mota-Meira et al. 1999). 

Gonorrhée et méningite: Nos résultats ont démontré que la rnutacine B-Ny266 est 

efficace contre plusieurs souches de Neisseria. Elle pourrait donc être utilisée dans le 

traitement de la gonorrhée et de la méningite provoquées par Neisseria, mêmes contre les 

souches résistantes aux antibiotiques (Mota-Meira et al. 1999). 

Carie: L'utilisation de la nisine pour prévenir les caries (comme agent anti-plaque) a été 

envisagée (Doel et Smith, 1993; Gaffar et ai. 1994). Cependant, nos résultats démontrent que 

la majorité des souches de S. mutans testees (sept souches) sont résistantes à la nisine mais 

sensibles B la mutacinc B-Ny266 (Mota-Meira et al. 1999). Ce fait démontre l'avantage de 

l'utilisation de la mutacine B-Ny266 par rapport à la nisine pour prévenir la carie dentaire. La 

mutacine B-Ny266 pourrait être incorporée dans les rince-bouches et dans les pâtes 

dentifrices. 



PERSPECTIVES D'AVENIR 

Plusieurs projets de recherche permettraient de poursuivre les études amorcées dans cette 

thèse de Doctorat. Deux avenues principales pourraient être suivies: A) Recherches sur les 

possibilités d'application de la mutacine B-Ny266 en médecine humaine et vétérinaire, comme 

bioconservateur alimentaire, ou en cosmétologie. B) Recherches fondamentales concernant la 

structure, le mode d'action et les déterminants génétiques de la mutacine B-Ny266. Nous 

suggérons également que des études fondamentaies et appliquées soient effectuées avec les 

mutacines des groupes A, C, D, 1, K, L et M qui possedent un spectre d'action intéressant 

contre des souches pathogènes d'intérêt clinique (Morency et al. 1999). 

A.1. Tester la stabilit9 de la mutacine B-Ny266, en fonction du temps, du pH et de la 

température. Des résultats préliminaires indiquent que la mutacine B-Ny266 est relativement 

stable. Une grande stabilité à la température de la piece serait une avantage pour son 

utilisation. 

A.2. Améliorer la production de la mutacine B-Ny266, par l'optimisation des 

conditions de culture ou par le developpement de mutants produisant une plus grande quantité 

de mutacine. Ces mutants pourraient être produits par exposition à des agents mutagènes ou 

géné tiquement en utilisant la mutagenese dirigke. clonage, transfert des gènes, etc. 

Les conditions de fermentation sont également importantes pour Ia production des 

bactériocines. Des tests préliminaires (Morency et Lavoie, 199 1 ) ont démonté une 

augmentation de la production en présence du lactose. Normalement, le milieu M l 7  est utilisé 

pour la production de la mutacine 8-Ny266. Cependant, c'est un milieu riche en protéines (ce 

qui rend la purification difficile) et coûteux. Des résultats préliminaires (non-publiés) ont 

démontré que le remplacement de ce milieu par le perméat de lactosérum (riche en lactose) 

additionné d'extrait de levure, il pH contrôlé donne une production équivalente ou supérieure 

au milieu M17. L'avantage d'utiliser le permeat de lactosérum est qu'il est peu coûteux (rejet 



de l'industrie fromag8re) et ne contient pas de protéines, ce qui rend la purification plus facile. 

Cette méthode est actuellement utilisée avec succes dans le groupe de recherche du Dr Lacroix 

pour la production de la nisine Z et d'autres bacteriocines produites par des bactéries lactiques 

(Arniali et al. 1998). Des Ctudes sur les différents facteurs de croissance (température, pH, 

agitation et oxygenation) et selon te mode de fermentation (en batch ou en continue avec des 

cellules immobilisées ou non) sont égaiement envisagées. 

La production des bact6riocines a normalement lieu A la fin de la phase exponentielle de 

croissance et au début de la phase stationnaire. La concentration maximale de bactériocine (ex. 

nisine) retrouvée dans le surnageant serait alors proche du niveau toxique toléré par la souche 

productrice (de Vuyst et Vandamme, 1994). S. mutans Ny266 est sensible à sa propre 

mutacine ii de faibles concentrations, de l'ordre de 5 pg/ml; contrairement à f.. lactis ATCC 

1 1454 par exemple, qui tolere une concentration de nisine A de l'ordre de 35 pg/ml (Mota- 

Meira et al. 1999). Nous pensons que si S. mutans Ny266 devient plus résistant à sa prope 

mutacine, le niveau de production pourrait augmenter. 

A.3. Optimiser les méthodes de purifkation de la mutacine B-Ny266. Le rendement 

de la purification de la mutacine B-Ny266 n'est actuellement que de l'ordre de 1 %. Une 

amélioration de ce rendement constitue une étape essentielle à la poursuite des recherches tant 

fondamentales qu'appliquées concernant la mutacine B-Ny266. D'autres méthodes de 

purification qui viennent s'ajouter à la chromatographie par hydrophobicité devront être 

envisagées. D'autres méthodes de concentration A partir du surnageant devront également être 

testées: précipitation avec des solvants organique (chloroforme) et avec des sels (sulfate 

d'ammonium) et ensuite la chromatographie ionique. 

A.4. Tester I'enicacité de la mutacine B-Ny266 in vivo 

A.5. Tester la toxicité de la mutacine B-Ny266, in vitro' sur des cultures ceMaire et, 

in vivo, avec des rongeurs et des mammifères. 

A.6. Essais cliniques 



Les trois derniers projets (A.4 à A.6) font actuellement l'objet de discussions avec une 

companie pharmaceutique. fls nécessitent cependant une tri3 grande quantité de mutacine B- 

Ny266 pure. 

B.1. Déterminer avec exactitude la localisation des ponts thidthers et des résidus 

didéhydro de la mutacine B-Ny266 et comparer sa structure avec celle de la mutacine B- 

JH1140. Une combinaison de méthodes pour confirmer la localisation de résidus modifiés 

serait souhaitable. Nous suggérons I'analyse de la molécule, par exemple, par la spectroscopie 

de masse et par RMN suite ou non à son clivage protéolytique (van den Hooven et al. 1996: 

van de Kamp et al. 1995). Comme pour la gallidermine, nous pensons que le clivage trypsique 

couperait la mol6cule entre les résidus Lys13 et dhB 14 et l'analyse des deux fragments 

pourrait se faire par RMN (Freund et al. 1991). Nous suggérons aussi l'analyse en utilisant la 

spectrométrie de masse (fragmentation de la molécule par MS/MS) suite au traitement de la 

molécule à I'éthanethiol alcalin (Novak et al. 1996). 

8.2. Étudier le mode d'action de la mutacine B-Ny266 sur les bactéries sensibles. 

Le mode d'action principal des Iantibiotiques de type A est la formation des pores dans la 

membrane cytoplasmique et l'altération du potentiel transmembranaire. Le mécanisme 

d'action peut être divisé en trois étapes: l'interaction avec la membrane, l'insertion du peptide 

à travers la phase lipidique et la formation des pores. Étant donné que la mutacine B-Ny266 

est un lantibiotique de type A appartenant au groupe épidennine, nous pouvons supposer que 

son action s'exerce par la formation de pores dans la membrane cytoplasmique. Cependant, 

nous avons observé dans nos expériences (Mota-Meira et al. 1999) que les mutants résistants à 

la nisine demeurent sensibles à la mutacine 8-Ny266 ce qui peut indiquer un mécanisme 

d'action diff6rent ou une difference dans l'interaction avec les lipides membranaires. Nous 

proposons une étude du mode d'action de la mutacine en trois volets portant sur: l'effet de la 

mutacine sur l'intégrité membranaire (1'~coulement du matériel cytoplasmique et d'ions 

potassium et  magnesium); l'effet d'un gradient de pH et du potentiel membranaire; 

I'interaction avec Ies membranes (conformation de la molécule dans les membranes 



artificielles, effet de l'incorporation de la mutacine dans la bicouche lipidique et organisation 

moléculaire du complexe mutacine-lipide). 

B.3. Séquencer au complet l'opéron de la mutacine B-Ny266 afin de comparer les 

gènes de la biosynthbse, de I'immunit6 et de transport avec les gènes correspondants des 

autres lantibiotiques. Cette étude est déjà amorcée dans les laboratoires du Dr Gisèle LaPointe. 
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