MARILAINE MOTA-MEIRA

ETUDE DE LA MUTACINE B-Ny266

Theése
présentée
a la Faculté des études supérieures
de I'Université Laval
pour I’obtention
du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.)

Département des sciences des aliments et de nutrition
FACULTE DES SCIENCES DE L’AGRICULTURE ET DE L'ALIMENTATION
UNIVERSITE LAVAL
QUEBEC

Décembre 1999

© Marilaine Mota-Meira, 1999



i+l

National Library
of Canada

Acquisitions and
Bibliographic Services

395 Wellington Street
Ottawa ON K1A ON4

Bibliothéque nationale

du Canada

Acquisitions et )
services bibliographiques

385, rue Wellington
Ontawa ON K1A ON4

Canada Canada
Your file Votre reférence
Our file Notre reférence
The author has granted a non- L’auteur a accordé une licence non
exclustve licence allowing the exclusive permettant a la
National Library of Canada to Bibliothéque nationale du Canada de
reproduce, loan, distribute or sell reproduire, préter, distribuer ou
copies of this thesis in microform, vendre des copies de cette thése sous
paper or electronic formats. la forme de microfiche/film, de
reproduction sur papier ou sur format
électronique.
The author retains ownership of the L’auteur conserve la propriété du

copyright in this thesis. Neither the droit d’auteur qui protége cette thése.
thesis nor substantial extracts from it  Ni la thése ni des extraits substantiels

may be printed or otherwise de celle-ci ne doivent étre imprimeés
reproduced without the author’s ou autrement reproduits sans son
permission. autorisation.

Canadi

0-612-48545-5



I

A mon époux Marc
A la mémoire de mes parents (Alcides et Maria)

« Présents pour I’éternité »



RESUME COURT

L’apparition de souches pathogénes résistantes aux antibiotiques a augmenté et constitue
actuellement un probléme majeur dans les milieux hospitaliers. Les lantibiotiques sont de bons
candidats pour remplacer les antibiotiques auxquels les bactéries sont devenues résistantes.
Leur utilisation comme bioconservateurs alimentaires fait également 1'objet d’'études
intensives. A cause de leur spectre d’action étendu, les mutacines des groupes A, B, C, D, I, K,
L et M sont de bonnes candidates pour leur développement comme antibiotique. Nous avons
sé€lectionné et caractérisé dans cette étude la mutacine B-Ny266 (groupe B) qui posséde 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 premiére mutacine dont la

séquence compléte a €té établie.

L'efficacité de la mutacine B-Ny266 a été comparée a celle de la nisine A, de I’oxacilline et
de la vancomycine contre des souches pathogénes (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 a 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 a la nisine A, a I’oxacilline ou a la
vancomycine. Son spectre d’activité étendu, sa basse CMI contre les souches pathogénes, ainsi
que son activité contre les souches résistantes aux autres substances rendent la mutacine B-

Ny266 treés attrayante pour son développement comme agent thérapeutique.



ABSTRACT (SHORT)

The emergence of antibiotic resistant pathogenic strains actually represents a major
problem in hospitals. Lantibiotics are good candidates to replace antibiotics to which bacteria
became resistant. Their use as food biopreservatives is also under intensive study. Because of
their wide activity spectra, mutacins of group A, B, C, D, [, K, L and M are good candidates
for their development as antibiotics. We 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,
Propionibacterium acnes, Actinomyces viscosus, Gardnerella vaginalis, Campylobacter 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 vancomycin. 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.



RESUME LONG

L’apparition de souches pathogenes résistantes aux antibiotiques constitue actuellement un
probléme 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’intérét de I'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 a X) de
mutacines. L'activité des souches productrices de mutacines ou de lantibiotiques (contrdles)
contre plusieurs souches pathogénes a été déterminée par antagonisme différé. Les mutacines
A,B,C,D, L, K, L et M, ainsi que les nisines A et Z sont actives contre tous les entérocoques
testés. A I’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, I,
J et T, les nisines A et Z, et I’épidermine 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
Campylobacter jejuni et Helicobacter pylori. Ces résultats confirment le spectre d’activité
étendu des nisines A et Z, et ils indiquent que les mutacines des groupes A, B, C, D, I K, L et
M sont de bonnes candidates pour leur développement comme antibiotique. L.a mutacine B-

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

Dans le but de caractériser et d’établir la structure primaire de cette nouvelle substance,
nous avons purifié la mutacine B-Ny266 a 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 Cisg, Sep-pak® et HPLC). La masse
moléculaire de la mutacine B-Ny266 est de 2270 Da, déterminée par électro-vaporisation. La
séquence en acides aminés obtenue par la dégradation d'Edman suite au traitement a
I'éthanethiol alcalin indique que la mutacine B-Ny266 est composée de 22 résidus et appartient
au groupe des lantibiotiques. Elle différe des épidermines par 5 résidus. Ce peptide cationique
contient 4 ponts thioéthers (2 Lan, | MeLan et I AviCys en C-terminal), 1 résidu dhA et 1



Vi

dhB. 1l s'agit de la premiére mutacine dont la séquence compléte a été établie. La séquence de
la mutacine B-Ny266 est la suivante: F-K-A-W-U-F-A-Abu-P-G-A-A-K-O-G-A-F-N-U-Y-A.

Dans le but de proposer I'usage de la mutacine B-Ny266 comme conservateur alimentaire
ou comme agent thérapeutique, I’activité de la mutacine B-Ny266 a été comparée a celle de la
nisine A, de I’oxacilline ou de la vancomycine. La concentration minimale inhibitrice (CMI) a
été déterminée simultanément pour les quatre substances contre des souches pathogénes et des
souches résistantes a la nisine et aux antibiotiques. Les résultats indiquent que la nisine A et la
mutacine B-Ny266 sont aussi actives que la vancomycine et I’oxacilline contre 1a majorité des
souches testées (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). Cependant, la mutacine B-Ny266 demeure active contre les souches
qui sont résistantes a la nisine A, a I'oxacilline ou la vancomycine. Son spectre d’activité, sa
basse CMI contre les souches pathogeénes, ainsi que son activité contre les souches résistantes
aux autres substances antimicrobiennes rendent 1a mutacine B-Ny266 trés attrayante pour son

développement comme agent thérapeutique.
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ABSTRACT (LONG)

The emergence of antibiotic-resistant pathogens strains actually represents a major problem
in hospitals. Antimicrobial 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
severalStreptococcus 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, I, K, L and M, and nisins A
and Z are active against all enterococci tested. With the exception of mutacins P, Q, and X, all
other producing strains inhibit the tested streptococci. Mutacins A, B, I, J and T, nisins A and
Z, 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 confirm the wide activity spectra of nisins A and Z, and indicate that
mutacins of groups A, B, C, D, I, 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 characterize and to establish the primary structure of this new substance, we

purified mutacin B-Ny266 from cell pellets of Streptococcus mutans Ny266 by ethanol acid

extraction followed by reversed-phase chromatographies (Sep-pak® C\8 and C;g column on
HPLC). Its molecular mass is 2270 Da. The amino acid sequence obtained by Edman
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-terminal), 1 dhA residue and 1 dhB. It is the first mutacin for which the complete sequence
was established: F-K-A-W-U-F-A-Abu-P-G-A-A-K-O-G-A-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 B-Ny266 was compared to that of nisin A, oxacillin and
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vancomycin. The Minimal Inhibitory Concentration (MIC) was simultaneously determined for
these four substances against pathogenic 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 strains (Listeria sp., Bacillus sp., Clostridium sp., Neisseria
sp., staphylococci, streptococci, enterococci, peptostreptococci, Corynebacterium diphtheriae,
Propionibacterium acnes, Actinomyces viscosus, Gardnerella vaginalis, Campylobacter jejuni
et Helicobacter pylori). However, mutacin B-Ny266 is active against strains resistant to nisin
A, oxacillin or vancomycin. Its activity spectrum, 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 patogénicas resistentes aos antibidticos aumentou
consideravelmente nos ultimos anos e estas culturas constituem atualmente um sério problema
nos meios hospitalares. Os peptidios antimicrobianos, particularmente os lantibiéticos, podem
se tornar substitutos aos antibidticos aos quais vdrias bactérias se tornaram resistentes. O
interesse na utilizagdo destes peptidios estd em plena progressdo sobretudo como conservante

alimentar.

Com o objetivo de identificar um novo peptidio antibiético que possua um espectro de
atividade amplo, testamos vdrias cepas de Streptococcus mutans produtoras dos 24 grupos (de
A i X) de mutacinas. A atividade das cepas produtoras de mutacinas ou de lantibidticos
(utilisados como controles) contra vdrias cepas patogénicas foi determinada pelo teste de
antogonismo diferenciado. As mutacinas A, B, C, D, I, K, L et M assim como as nisinas A et
Z sdo ativas contra todas as cepas de enterococos testadas. Com excegdo das cepas produtoras
de mutacinas P, Q et X, todas as demais cepas produtoras inibem os estreptococos testados. As
mutacinas A, B, I, J e T assim como as nisinas A ¢ Z e a epidermina inibem as duas cepas
testadas de Neisseria gonorrhoeae resistentes aos antibiéticos. As mutacinas A. B, Ce D e as
nisinas A e Z inibem Campylobacter jejuni e Helicobacter 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, I, K, L e M s3o candidatas privilegiadas para o desenvolvimento dessas substancias
como antibidtico. A mutacina B-Ny266 (grupo B) que possui 0 mais vasto espectro de

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

Para caracterizar e estabelecer a estrutura primdaria dessa nova substancia nés purificamos a
mutacina B-Ny266 a partir de células da cultura de Streptococcus mutans Ny266 através da
extragdo a etanol dcido seguida pela cromatografia em fase invertida (colunas de C,;, Sep-
pak® et HPLC). A massa molecular dessa substincia é de 2270 Da. A sequéncia em
aminodcidos foi obitda pela degradagio de Edman apdés o tratamento da molécula a

ethanethiol alcalino. A mutacina B-Ny266 é composta de 22 amino4cidos e ela pertence ao
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grupo dos lantibiéticos. Ela difere das epiderminas em S residuos. Esse peptidio catidnico
contém 4 pontes thioethers (2 Lan, | MeLan et 1 AviCys em C-terminal), 1 residuo dhA et 1
dhB. Trata-se da primeira mutacina cuja sequéncia completa foi estabelecida: F-K-A-W-U-F-
A-Abu-P-G-A-A-K-O-G-A-F-N-U-Y-A.

Com o objetivo de propor o uso da mutacina B-Ny266 como bioconservante alimentar ou
como agente terapéutico, a atividade dessa mutacina foi comparada aquela da nisina A, da
oxacilina e da vancomycina. A concentragdo minima inibidora (CMI) foi determinada
simultaneamente pelas quatro substancias contra as cepas patogénicas e as cepas resistentes a
nisina e aos antibidticos. Os resultados indicam que a nisina A e a mutacina B-Ny266 sio
tanto ativas quanto & vancomycina e a oxacilina contra a maioria das cepas testadas (Listeria
sp., Bacillus sp., Clostridium sp., Neisseria sp., staphylococci, streptococci, enterococci.
peptostreptococci, Corynebacterium diphtheriae, Propionibacterium acnes, Actinomyces
viscosus, Gardnerella vaginalis, Campylobacter jejuni et Helicobacter pylori). Entretanto. a
mutacina B-Ny266 continua ativa contra as cepas que sao resistentes a nisina A, a oxacilina ou
a vancomicina. Seu espectro de atividade, sua baixa CMI contra as cepas patogénicas € sua
atividade contra as cepas resistentes as outras substancias tornam a mutacina B-Ny266 muito

eficaz para o desenvolvimento de agentes terapéuticos.
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PREAMBULE

La thése est composée de cinq chapitres. Le chapitre I, intitulé « Introduction générale », a
permis d’établir les raisons qui ont conduit 2 I'élaboration et 2 la réalisation de ce projet de
recherche soit I’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 antimicrobiens, les peptides synthétisés par
un complexe multi-enzymatique (antibiotiques) et ceux qui sont produits par les ribosomes
(bactériocines, lantibiotiques, mutacines) font 1'objet de cette revue. Les références

bibliographiques de ce chapitre sont présentées a la fin de la these.

Le travail rapporté dans le chapitre II, intitulé « Activity of bacterial strains producing
mutacins or lantibiotics against pathogenic bacteria », a permis de réaliser I’objectif | de mon
projet de doctorat: sélectionner une souche de Streptococcus mutans, productrice de mutacine
a large spectre d’action. Les résultats de ce travail ont été soumis pour publication dans
« Antimicrobial Agents and Chemotherapy ». Je suis la deuxi¢me auteure de cette publication.
J’ai planifié I’ensemble des expérimentations et j’ai déterminé les antibiogrammes des souches
et des isolats multirésistants aux antibiotiques. J’ai participé a I’exécution de 1'expérience
d’antagonisme différé et j’ai effectué les manipulations des souches pathogénes. J’ai bénéficié
de I'aide technique de Mme Diane Marion qui était chargée de la manipulation des souches
non pathogénes. La préparation du matériel pour les expérimentations était exécutée par
I’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 deuxiéme étape de I’'expérience, soit 1’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 pathogénes, cette étape a été réalisée uniquement par
moi. La lecture et le traitement des résultats ont été effectués par Mme Héléne Morency,

assistante de recherche. H. Morency a procédé au regroupement par similarité des substances
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inhibitrices. J’ai participé également a l'interprétation des résultats et a la rédaction de
I"article. Dr M. Lavoie a assuré la supervision des travaux, la rédaction de I’article ainsi que la

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

Le travail rapporté au chapitre I, intitulé « Purification and structure of mutacin B-Ny266:
a new lantibiotic produced by Streptococcus mutans » a permis de réaliser le deuxiéme
I’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 ». Elle a
également conduit au dépdt d’un brevet (canadien No 2,209,893 et américain dossier No
12406.3). Je suis I’auteure principale de cette publication. J’ai effectué I’ensemble des
expérimentations. J'ai participé a I’interprétation des résultats et a la rédaction de I'article. Dr
M. Lavoie a assuré la supervision des travaux et il a participé a la rédaction ainsi qu'a la

révision de I’article en collaboration avec le Dr C. Lacroix et la Dr G. LaPointe.

Le travail rapporté au chapitre IV, intitulé « Minimum inhibitory concentrations of mutacin
B-Ny266, nisin A, vancomycin, and oxacillin against bacterial pathogens », a permis de
réaliser I’objectif 3 de mon projet de doctorat: comparer I'efficacité de la mutacine B-Ny266
par rapport a la nisine (lantibiotique utilisé comme bioconservateur alimentaire) et a deux
antibiotiques de dernier recours (oxacilline et vancomycine) contre des souches bactériennes
pathogénes d’importance clinique et alimentaire. Ce manuscrit a été soumis au journal
« Antimicrobial Agents and Chemotherapy ». Je suis I'auteure principale de cette publication.
J’ai effectué I’ensemble des expérimentations. J’ai coordonné I’interprétation des résultats et
la rédaction de I’article. Dr M. Lavoie a assuré la supervision des travaux et il a participé a la
rédaction ainsi que la correction de I’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 thése (Chap. II, III et IV).

Des suggestions d’études futures sont aussi présentées dans ce chapitre.



TABLE DES MATIERES
RESUME COURT I
ABSTRACT (SHORT) v
RESUME LONGi....ccreescrenmsasresessasssssssssassssasssssssssasassassassssssssasasssssssnsesssnsssssssassssess \
ABSTRACT (LONG).ccccssernsccsonsensassssessrensossassssssssssssssssssmsssasnssssnssassassassassssassassssssssrsssass VII
RESUMO LONGO ...ucueeecnenrensmnssesessasensasssnsnsnsmssssssssssssnsssasssasessssassssssasssssssassessssssssssassas IX
REMERCIEMENTS ....ooceeeisemesnsesssassensssensasssssssssssassassssssesssssssssessasassassressssessasassnsssssssses XI
PREAMBULE ....c.ucoersscsssssmensossenssssssssssnssnsassssssssssssnssssssasssssnsesssessssssassssssssssssssasmsasassasann X
TABLE DES MATIERES XIV
LISTE DES TABLEAUX XIX
LISTE DES FIGURES .....ocoetitiernenssesscsssesesssesssssssssssensessssssssassssessssessassensassesassssasasssssans XXII
LISTE DES ABREVIATIONS XXIII
CHAPITRE I

INTRODUCTION GENERALE .......c.cccceeerenmsssosasessssssssarsassnenseseasassasessasseseasases 1
PROBLEMATIQUE GENERALE ........cccocesesensessessccssmsnensasasssnsasessssnssssssessasssssssossssssansssane 2

DOMAINE ALIMENTAIRE ccccvvterciacaseessrssersassssstsstastscsssassasaisassssssssssasasssssesssnssssassnsasssssannsansess 2

DOMAINE PHARMACEUTIQUE 3

BUT ET OBJECTIFS DU PROJET

REVUE DE LA LITTERATURE




1.1. SUBSTANCES ANTIMICROBIENNES PRODUITES PAR DES BACTERIES....... 6
1.2. LES PEPTIDES ANTIMICROBIENS 7
1.2.1. MODE D’ACTION DES PEPTIDES CATIONIQUES 7
1.2.2. PEPTIDES ANTIBIOTIQUES SYNTHETISES PAR UN COMPLEXE ENZYMATIQUE ....cccceeeenee 8
1.2.3. PEPTIDES ANTIBIOTIQUES SYNTHETISES PAR LES RIBOSOMES 8
1.3. LES BACTERIOCINES 10
1.3.1. HISTORIQUE .. 10
1.3.2. BACTERIOCINES DES BACTERIES A GRAM POSITIF . 12
1.3.3. NOMENCLATURE 14
1.3.4. CLASSIFICATION e 14
1.3.5. BACTERIOCINES VERSUS ANTIBIOTIQUES .15
1.4. LES LANTIBIOTIQUES ... 18
1.4.1. HISTORIQUE 18
1.4.2. CARACTERISTIQUES cccceeeeccrsursssnsacssssensssessassssossasasssssssnossessssarossassssasassssssassssassnssssnes 19
1.4.3. CLASSIFICATION 22
1.4.3.1. Lantibiotiques de tyPe A ..........ooiriiiiiriiimieiniiieiiieteeteeeeeerieaeeeeeeeeeeeeennennanneees 26
1.43.1.1.Classe Al ... eeeeeeoeeeretante s ee s te et et et n e et e et e e ra e st e aransaerananeaas 27
1.4.3.1.2. Classe AldL. ... et rrtree e sm e ace e et e s e e me e essannnssnn e s saasse s sannsesaseennnneenn 28
1.4.3.2. Lantibiotiques de type B ............ee et 29
1.4.4. ASPECTS STRUCTURAUX eeetsessenssssssennnrsnssensssasesesssnsace 30
1.4.4.1. Acides aminés NON-USUEIS .........cceeirrrerirremniieeeee e ee ettt e e e e eeeeeeees 30
1.4.4.2. Structure primaire des lantibiotiques ... 32
1.4.4.3. Synthése des acides aminés NON-USUELS ............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 37
1.4.4.4. ROle des acides aminés NON-USUES........ccoooiiiiiiiiiiiiie e 42
1.4.5. BIOSYNTHESE DES LANTIBIOTIQUES .43
1.4.5. 1. MOQIfICAtION ... ettt e e e s e eesee e e s e eaee e e eeeeeeeenneees 43
1.4.5.2. Clivage €t SECTELION. ........uneiiieeei et e e e e e e e creceeee e eese e eeaaeeaaeeaeeseennns 44
1.4.5.3. Régulation de 1a biosSynthese..........ccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceere e 47
1.4.5.4. Immunité des souches productrices..........coooeiimiiiiiiiiiiiiiiiniiiieeeee e 47
1.4.5.5. Déterminants SENELIQUES...........cccorrrereeemoommsriiisireceeeeeemreeerteeearaereaaeeereraaseseesnnnnns 48
1.4.6. ACTIVITE BIOLOGIQUE 52
1.4.6.1. Activité biologique de lantibiotiques de type A.............ccoiiriiiiiiiiiieaeee 52
1.4.6.2. Activité biologique de lantibiotiques de type B ..., 55
1.4.7. RESISTANCE AUX BACTERIOCINES 56
1.4.7.1. Résistance naturelle aux bactériocines des bactéries 8 Gram négatif.................. 56
1.4.7.2. Résistance aux bactériocines des bactéries 8 Gram positif.................cccccemeeeeeee. 57
1.4.7.3. RESISIANCE CTOISEE......ccocureertneiiceiieeereeeemanere i reeie e e e e s e trtteeeaaeseseseseeaeaeaaaeasensennnns 61
1.4.8. APPLICATIONS 62
1.4.8.1. Applications alimentaires..............ccccereiiiiimimiiiiiic e 64

1.4.8.2. Applications pharmaceutiques .............ccooeuveeiimmiiireiiieeeee e 66



1.5. LES MUTACINES coeeresansessansenss O8
1.5.1. HISTORIQUE ET DEFINITION ceeeorensesansassasse 68
1.5.2. CLASSIFICATION 68
1.5.3. CARACTERISTIQUES ..cccereecesecsessnssessonessssssessenssssasenssonssssssssrassssassssassassseesssasssssnssnsanse 69

CHAPITRE 1

ACTIVITY OF BACTERIAL STRAINS PRODUCING MUTACINS OR

LANTIBIOTICS AGAINST PATHOGENIC BACTERIA .......cciiciiiescnirannennsonnccnscaennas 80
2.1. RESUME ceeusenssseasersasensersensrsssscrsnassssnaserns 81
2.2. ABSTRACT tetecseassansssesesesensansssaasenssrsasansanses 82
2.3. INTRODUCTION .....cucceerecncrcnccscssssesassosssssssssassssassessesseesssssssasssassssnssssssssssassssasassasseses 83
2.4. MATERIALS AND METHODS ....ccceeiccreescsestsessearcssssssassasssenssrosssessssssessasssssessessssnosse 84

2.4.1. BACTERIAL STRAINS..ccccuttmsserccassecnscsascansessssssassnsessossessesassasnsssonssassssssasssasasnsasnsansesces 84

2.4.2. DETERMINATION OF ACTIVITY SPECTRA .ccccevereerssnncsscsssasossacsssssensnsssosasassensassossasenses 84
2.5, RESULTS cocuuceeeeicinrecenissssestssssarasssssssssassisssssssesasssssassassasassssssnnestosssssssessassosassnsnasessaasons 8§
2.6. DISCUSSION... tesereesessenstessinaneanenttareanissetestattasttsasstasstesnsessanasrasssansansnantass 86
2.7. ACKNOWLEDGMENTS ...ccccoeietetemanusansesssessassacsassssscrssssasssssasssssssnsssesssnnsssesssssosssansons 89
2.8. REFERENCES ......cciiitictusninscsasosonsssssssessassarssestasssssassasssssssasssssssssssssassasssssssssssssssassans 90

CHAPITRE III

PURIFICATION AND STRUCTURE OF MUTACIN B-NY266: A NEW

LANTIBIOTIC PRODUCED BY STREPTOCOCCUS MUTANS .c.coueeeererenrersssssassasssans 110
3.1. RESUME ..ucoveeersencscosmsssessssssssorsssssssasosssssssensassastsssansassssssessessases eeeeeneennenenens 111
3.2, ABSTRACT ..eeveeceresrenesesessossssesssssrssssessassssssssasssssssssssssssssasssesnastessasssssssasassssssassssasanss 112

3.3. INTRODUCTION.....cccceececcseecsrecssssssssussssassesssasntssssssasassorassssssnntsssssssssssassssssssassosssanse 114




3.4. MATERIAL AND METHODS cevecsrersreesnanes 115
3.4.1. MUTACIN PRODUCTION. ceessenccescansesstsnssesssarsensasenssisasesessnasanee 115
3.4.2. DETERMINATION OF INHIBITORY ACTIVITY 115
3.4.3. MUTACIN EXTRACTION AND PURIFICATION ....... creescseseasensansanes 115
3.4.4. POLARITY CALCULATION 116
3.4.5. PURITY ASSESSMENT ..116
3.4.6. MOLECULAR MASS DETERMINATION . 116
3.4.7. AMINO ACID ANALYSIS 117
3.4.8. SEQUENCE DETERMINATION . 117
3.4.9. PROTEIN SEQUENCE ACCESSION NUMBER ceesvesseenesssansenas 117

3.5. RESULTS cececeteceaccocoscecsascosaosssaseerssensonesensansasaseas cresesenssresansees 118

3.6. DISCUSSION eeneetssasasesnsssensassssnassnnanensennerens 119

3.7. ACKNOWLEDGMENTS....... 122

3.8. REFERENCES 123

CHAPITRE IV

MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATIONS OF MUTACIN B-NY266, NISIN A,

VANCOMYCIN, AND OXACILLIN AGAINST BACTERIAL PATHOGENS............ 130
4.1. RESUME ...uccoveercrnscssessessesssssasssssssscsssssssssassasassssssasess eeessesassssssnnsansases 131
4.2. ABSTRACT ceveeeceeseserasaserssssonsenseses 132
4.3. INTRODUCTION coeveereoee . 133
4.4. MATERIALS AND METHODS ceetesttcseantaresansessesassasasssanesrnsenrerarnane 134
4.4.1. BACTERIAL STRAINS, AND CULTURE CONDITIONS. 134
4.4.2. ANTIMICROBIAL AGENTS cesees 134
4.4.3. DETERMINATION OF THE MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATIONS ...................... 135
4.4.4. HEMOLYTIC ACTIVITY cececensacccscscacassossasccassesssssssassesressassorsensessssassancasssnsese ..135
4.4.5. ANTIBIOGRAMS 136
4.5. RESULTS recrorssssnsnrestanasasssesssssnnane 136

4.6. DISCUSSION.... 139




XVIII

4.7. ACKNOWLEDGMENTS .....ccccettatsssnsancssnseccnnssosensaenssscncsssaseons .. 145
4.8. REFERENCES 146
CHAPITRE V
DISCUSSION ET CONCLUSIONS 173

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .......cccocenueinenmcessssrerssssassossssssesssansssassrssssasassesss 183




Chapitre I

Tableau 1. 1.

Tableau 1.2.

Tableau 1.3.

Tableau 1.4.

Tableau 1.5.

Chapitre I1
Tableau 2.1.

Tableau 2.2.

Tableau 2.3.

Tableau 2.4.

Tableau 2.5.

Tableau 2.6.

Tableau 2.7.

Tableau 2.8.

LISTE DES TABLEAUX

Liste et caractéristiques des lantibiotiques rapportés dans la littérature. ............ 20
Genes impliqués dans la biosynthése, 1a régulation et I'immunité

des 1antibiOtIQUES.. .............ovmrireieeceeeceeereceeeeeree ettt eecc et e e e s s se s e raannes 50
Applications et quelques exemples de brevets revendiqués pour

les 1antibiotiQUES. .............uiiiiic sttt e e s e e e s e e e e e s eeaa s e 63

Avancement des phases de développement pour [’utilisation de a nisine

comme agent thérapeutiqQue. ...........cccceeemrmimmiiemrnemriiieeeecceeee e 66
Principales caractéristiques des mutacines.........o.cooeeeiieieciiiiiiiniiecceeceee, 70
Inhibitory strains used in this Study. .....c.ccomiieieiiiieiie 96

Bacterial pathogens tested for their sensitivity towards mutacins and

1anEIDIOUICS. ..ccooeiiiiiit et ee e 98
Activity? of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic against
micrococci, peptostreptococci and enteroCOCCi. .. .ovvuureeeieiieeiiniieiaiiieeeeerneaeeanes 101
Activity® of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic against
StAPRYIOCOCCH. .uvvieiritieiicciier ettt 102
Activity” of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic against
SITEPLOCOCCI. vruvrriienniieeicerrenseeeeeeeencaecstmennaesies s rrrs e e es s aessssssnaese e ransnsnsssansn 103
Activity” of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic against
Gram-pOSitiVe TOAS. ......ennrmciiiiieiieiccccs ittt crer e s s cesaasee aansrannnnes 105
Activity? of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic against
Gram-negative PAthOZENS. .........cceeeueeemmreiiiterrrnniiniiieceees e sane s ee e enne s 107
Activity® of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic against

NISIN TESISTANT MULANES. .......oovveerieenrnreeeeessecsnserseesaransessarsssssssssssestanssnesssnssonssse 108



Chapitre I11
Tableau 3.1. Mean yield of mutacin B-Ny266 for each purification step4............................ 126
Tableau 3.2. Amino acid composition of mutacin B-Ny266. ..o 127
Tableau 3.3. Comparison of the first 7 N-terminal amino acids of mutacin B-Ny266

with other known lantibiotics of group A. ... 128
Chapitre IV
Tableau 4.1. Bacterial strains and test CONAItioNS................eeemmmmmremmreiiiieiieinreniceeere e 153

Tableau 4.2. Antibiotic resistance patterns of clinical and mouse isolates as determined
BY ANUDIOZTAML. .ottt et e st eset e st 159
Tableau 4.3. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against
four Micrococcus luteus Strains. .............co.ccocoviirmmiimmmmmimieeeeeeieecee e aeee 161
Tableau 4.4. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against
ENLETOCOCCH. .uueeerreeniecmtmnrensiieririiiaisunsessessorsesssrsmrsnsssrrnnssssssssesssmnnnrrssnssnnnssnases 162
Tableau 4.5. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against
LiSIEEIQ SPP---eevvereeeisssrvrrarsrrienineiniie ettt areesasnaessa s ses s ee s ettt e ettt st e e st e e st sses 163
Tableau 4.6. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against
SEAPRYIOCOCCH. .cci ittt 164
Tableau 4.7. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against
SHTEPLOCOCCH. «eveveeerrrreirrninreeissittieitte ettt eeee s se e e s cr et e s et e 166
Tableau 4.8. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against
spore-forming Gram-positive bacilli. ...........cceereenieiniiinnniin 167
Tableau 4.9. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against
miscellaneous Gram-positive pathogens. ...........coooieermrieniciiniiiniiee 168
Tableau 4.10. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against
Gram-negative PathOgens. ..ottt e 169
Tableau 4.11. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against
NEiSSEria SIUTAMNS. .ccoeuviririrriniriiniiiieisiureeisesissrenssnsssrereess e testentaaese s easssneer 170
Tableau 4.12. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against

other lantibiotic-producing SIraNs...........ccceeeereeoversiiiniiinnrnntn s 171



Tableau 4.13. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against

NISIN-TESISLANE MULANIS. ....ceenereneirerenreneernenreeeneeneeseearsessressesssnsmsnsannsrsessssssorsnoses 172



LISTE DES FIGURES
Chapitre I
Figure 1.1. Schéma de la classification des lantibiotiques selon leur structure et leur
SEQUENCE SIZNAL. .......ooiiriiiiiieitricretrrer e s 23
Figure 1.2. Comparaison des différents types de peptides signal chez les lantibiotiques et les
DACIEMIOCINES. ....oiiiiniiiiiiecccrieceeenee e cr st bbbt ee s e e s eateeaeeennnne 25
Figure 1.3. Principaux acides aminés non-usuels et résidus dérivés des acides aminés retrouvés
dans les 1antibiotiQUES. ......c..cveiriiiricrroii it 31
Figure 1.4. Longueur du peptide signal et du pré-peptide; séquence des pro-peptides et des
peptides mature (avec les modifications aprés traduction) pour différents
lantibiotiques de types A et B.............ueiiiiimi e 35
Figure 1.5. Structures représentatives des principaux lantibiotiques.................cccccoeceinan. 36
Figure 1.6. Mécanisme de formation des lanthionines durant la maturation des lantibiotiques.
........................................................................................................................... 38
Figure 1.7. Mécanisme de formation de I’aminovinyl-D-cystéine (AviCys)...........cccccceeeeet 40
Figure 1.8. Schéma de la biosynthése de I'épidermine: modifications du pré-peptide (LanA).46
Figure 1.9. Modeéles proposés pour la formation des pores dans les membranes cytoplasmiques
par les lantibiotiques cationiques de type A, lorsqu’ils sont en solution............... 54
Chapitre II
Figure 2.1. Grouping of the lantibiotic- or mutacin-producing strains according to the
similarity of their activity spectra against the tested pathogen strains bacterial .. 109
Chapitre 111
Figure 3.1. Comparison of the proposed structure of mutacin B-Ny266 with those of

epidermin (staphylococcin 1580) and gallidermin. ... 129



LISTE DES ABREVIATIONS [Acides aminés (code 2 une lettre)]

{Polaire, chargé (+1), pH 6,0]
Arginine
Lysine
Histidine
(Polaire, chargé (-1), pH 6,0])
Acide aspartique
Acide glutamique
[Polaire, non-chargé]
Tryptophane
Tyrosine
Sérine
Thréonine
Cystéine
Asparagine
Glutamine
(Hydrophobe, non-chargé}
Valine
[soleucine
Leucine
Méthionine
Phénylalanine
Glycine
Alanine
Proline

[Non-usuels]
Lanthionine
B-Méthyllantionine
2,3-Didéhydroalanine
2,3-Didéhydrobutyrine
Acide erythro-3-hydroxy-L-aspartique
S-(Z)-2-aminovinyl-D-cystéine
S-Aminovinyl-D-méthyl-cystéine
(2S, 8S)-Lysinoalanine
D-Alanine
2-Oxopropionyle
2-Hydroxy-propionyle
2-Oxobutyryle
Alloisoleucine
Diméthyl-N-Alanine
Acide 2-aminobutyrique

Arg ([R)
Lys (K)
His (H)
Asp (D)
Glu (BE)
Tp (W)
Tyr (YY)
Ser S)
Thr (T)
Cys (O
Asn  (N)
Gln (Q)
val (V)
Ile D
Leu (L)
Met (M)
Phe (F)
Gly (G
Ala (A)
Pro (P)
Lan
MeLan ou BM-Lan
dhA (U)
dhB (O)
HyAsp
AviCys
AviMeCys
LysN-Ala
D-Ala

Op

Hp

Ob

alle
Me2N-Ala
Abu

XXIII



CHAPITRE 1

INTRODUCTION GENERALE



1S

PROBLEMATIQUE GENERALE

DOMAINE ALIMENTAIRE

Un des principaux problémes de conservation des aliments a I'état frais ou légérement
transformés est la présence de microorganismes. Ces microorganismes peuvent attaquer les
constituants alimentaires et rendre les aliments impropres a la consommation. De plus, certains
peuvent provoquer des infections et des intoxications alimentaires. La réfrigération seule
n'assure qu'une courte durée 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 atmosphéres modifiées, le risque de contamination par les
bactéries psychrotrophes et par les bactéries pathogeénes (Clostridium botulinum, Listeria
monocytogenes, etc.) a augmenté. Ceci justifie 1a nécessité de développer des méthodes

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

Depuis quelques années, on remarque un accroissement de l'intérét pour l'utilisation de
métabolites microbiens actifs contre les bactéries pathogénes et celles qui détériorent les
aliments. Parmi ces métabolites, les bactériocines (peptides antimicrobiens 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 I'objet de nombreuses études. La nisine est produite par des souches de Lactococcus lactis
et est le seul lantibiotique actuellement utilisé comme bioconservateur alimentaire. Le succés
de la nisine a stimulé I’intérét pour la recherche de nouvelles bactériocines (lantibiotiques ou

non).



DOMAINE PHARMACEUTIQUE

Les cinquante derniéres années ont été considérées comme « l'ére des antibiotiques
classiques » ou des produits bactéricides naturels et semi-synthétiques ont été utilisés avec
beaucoup de succeés dans les traitements d'infections diverses. Cependant, méme les meilleurs
antibiotiques démontrent une diminution d'efficacité. La résistance aux antibiotiques se fait de
plus en plus fréquente chez les bactéries. La croissance rapide et la plasticité génétique des
bactéries engendre des mutants conduisant i 'adaptation aux nouveaux environnements. La
mutation confére 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: I'accumulation de mutations chez les bactéries pathogénes ou des ciasses
entiéres d'antibiotiques sont devenues inactives, et l'absence de nouvelles classes

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

Actuellement, il y a un intérét croissant pour les peptides antibiotiques, spécialement les
peptides cationiques. Des centaines de molécules ont été synthétisées et seulement quelques-
unes ont ét€ 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 a
Gram positif, leur utilisation est de plus en plus envisagée. Etant donné que les bactéries sont
tuées rapidement par une perturbation physique des membranes cellulaires, les peptides
antibiotiques ne devraient pas faire face a I’apparition rapide de résistance (Hancock, 1997).
Cependant, des mutants résistant aux bactériocines (ex. nisine) ont été sélectionnés en

laboratoire (voir section 1.4.7, résistance aux bactériocines).



BUT ET OBJECTIFS DU PROJET

Le but principal de notre travail est I'étude d’une nouvelle substance antibactérienne
(mutacine B-Ny266) qui pourrait éventuellement étre utilisée soit comme bioconservateur
alimentaire ou comme agent thérapeutique contre les souches bactériennes pathogénes et plus
particuli¢rement contre celles qui sont résistantes aux antibiotiques. Pour y parvenir, les

objectifs spécifiques a atteindre et la méthodologie utilisée étaient:

(1) Sélectionner une souche de Streptococcus mutans productrice d’une bactériocine a

large spectre d’action (Chapitre II)

Sélectionner une souche bactérienne productrice de bactériocine parmi les souches de
Streptococcus mutans du laboratoire du Dr Lavoie. Le critére principal de ce choix est le
spectre d’inhibition qui doit étre trés étendu. Il faut que la substance produite soit capable
d’inhiber les souches indésirables dans le domaine alimentaire ainsi que les souches
pathogénes d’importance clinique. La méthode d’antagonisme différé a été utilisée pour
déterminer I'activité de 24 souches mutacinogénes (A a 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-JH1140.



(2) Purifier, séquencer et caractériser la mutacine B-Ny266
(Chapitre ITI)

La mutacine a été extraite a partir de culots bactériens de S. mutans Ny266 par I’éthanol a
pH acide. Le peptide a été purifié selon I’hydrophobicité par chromatographie a 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 I’hydrolyse acide et la dérivation a 1I’o-phtaldialdéhyde (OPA) et la séquence en
acides aminés par la dégradation d’Edman suite a la dérivation du peptide par I'éthanethiol
alcalin.

(3) Déterminer ’efficacité de la mutacine B-Ny266 contre des souches pathogenes
(Chapitre IV)

L’efficacité de la mutacine B-Ny266 a été évaluée par rapport a la nisine (lantibiotique
utilisé comme conservateur alimentaire) et a deux antibiotiques de dernier recours (oxacilline
et vancomycine). La technique de la concentration minimale inhibitrice (MIC) a été utilisée
pour évaluer la concentration minimale bactéricide contre des souches bactériennes
pathogeénes importantes dans les domaines alimentaire et clinique ainsi que contre des souches

multi-résistantes aux antibiotiques.



REVUE DE LA LITTERATURE

1.1. SUBSTANCES ANTIMICROBIENNES PRODUITES PAR DES BACTERIES

Plusieurs substances chimiques sont libérées a I’extérieur des cellules bactériennes durant
les différentes étapes de leur croissance. Certaines de ces substances ont comme fonction
I'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
I'ammonium et le peroxyde d’hydrogéne;

(b) des peptides antimicrobiens synthétisés par voies multi-enzymatiques, les
« antibiotiques classiques » (bacitracine, valinomycine, gramicidine, polymyxine B):

(¢) des peptides antibiotiques synthétisés par les ribosomes comme précurseur peptidique
qui peuvent (lantibiotiques, microcines, cécropines) ou non (bactériocines non-
modifiées) subir des modifications enzymatiques aprés 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, phospholipase A et hémolysines):

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

(g) des bactériophages défectueux (quelques pyocines).



1.2. LES PEPTIDES ANTIMICROBIENS

Les peptides antibiotiques peuvent étre divisés en deux sous-groupes; les peptides produits
par un complexe multi-enzymatique (les antibiotiques classiques) et ceux synthétisés par les
ribosomes comme précurseur peptidique et qui subissent (les lantibiotiques) ou non des
modifications enzymatiques aprés traduction. La principale différence entre ces deux groupes
est que ceux synthétisés par les ribosomes sont codés par un géne spécifique (structural), et
ceux synthétisés par un complexe multi-enzymatique ne le sont pas (Jack et Jung, 1998). Dans
ce dernier cas, plusieurs génes codent pour les enzymes nécessaires a la biosynthése des

antibiotiques.

1.2.1. MODE D’ACTION DES PEPTIDES CATIONIQUES

L'effet bactéricide de ces peptides découle de la formation de canaux a 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 a une forme structurée. Ils forment des agrégats et
leur c6té 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 potentiel membranaire élevé,
par la quantité élevée de lipides chargés négativement et, par 1'absence de lipides cationiques
et de cholestérol dans la membrane cytoplasmique (caractéristiques des membranes
bactériennes). Les cellules eucaryotes possédent un potentiel membranaire et un niveau de
cholestérol €levé et trés peu de lipides anioniques, ce qui explique la sélectivité des peptides

cationiques envers les bactéries (Hancock, 1997).



1.2.2. PEPTIDES ANTIBIOTIQUES SYNTHETISES PAR UN COMPLEXE ENZYMATIQUE

Le mécanisme de 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 biosyntheése des peptides. Aprés chaque étape, le peptide passe au domaine suivant pour les

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

Les peptides antimicrobiens formés par un complexe enzymatique peuvent étre produits par
des mycétes comme c'est le cas de l'alaméthicine (produite par le Trichoderma viride) 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 licheniformis) est un peptide cyclique qui ne forme pas
de canaux a ions mais qui inhibe la biosynthése de la paroi cellulaire. Elle est utilisée comme
antiseptique pour des applications locales. La valinomycine est un peptide ionophore cyclique
trés hydrophobe, qui forme des canaux a ions dans la membrane cytoplasmique. La
polymyxine-B, produite par Bacillus polymyxa, est un peptide qui posséde une extrémité
aminée libre et une région carboxyle cyclique. Elle est active contre certaines bactéries 4 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 SYNTHETISES PAR LES RIBOSOMES

Les peptides antimicrobiens synthétisés par les ribosomes sont trés répandus dans la nature.
IIs peuvent étre produits par des procaryotes (bactéries) ainsi que par des eucaryotes (mycétes,
plantes, animaux vertébrés et invertébrés: mammiféres, insectes, amphibiens). Ces peptides
sont des composantes importantes des défenses naturelles de plusieurs organismes contre les
infections microbiennes, principalement bactériennes (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
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membranes phospholipidiques (chargées négativement) et la paroi cellulaire des bactéries (qui
a un caractére acide), tandis que leur caractére amphiphile permet la perméabilisation

membranaire (Nissen-Meyer et Nes, 1997).

Les peptides antimicrobiens, chez les animaux, forment la premiére 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
mammiféres, 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 !'intestin (Hancock,
1997). Ces peptides ont un spectre d'action étendu, méme en concentrations micromolaires.
contre les bactéries 3 Gram positif et 28 Gram négatif, les mycétes 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 (magainines) contre les microorganismes de

I'eau.
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1.3. LES BACTERIOCINES

1.3.1. HISTORIQUE

Le phénomeéne d’inhibition d’une souche bactérienne par une autre est connu depuis
longtemps. Pasteur et Joubert en 1877 ont observé I’effet inhibiteur des bactéries présentes
dans l'urine (milieu de culture) contre le Bacillus anthracis (cité par Tagg et al. 1976).
Cependant, la premiére étude systématique a été effectuée par Gratia en 1925. Celui-ci montra
qu’une souche d’E. coli V produisait une substance bactéricide (méme lorsque trés diluée)
envers une autre souche d'E. coli ¢. Il donna le non a cette substance de « principe V »
(aujourd’hui elle est connue sous le nom de colicine V; Reeves, 1965). Toutefois, c’est en

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

Des substances analogues ont ensuite €té décrites chez plusieurs membres de la famille des
Enterobacteriaceae, 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 Hamon et Péron (1963) se
réféerent a 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 moléculaire (6 kDa), ferait plutdt 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 aprés la traduction du peptide (microcine B17) et
peuvent étre divisées, selon leur mode d'action, en trois groupes: groupe A qui inhibe les
enzymes métaboliques, groupe B qui inhibe la réplication de ' ADN (microcine B17) et groupe
C qui interfére avec la production d’énergie (Nissen-Meyer et Nes, 1997). Toutefois, la
production de substances similaires par d’autres espéces bactériennes a aussi été observée. Le
terme bactériocine a été utilisé alors pour désigner ces substances inhibitrices produites par

différentes espéces bactériennes (2 Gram négatif ou a Gram positif; Jacob et al. 1953).
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Les premiéres observations d'antagonisme produit par des souches bactériennes a 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 premiéres 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 1951, cependant,
que Hirsch et al. ont suggéré l'utilisation de la nisine comme conservateur alimentaire. La
nisine a été utilisée avec succeés pour prévenir la détérioration de fromage type Suisse par
I'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 UL/Kg/J) (Molitor et
Sahl, 1991). Dix ans plus tard, son utilisation a été permise dans 27 pays a travers le monde,
mais c’est en 1988 que le FDA (Food and Drug Administration, USA) lui donne le statut de
« GRAS » (Generally Recognized As Safe) (Molitor et Sahl, 1991). En 1971, Gross et Morell
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, a |'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 succés de la nisine a stimulé l'intérét pour les bactériocines. Depuis une vingtaine
d’années, on remarque l’accroissement important du nombre de publications sur les
bactériocines des bactéries a Gram positif, en particulier les bactéries lactiques, di a leur

potentiel d’application dans le domaine alimentaire (Sahl er al. 1995).
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1.3.2. BACTERIOCINES DES BACTERIES 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 a l'extérieur de la cellule. Le peptide signal, qui est retranché durant
ce processus, il rend probablement la bactériocine inactive a I'intérieur de la cellule et aide au
transport de la bactériocine 2 I'extérieur. En plus, étant donné que la bactériocine est toxique
pour la cellule productrice ainsi que pour les autres cellules, la cellule productrice posséde un

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

Le terme bactériocine fut originellement défini par Jacob ez al. en 1953 de facon trés
spécifique pour désigner des substances antibiotiques de nature protéique du type colicine
produites par certaines souches de la famille des entérobactériacées. La synthése de ces
protéines serait létale pour la souche productrice et leur adsorption dépendrait de récepteurs
spécifiques a 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 a des souches de la méme espéce ou d’espéces voisines) et; (¢) déterminants

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

Il est évident, cependant, que la majorité des bactériocines produites par les bactéries a
Gram positif ne s'intégrent 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 synthése n’est pas létale pour la souche productrice;

(c) il n’y a qu’une trés faible évidence que leur action débute par la fixation sur des

récepteurs spécifiques;

(d) les déterminants génétiques peuvent étre plasmidiques, sur un transposon (nisine), ou
étre codés par le chromosome (Jack et al. 1995; Caufield et al. 1990). Il semble que
l'interaction létale des bactériocines des bactéries a Gram positif avec les cellules
sensibles dépend, en général, de la compatibilité entre les charges de surface et les

domaines hydrophobes de 1a molécule (Tagg, 1992).
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Etant donné que la définition du terme « bactériocine » 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 3 Gram positif en tenant compte des caractéristiques différentes des
colicines mentionnées ci-dessus ou;

(b) l'utilisation du terme BLIS « Bacteriocin-Like Inhibitory Substances » pour désigner
des peptides ou des protéines bactéricides excrétées a I'extérieur des cellules par des
bactéries a Gram positif ou 3 Gram négatif, capables de tuer d’autres espéces

bactériennes a trés faibles concentrations.

Dans diverses publications scientifiques, des bactériocines portant différentes appellations
s’averent, aprés caractérisation compléte, posséder la méme séquence en acides aminés et la
méme séquence nucléotidique correspondant au géne de structure (ex. pédiocine PA-1 et
pédiocine AcH, épidermine et staphylococcine 1580, curvacine A et sakacine A, diplococcine
et lactococcine A). Normalement, ses substances devraient avoir le méme nome (le premier
nom qui a été publi€). Jack et al. (1995) ont proposé que le terme bactériocine ne soit utilisé
qu’apres que la séquence en acides aminés et la séquence nucléotidique correspond au géne
structural soient connues. Jusqu'a ce moment, le terme BLIS suivi du nom de la souche

productrice devrait étre employé.

On peut alors définir les bactériocines des bactéries 2 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 aprés traduction. Normalement, les cellules productrices sont

immunes a I’action bactéricide de leur bactériocine.
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1.3.3. NOMENCLATURE

La nomenclature des bactériocines, principalement celle des bactéries 3 Gram positif
n’est pas trés uniforme. Parfois le nom de la bacteriocine est basé sur I'espéce et d’autre
fois sur le genre des souches productrices (ex. bactériocines 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 premiéres
syllabes de ce nom), auquel on ajoute le suffixe « cine » (ex. Colicine: bactériocine
produite par Escherichia coli, mutacine: bactériocine produite par Streptococcus mutans),
ou encore par celui du genre (ou les premiéres syllabes de ce nom), auquel la désinence
« cine » est ajoutée (Hamon, 1965). Afin de spécifier une bactériocine donnée, il a été
suggéré d’incorporer la désignation 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).

1.3.4. CLASSIFICATION

Les bactériocines des bactéries 2 Gram positif sont produites par différentes espéces
bactériennes. Leurs structures varient considérablement. Cependant, on peut les classer en
deux groupes principaux, avec les bactériocines qui subissent des modifications aprés
traduction (les lantibiotiques ou classe I) et celles qui ne sont pas modifiées (classes II, III
et IV). Klaenhammer (1993) a réparti les bactériocines en quatre classes distinctes, selon
leur taille, leur structure et leur mode d’action:

(I' Classe I: lantibiotiques, petits peptides actifs sur les membranes contenant des acides

aminés modifiés (non-usuels) aprés la traduction du pré-peptide(ex. les lanthionines).
La nisine et I’épidermine sont des exemples de lantibiotiques. Cette classe sera
décrite plus en détail un peu plus loin;

(II) Classe II: bactériocines de petite taille (<10 kDa), thermostables, actives sur les

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

trois sous-classes:
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(I1a) les peptides actifs contre Listeria ayant une séquence consensus « -Tyr-Gly-Asn-
Gly-Val-Xaa-Cys- » située dans la région aminée de la protéine mature, ex. pédiocine
PA-1, sakacine A, sakacine P, leucocine A, curvacine A. Cependant, il y a plusieures
especes de Listeria qui sont sensibles A ces bactériocines, tandis que d’autres y sont
résistantes. Jusqu'a présent, le role exact de cette séquence consensus sur la sensibilité de
Listeria sp. n’a pas été établi (Jack et al. 1995);

(IIb) les bactériocines a deux peptides distincts nécessaires a leur activité, ex.
lactococcine G, lactococcine M, et lactacine F;

(IIc) les bactériocines pour lesquelles les résidus cystéines doivent €tre réduits pour que
la bactériocine soit active. La lactococcine B est la seule bactériocine de ce groupe;

(IIT)Classe III: bactériocines thermolabiles de masse moléculaire supérieure a 30 kDa, ex.
helvéticine J, helvéticine V-1829, acidophilucine A, lactacines A et B;

(IV)Classe IV: bactériocines complexes qui renferment en plus d’une portion protéique
essentielle, une partie non-protéique (lipide ou hydrate de carbone) indispensable a
I’activité, ex. plantaricine S, leuconocine S, lactocine 27, pédiocine SJ-1. Toutefois. il
n’a pas encore été bien établi que la portion non-protéique fasse partie de la structure
primaire ainsi que son rdle dans I’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, 1991). L’analyse chimique des antibactériens purifié€s serait
nécessaire pour confirmer I'importance de ces groupements dans I’activité biologique de

ces bactériocines (Jack et al. 1995).
1.3.5. BACTERIOCINES VERSUS ANTIBIOTIQUES

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

bactériocines (colicines) ont été découvertes durant I’ére des antibiotiques.

Les premiéres observations du phénoméne antibiotique furent la découverte de la
pénicilline, lorsque Alexander Fleming, en 1929, constata la lyse de staphylocoques par le
contaminant, Penicillium notatum. A partir de 1939, la recherche extensive de molécules

antibiotiques, surtout a partir des microorganismes du sol, a conduit a la découverte de
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nombreuses molécules (plus de 6000) dont plusieurs sont utilisées en clinique de nos jours.
Par contre, un nombre encore plus élevé de molécules ne sont pas utilisées, se révélant trop

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

Les différentes classes d’antibiotiques agissent & divers niveaux du métabolisme ou sur les
mécanismes de la biosynthése bactérienne (Neu, 1987), en perturbant: le métabolisme de
I’acide folique menant a la synthése des purines (sulfamides et triméthoprime); la réplication
et la transcription de I’ADN en inhibant une des sous-unités de I’ADN gyrase (acide
nalidixique et quinolones) ou I’ARN polymérase (rifampicines); la traduction en se fixant sur
les sous-unités ribosomiques 30S ou 50S (aminosides-aminocyclitols tétracyclines,
macrolides-lincosamides, chloramphénicol et acide fusidique); et I'élaboration des membranes
en inhibant les enzymes responsables de la synthése du peptidoglycane (B-lactamines et y-
lactamines) ou en se fixant a certaines enzymes membranaires (gramicidines, glycopeptides.

lipoglycopeptides, bacitracines, fosfomycine et cyclosérine).

On peut définir les antibiotiques comme étant des substances, de nature protéique ou non.
synthétisées par des microorganismes, capables, méme 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 Actinomycetes. Parmi les
bactéries, le genre Bacillus produit des antibiotiques principalement de type peptidique

(bacitracine, gramicidine, polymyxine-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

synthése:



17

(i) La premiére approche concerne surtout I’application de ces substances. Les antibiotiques
seraient destinés a 1I’application clinique, tandis que les bactériocines a I’alimentaire. Les
antibiotiques ont été pendant longtemps utilisés avec succés pour améliorer les
performances zootechniques et sanitaires des animaux d’élevage. En fonction des
conséquences li€es a I’usage des antibiotiques dont Ia principale est le développement de
bactéries résistantes, la législation est de plus en plus restrictive quant a leur utilisation
comme facteur de croissance. Cependant, I'utilisation de la natamycine (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, I’ utilisation topique de I'épidermine
et de la gallidermine contre 1’acné; de la nisine dans les pates dentifrices, dans les
cosmétiques, et contre les ulcéres d’estomac. Alors, ce critére ne semble pas soutenir la

différenciation entre antibiotiques et bactériocines.

(ii) L’approche qui semble étre actuellement la plus acceptée serait une distinction selon la
voie de synthése de ces substances. Aujourd’hui le terme « antibiotique » est plutdt
employé lorsque les peptides sont synthétisés par un complexe multi-enzymatique et
qu’ils ne sont pas codés par des génes spécifiques. Le terme « bactériocine » est employé
lorsque les peptides sont synthétisés par voie ribosomique et qu’ils sont codés par un géne
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 ribosomique peuvent €tre altérés par mutagenése

dirigée afin d’améliorer, par exemple, leur production, leur stabilité ou leur activité.
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1.4. LES LANTIBIOTIQUES

Les lantibiotiques sont des peptides antimicrobiens produits par voie de synthése
ribosomique du précurseur protéinique inactif (pré-lantibiotique). Aprés traduction. ils
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 signal.

1.4.1. HISTORIQUE

La nisine, peptide pentacyclique produit par des souches de Lactococcus lactis ssp. lactis
(ancien Streptococcus lactis) fiit le premier lantibiotique a étre étudié. Elle est considérée
comme le prototype des lantibiotiques de type A (voir section 1.4.3, classification).
Découverte dans les années '40 (méme si les premiéres observations d’antagonisme produit
par L. lactis datent de 1928), plusieurs rapports sur la présence des lanthionines dans ce
peptide sont apparus trés tot. Toutefois, ce fut dans les années 70 que sa structure a &été
€lucidée 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 ez al. (1988) pour I’abréviation des peptides

antimicrobiens qui contiennent des lanthionines.

Dans la derniére décennie, le nombre de publications portant sur la description de nouveaux
lantibiotiques a fortement augmenté. Ce fait est probablement di 4 leur potentiel d’application
dans différents domaines, soit alimentaire ou pharmaceutique. L’utilisation de la nisine
comme bio-conservateur alimentaire, de I'épidermine comme agent thérapeutique contre I'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).
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1.4.2. CARACTERISTIQUES

Les lantibiotiques, peptides polycycliques, classe I des bactériocines (Klaenhammer, 1993),
sont produits par différents genres de bactéries 2 Gram-positif (staphylocoques, streptocoques,
bacilles, lactocoques, lactobacilles, Streptomyces). Ils sont stables a la chaleur, ils ont une forte
activité bactéricide et leur masse moléculaire est faible (inférieure a2 5 kDa). Ces substances
ont une structure typique qui contient, dans leur chaine peptidique, de ponts intramoléculairs
thioéthers soit la lanthionine (Lan) ou la B-méthyllanthione (MeLan). Ils peuvent contenir
aussi d'autres acides aminés non-usuels. Les acides aminés insaturés tel la «,B-
didéhydroalanine (dhA) et la «,8-didéhydrobutyrine (dhB) sont normalement présents (Nes et
Tagg, 1996). Selon les études publiées jusqu’a 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 (formé 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'a présent. Ils sont divisés en type
A (molécules linéaires et flexibles) et type B (molécules globulaires et compactes; section
1.4.3; Jung, 1991a,b). Leurs principales caractéristiques sont résumées dans le tableau 1.1. La
plupart des lantibiotiques caractérisés jusqu’a 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 déja établies sont
présentés dans les figures 1.4 et 1.5. Toutefois, les informations portant sur la structure de
plusieurs lantibiotiques demeurent encore incomplétes (ex. cytolysines L1 et L2, mutacine T8,

carnocine UI49, staphylococcines C55a, C558 et Au-26).

L'effet bactéricide de certaines bactériocines est di a l'activité complémentaire de deux
peptides (classe [Ib) comme c'est le cas de la lactococcine G (Nissen-Meyer et al. 1992). Ce
phénoméne 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

CS5P produites par Staphylococcus aureus (Navaratna et al. 1998).



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

Masse #  chargenette  #total Résidus modifiés

Lantibiotique Organisme producteur (Da] aa.@ ([pH7,0ltd) cycles(d) LanMeLandhA dhB autres

TypeA
Nisine A Lactococcus lactis ssp. lactis 3353 4 (+3) 5 | 4 2 1 0
Nisine Z L. lactis ssp. laciis 3330 34 (+3) 5 | 4 2 1 0
Subtiline Bacillus subitilis 3317 32 (+2) 5 | 4 2 1 0
F.pidelmine (Staphylococcine 1580) Siaphylococcus epidermidis 2164 22 (+3) 4 2 | 0 1 AviCys
Gallidermine Staphylococcus gallinarum 2164 22 +3) 4 2 1 0 1 AviCys
[V1,L6)-épidermine §. epidermidis 2151 22 (+3) 4 2 1 0o 1 AviCys
Mutacinc B-Ny?266 Sireprococcus mutans 210 22 (+3) 4 2 1 11 AviCys
Mutacine B-JH1140 S. mutans 2263 22 +3) 4 2 1 1 1 AviCys
Mutacine B-III S. mutans 2266 22 (+3) 4 2 | 1 | AviCys
PepS §. epidermidis 3488 34 +7 3 2 ] 0 2 Ob
Epicidine 280 S. epidermidis 3133 30 (+4) 3 1 2 0 1 Op/Hp
Epilancine K7 8. epidermidis 3032 AN (+5) 3 2 1 2 2 Hp
Lactocine S Lactobacillus sake 3764 37 0 2 2 0 0 1 3DAlaOp
Lacticine 481 (Lactococcine DR) L. lactis 2901 27 0 3 2 1 0 1 0
Streptococcine A-FF22 (A ou SA-FF22)  Sirepiococcus pyogenes 2795 27 (+1) 3 1 2 0 1 0
Salivaricine A Streptococcus salivarius 2315 22 0 3 | 2 0 0 0
{K2,F7}-Salivaricine A (Salivaricine Al) S, salivarius 2321 22 0 3 | 2 0 o 0
Variacine Micrococcus varians 2659 25 1 3 2 1 e 1 0
Cypémycine Streplomyces  sp. 2094 22 ? l 0 0 0 4 2alle, AviCys

Me2N-Ala

474



Tableau 1.1. Liste et caractéristiques des lantibiotiques (suite)

Masse #  chargenette  # total Résidus modiliés
Lantibiotique Organisme producteur {Da} aa.(a) [pH7,0](®) cycles(d) Lan MecLan dhA dhB autres
TypeB
Cinnamycine (Lanthiopeptine, Ro 09-0198) Strepioverticillium 2042 19 +1) 4 1 2 0 O HyD,LysN-A
Duramycine (Leucopepiine) Strepiomyces cinnamoneus 2014 19 (+1) 4 1 2 0 O HyD,LysN-A
Duramycine B Strepioverticillium sp. 1951 19 +1) 4 1 2 0 0 HyD,LysN-A
Duramycine C Strepiomyces griseoluteus 2008 19 0 4 1 2 0 0 HyD,LysN-A
Ancovenine Strepiomyces sp. 1959 19 0 3 | 2 1 0 0
Mersacidine Bacillus sp. 1825 20 4 0 k| 1 0  AviMeCys
Actagardine (gardimycine) Actinoplanes sp. 1890 19 4 1 2 0 0  MeclanSO
structure incomplite
Mutacine J-T8 S. mutans 3245 21 @ ? 3 présent présent 7
Camocine Ul49 Carnobacierium piscicola 4635 397 ? 2-37 présemt présent ?
Cytolysine L1 (CylLL, CylA1) Enterococcus faecalis 4164 449 0 3 présent présent ?
Cytolysine L2 (CylLs, CylA2) E. faecalis 2631 27() 0 2 préscnt présent ?
Staphylococcine Au-26 Staphylococcus aureus 2700 ? ? 2-317 préscnt 7 ? ?
Staphylococcine C55a S. aureus 33399 227 ? K} présent | 1 ?
Staphylococcine C558 S. aureus 2993 24 ? 3 présent 0 2 ?
Sublancine 168 (*) B. subiilis 3877 3w 37 1? 0 1 1 0 ?

(adapté de : Hillman e al. 1998; Jung, 1991a; Mota-Mcira et al. 1997; Navaratna er al. 1998; Nes ct Tagg, 1996; Paik ef al. 1998; Qi et al. 1999b;
Sahl ei al. 1995, Sahl et Bierbaum, 1998; Scolt e al. 1992)

Lan, lanthionine; MeLan, 8-méthyllanthionine; MeLanSO, méthyllanthionine sulphoxyde; D-Ala, D-alanine; a lle, allo isoleucine;

AviCys, 2-aminovinyl-D-cysiéinc; AviMeCys, 2-aminovinyl-3-méthyl-D-cystéinc; LysN-A, (25, 8S)-lysinoalanine; Me2N-Ala, N-dimétylalanine;
dhA, (2,3)-didéhydroalanine; dhB, (2,3)-didéhydrobutyrine; HyN, acide 3-érythro -hydroxyaspantique; Ob, 2-oxobutyryle; Op, 2-oxopropionyle;
Hp, 2-hydroxypropionyle; (a) chaque pont a été compté comme étant 2 résidus; (b) charge nctte incuant N- et C-terminal libre (non modifié);

(c) cycles covalents incluant les ponts thioéthers (Lan, McLan, McLanSO, AviCys, AviMeCys); ct aminoéthers (LysN-Ala);

(d) déduit a partir du pro-peptide; (?), pas asscz d'information; (*) il semble que le peptide contiem deux pomts disulfures dans sa structure.

1T
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1.4.3. CLASSIFICATION

Jung (1991a,b) 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 7,0) et ont
une masse moléculaire comprise entre 2164 a 3488 Da (> 2 kDa). 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 7,0) ou ils
ne sont pas chargés. Leur masse moléculaire est comprise entre 1825 4 2042 Da (< 2 kDa). En
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, le
type B adopte une conformation plus globulaire due aux ponts établis entre la téte et la queue
du peptide (Jack et Sahl, 1995).

Sahl et al. (1995) ont proposé une sous-division dans la classification de Jung (1991a,b). Ce
sous-groupe est basé sur la structure primaire des peptides. Cependant, avec I'apparition de
nouveaux lantibiotiques, des caractéristiques intermédiaires a celles qui sont utilisées dans les
définitions €tablies par Jung (1991a,b) sont également apparues. La classification des

lantibiotiques devra donc étre 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 et
l'arrangement des cycles, ainsi que sur la similarité de la séquence primaire (séquence en
acides aminés) des molécules de lantibiotiques, et de la séquence de I'ADN qui correspond au
pré-peptide (peptide signal + pro-peptide). Un schéma de la classification des lantibiotiques

est fourni a la figure 1.1.
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Figure 1.1. Schéma de la classification des lantibiotiques selon leur structure et leur

séquence signal.

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);

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

aval du doublet de glycine.
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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 posséde aucun résidu Cys
(de Vos et al. 1995). Deux classes de peptide signal ont été établies par de Vos er 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 étre basée sur la conservation des génes. 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 Al Tandis qu’une seule
enzyme (LanM) est responsable pour ces deux fonctions dans les peptides de la classe AIl. 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 AIl d'autres sortes de protéases, plus spécifiques, qui n'appartiennent pas

aux sérine protéases (Siezen et al. 1996).



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

les bactériocines.

(¥<), clivage; Pre, prépeptide; Sgn, séquence signal; bloc noir, résidus identiques; bloc gris,
le résidu peut varier; (~), hiatus inséré lors de I'alignement multiple; (%), LaPointe, information
personnelle; (), méme séquence signal pour la mutacine B-III; (# a.a.), nombre d'acides
aminés.

Le regroupement des lantibiotiques de type A dans les classes Al et AII est basé sur la relation
de 1a séquence spécifique du géne de structure (lanA) et de la structure du peptide mature;
Type FNLD: typique des peptides de la classe Al qui sont modifiés par LanB/LanC. Il a été
d'abord décrit pour la nisine;

Type GG: typique des peptides de la classe AII; associé aux protéines LanM et au
translocateur hybride protéase; caractérisé par un excés de Glu et Asp;

Les peptides signal de la cinnamycine (lantibiotique de type B) et de la mersacidine sont
exceptionnellement longs. Ils différent de ceux de type A. Cependant, plusieurs éléments du
type GG y sont détectés; Les motifs « LT, EM/L, I/V 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 », caractéristique des peptides de la classe All, y est présent et. elle

utilise I'enzyme LanM pour les modifications.



(#aa)
Lantibioti Pré Sgn  Peptide Signal

Type A
Classe Al (type-FNLD)
Nisine A 57 23 MS~mmmmmmem o TKDENEDLVSV~~SKK~~DSGAS[IR=<
Nisine Z 51 23 MSemmmmmmcmmm e TK DLVSV-~~SKK-~~DSGAS[§R~
Subtiline 56 24 MS~~~~-mmomm s KFD DVVKV~~SKQ-~~DSK I THQ~
Pep$ 60 26 MK~~~~~~~cmmmmne NNKN EIKKE~~TSQ~NTDELEJJQ=
Epicidine 280 56 26 ME~~~~wm~onnonnn NKKD ElKKD~~NME~NNNELEAQx
Epilancine K7 55 24 MN~~--oommem e NS NLNKG~~VETQ-~KSDLEJRQ=<
Epidermine 52 30 ME~~~~~m~eno- AVKEKND DVKVN-~AKESNDSGAEf}R=<
Gallidermine 52 30 ME~~~~~~~~~~~ AVKEKNE DVKVN--AKESNDSGAEffR=
Mutacine B-JH11402 63 41 MSNTQLLEVLGTETFDVQEDLIAFDTTDTTIVA~SND~DPDTR:=<
Mutacine B-Ny2660 63 41 MSNTQLLEVLGTETFDVQENLITFDTTDT~1VAESND~DPDJR*<
Classe All (type-GG)
Variacine 47 22 MT~~~mmmm~mm Avmmmmmnes FQALDRVTDARLDA I LIBG=
Lacticine 481 51 24 MK~~~~~~~-~ EQUS~~~~~~~~~~~ FNLLQIIVTESHLDL I L{flA<
Salivaricinc A 51 29 MN~~~~~~-~ AMKMSKD~ ~ ~ ~ ~ ~ - ILNNA 1 EJRVS EKIALMEV AlG:~<
Salivaricine Al 51 29 MS~~nnwmn-~ FMKNSKD~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ILTNAI E@RVS EKIALMEYV A[fiG:<
SA-FF22 51 25 ME~~~~r~~~n~- KRNINE ~ ~ ~ ~ =~~~ ~ ~ VINSI VSLEQRLDQI I[flA>=
Mutacine T8 53 26 MN-~=~~~~~-~ KLNSNA~~ =~~~ VVSLNEVSDSELDT I LG~
Cytolysine LI 68 24 ME~-~~~~cn~~~ LS~~~~cmemns VVPSFERLSYV EAIQfS=<
Cytolysine L2 63 36 VL~~~~~--- NKENQENYYSNKLELVGPSFERJLSLE[IMEA | QfiS<
Sublancine 168 56 19 ME~~ v~~~ oo mm e KLFKFV« L EfJLENQK[@S=
Lactocine 68 31 MK~~~~~nmmmnns TEKKVLDJJLSLHASAKMGARDVES SMNAD:<
(Bactériocine de la classe 11
Pédiocine PA-| 62 18 MK~ =~~~ mmmmm e e K1EKLTEKQMANIT 1I[G<
Microci
Colicine V 103 15 MR~ o~ mm s TLTLNLD SV sBG=<
Type B
Cinnamycine 78 59 MTAS1LQOEV VIBADFEAALLENYERA FGASAAALPTIVEAQDQE s LIFwTED 1 AATERFA=
Mersacidine 68 48 MSQEAT i RBWKEP FSBENS TGN~~~ ~ ~ ~ ~ ~ - BrsELKERoMBkLveacpmEal- -=

(adapté de: de Vos et al. 1995; Havarstein et al. 1995; Hillman ez al. 1998; Qi et al. 1999b; Paik et al. 1998; Sahl ¢t Bierbaum, 1998; Woodruff er al. 1998)



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 Pep$ et le groupe épidermine, et la classe AIl
(séquence signal avec le motif GG) formée par le groupe lacticine 481, ainsi que les
lantibiotiques cytolysines et sublancine. La lactocine S et la cypémycine forment des classes a
part. Par manque d’'information sur la séquence signal, la carnocine UI49 et les

staphylococcines (C55a et C55f et Au-26) ne scnt pas encore classées.

La lactocine S ne fait pas partie de la classe Al ni de la classe AIl (Fig. 1.1, 1.2). Elle
posseéde trés peu de ponts thioéthers (deux) et le N-terminal est bloqué par un oxopropionyle
(Fig. 1.4 et 1.5; Tableau 1.1). Toutefois, sa charge nette a pH 7,0 est nulle (Tableau .1; Nes et
Tagg, 1996), et aucune similarité de séquence n’est remarquée entre ce lantibiotique et le
groupe Pep5 (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 AIL. Elle n’a pas les motifs
« FNLD » ni « GG » (Fig. 1.2). Elle utilise I'’enzyme LanM dans le processus de modification
et les protéines LanP et LanT dans le 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 », elle n’a
pas le motif « GG »; alors, ce peptide n’a pas le méme systéme de clivage protéolytique que

les lantibiotiques de la classe AIl (de Vos ez al. 1995).

La cypémycine constitue aussi une classe a 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-
isoleucine et le résidu N-dimétylalanine (M2N-Ala) en N-terminal qui bloque la dégradation
d’Edman. Etant donné que la plus grande partie de la molécule ne forme pas de pont, ce

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

La classe Al est composée de peptides trés cationiques, qui conservent le motif « FNLD »
dans leur séquence signal (Fig. 1.2) et qui utilisent les enzymes LanB/LanC 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,
légerement chargées (positivement ou négativement) et conservent plusieurs ré€sidus du motif
« FNLD » entre les positions —15 a -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, a I’exception de I’épicidine 280 (Ala) et des
mutacines B-Ny266 (Thr) (G. LaPointe, communication personnelle) et B-JH1140 (Thr)
(Hillman et al. 1998); résidu polaire ou chargé négativement en position -3 et; résidu
hydrophobe en position —4 (Fig. 1.2). D’aprés les résultats obtenus par la mutagenése dirigée
de la nisine et de la Pep$, le motif « FNLD » semble étre impliqué dans les interactions avec
les enzymes de modification et le systéme de transport (Sahl et Bierbaum, 1998). Par exemple.
la substitution de la séquence signal 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 Al (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 possédent les quatre ponts thioéthers aux mémes positions et
leurs séquences ont une similarité de 60 %. La nisine Z (ou [N27]-nisine; Mulders et al. 1991)

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 trés proche (Fig. 1.1,
1.4 et 1.5). Elles possédent 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 ([L6]-épidermine) et la [V1, Lé]-épidermine.
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Les mutacines B-Ny266, B-JH1140 et B-III font aussi partie de ce groupe. Tous les ponts sont
conservés pour la mutacine B-Ny266 et les épidermines (Fig. 3.1). La région N-terminale de 1a
mutacine B-Ny266 (les sept premiers résidus) est similaire a 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 différe de celles de I'épidermine, de la gallidermine et
de la [V1, Le6]-épidermine par cinq résidus (positions 1, 2, 4, 5, 6) et des mutacines B-JH1140
et B-III par seulement deux résidus (positions 6 et 13). Cependant, la structure secondaire
proposée pour la mutacine B-JH1140 (Hillman ez al. 1998) différe de celles de I’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
genes codant pour la gallidermine (Schnell et al. 1989), les mutacines B-Ny266 (Mota-Meira
et al. 1996), B-JH1140 (Hillman et al. 1998) et B-III (Qi et al. 1999b) sont localisés sur le

chromosome, le géne de 1’épidermine est plasmidique (Tableau 1.2; Schnell er al. 1992).

Le groupe Pep5 comprend trois substances: Pep$, épicidine 280 et épilancine K7 (Fig. 1.1,
1.4 et 1.5). Ces peptides sont trés chargés positivement (de +4 a +7; Tableau 1.1). IIs
possédent trois ponts thioéthers dans leur structure et la région N-terminale est bloquée par les
groupements oxo-(ou hydroxy)-propionyle ou -butyryle (Fig. 1.3, 1.4 et 1.5). Le double pont
dans la région C-terminale de I'épilancine K7 est similaire 4 ceux de la nisine et de la

subtiline, avec un pont identique a celui de 1a subtiline (Fig. 1.4; Sahl et Bierbaum, 1998).

1.4.3.1.2. Classe AlIl

La classe AIl est composée de peptides légérement 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 protéase dans les processus de clivage protéolytique et de transport (Tableau 1.2; Sahl
et Bierbaum, 1998). Ils sont clivés aprés les « 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 hydrophobe en position 4 (I/V). Les motifs « EL/EM » en positions -7
et -8, et « EVT/EVS/ELS » en positions —11 A —13 sont aussi conservés. La séquence signal
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des peptides de la classe AIl posséde une trés 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 similarités, I’hypotheése 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 systéme chimérique de protéase de transport.

L’autre groupe de lantibiotiques qui comporte certaines homologies structurales est celui de
la lacticine 481, formé par la lacticine 481, la streptococcine A-FF22, les salivaricines A et Al
([K2, F7]- salivaricine A), la variacine, et la mutacine J-T8 (Fig. 1.1, 1.4). Seulement la
structure primaire de la lacticine 481 a été déterminée (Fig. 1.5). A pH neutre, les membres de
ce groupe peuvent ne pas €tre chargés ou posséder une charge nette négative ou légérement
positive (Tableau 1.1; Sahl et Bierbaum, 1998). Cependant, la plupart des substances
contiennent des résidus His qui peuvent étre protonés a un pH Iégérement acide. L’analyse du

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

Méme si la sublancine 168, lantibiotique de la classe All, semble avoir une similarité de
séquence signal avec le groupe lacticine 481, cette molécule posséde des caractéristiques
différentes au niveau structural (Fig. 1.2). De plus, elle ne contient aucun résidu chargé
négativement; elle est plutdt cationique avec ses trois résidus chargés positivement (Fig. 1.4:

Tableau 1.1; Paik er 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 cinnamycine a été découverte en 1958,
cependant sa structure n’a été complétement élucidée qu’en 1991 (Fredenhagen er al. 1991).
Ces molécules ont 1a méme taille (19 résidus) et elles ont une trés grande similarité de
séquence (Fig. 1.4; Tableau 1.1). Les trois ponts thioéthers sont conservés dans toutes les
molécules. A I’exception de I’ancovenine, ces molécules ont un quatriéme pont

(lysinoalanine) formé entre les résidus Lys-19 et dhA-6 ainsi qu’un résidu HyAsp en position
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15 (dans I’ancovenine le résidu Asp-15 n’est pas hydroxylé; Jung, 1991a). Contrairement aux
lantibiotiques de type A, la formation de certains ponts est inversée, soit a partir des Cys N-
terminales vers les didéhydro en C-terminal. Ces ponts entrelacés entre la téte et la queue des
peptides leur conférent une structure spatial globulaire et rigide. [1 semble que cette structure
est responsable de la grande résistance de ces peptides aux protéases (Sahl et Bierbaum, 1998)
(Fig. 1.4 et 1.5).

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 a la cinnamycine (Fig. 1.3 et 1.4; Tableau 1.1). Ils
possédent trois ponts thioéthers dans leur structure. Cependant, I’actagardine a un quatriéme
pont en C-terminal (sulfoxyde méthyllanthionine) et la mersacidine a un petit pont en N-
terminal. Comme |’épidermine, la mersacidine posséde aussi un pont en C-terminal
(AviMeCys) formé par la décarboxylation oxydative de la Cys-1 et du dhB-2. Les ponts B de
I’actagardine (résidus 5-13) et le C de la mersacidine (résidus 11-18) sont presque identiques
ne possédant qu’un résidu différent (Ile dans I’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 biosynthése 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 structure des principaux acides aminés non-usuels retrouvés chez les

lantibiotiques.
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Figure 1.3. Principaux acides aminés non-usuels 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 étre détectés par les analyses de routine des
acides aminés et de séquengage des peptides. De plus, ils ne peuvent pas étre déduits a partir
de la séquence des genes. Les résidus modifiés situés dans la partie N-terminale (oxo/hydroxy-
butyryle et -propionyle) et les résidus didéhydro (dhA et dhB) créent un probléme analytique
important car ils bloquent la dégradation d’Edman. Cependant, la méthode proposée par
Meyer et al. (1994) permet de contourner ce probléme. La séquence du peptide par la
dégradation d’Edman devient possible suite & une série de modifications chimiques du
lantibiotique. Le traitement des lantibiotiques avec un mélange alcalin d’éthanethiol permet la
formation de dérivés stables a 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
I’acide trifluoroperacétique. Cependant, ce procédé ne révéle pas la nature exacte des résidus
modifiés, il donne plutdt des informations sur leur position. La séquence partielle du peptide et
la séquence des génes 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 a 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 a I'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 lacticine 481, la combinaison des méthodes
suivantes a été utilisée: I’analyse des acides aminés, la spectrométrie RMN et la séquence du
geéne structural (van den Hooven et al. 1996). La combinaison des spectrométries RMN et de
masse (MS) a été utilisée pour déterminer directement la structure de I’actagardine
(Zimmermann etz al. 1995), tandis que la structure de I’'épilancine K7 a été déterminée

uniquement par RMN (van de Kamp et al. 1995).
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La structure primaire de plusieurs lantibiotiques (localisation de ponts thioéthers et des
résidus didéhydro) est encore incompléte. Toutefois, la séquence du pré-peptide (peptide
signal + pro-peptide) est déja connue pour plusieurs (cytolysines, mutacine J-T8, SA-FF22,
salivaricines, variacine et sublancine 168; Fig. 1.2 et 1.4). Le pro-peptide Cytolysine L1 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 cing 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 UT49, seulement la séquence 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 (Ile) a é1é
séquencé car la dégradation d’Edman a été bloquée a la deuxiéme position. Cependant, il
semble que la molécule contient de 2 a 3 cycles thioéthers (déterminé par I’analyse des acides
aminés avec la dérivation a I’o-phthaldialdéhyde (OPA); Scott et al. 1992). Dans le cas des
staphylococcines C55a et C558 produites par Staphylococcus aureus (Navaratna er al. 1998).
la détermination des trois cycles thioéthers pour chacun de peptides a été effectuée par
I’analyse des acides aminés avec la dérivation d’OPA. La dérivation chimique proposée par
Meyer et 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 a la figure 1.4. Les lantibiotiques ont été divisés par
types (A et B), par classes (Al et All) et par groupes. Pour les duramycines et la cinnamycine
dont les résidus modifiés et leur positions sont les mémes, ces résidus sont représentés une
seul fois. Dans le cas des lantibiotiques de type A, classe AIl et groupe lacticine 481,
seulement la séquence de la lacticine est représentée avec les résidus modifiés. Cependant, ces
acides aminés modifiés semblent étre localisé dans des positions semblables pour tous les
membres de ce groupe. Nous avons utilisé le code des acides aminés a une lettre (voir ia liste
d’abréviations) dans les séquences du pro-peptide. Les acides aminés a I’intérieur des blocs

gris sont des résidus susceptibles de subir des modifications aprés traduction. Pour les
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cytolysines, tous les résidus Ser, Thr et Cys (qui peuvent ou non étre transformés aprés
traduction) sont représentés en caractére gras. Nous avons représenté les cycles (thioéthers,
aminoéthers, etc) dans le peptide mature par des résidus Cystéines (C) liés par des fléches aux
résidus dhA (U) et dhB (O) dans le cas de la lanthionine et de la méthyllanthionine par
exemple. Le sens de la fléche 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 les résidus formés dans la

premieére étape de modification (U ou O).

La structure primatire des principaux groupes de lantibiotiques est présentée i la figure 1.5.
Parmi les lantibiotiques de type A, nous retrouvons la nisine, I’épidermine et la Pep5 (classe
Al), la lacticine 481 (classe AIl) et la lactocine S. Parmi les lantibiotiques de type B, nous

retrouvons la mersacidine, |’actagardine et la cinnamycine.
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Figure 1.4. Longueur du peptide signal et du pré-peptide; séquence des pro-peptides et
des peptides mature (avec les modifications aprés traduction) pour différents

lantibiotiques de types A et B.

(¥<), clivage; (%), 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, Lan (Ala-S-Ala); O-C, MeLan (Abu-S-Ala); U-C*, AviCys; O-C+, AviMeCys:
0-(§=0)-C, MeLan sulfoxyde (Abu-SO-Ala ou MeLanSO); D%, 3-érythro-hydroxyaspartate
(HyAsp); al, alloisoleucine (alle); U-HN-K, lysinoalanine (LysN-Ala); DA, D-Alanine:
(C-S-S-C), pont disulfure; M2NA, N-dimétylalanine (M2N-Ala); Bloc gris, résidus
susceptible de subir des modifications aprés la traduction; (# a.a.), nombre d'acides aminés:

Pré, pré-peptide; Pro, pro-peptide.
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FIGURE 1.4. Pro-peptides et peptides mature (suite)

(#a.a.)
Lantibioti pré pro><
Classe All

Pro-peptide

Lacticine 481 S 27« ~ KGOSGVIHTI SHECNMNSWOQFVFTCCS
WS Cn on
U< Ca
Un <€ C1s
SA-FF22 51 26> - - GKNGVFKTI SHECHLNTWAFLATCC S
Variacine 47 25%< ~ ~ ~GSGVIPTI SHECHMNSFQFVFTCC S
Salivaricine A/ Al 5 2« - KRKGSGWIFATITSDDCP ~N§V-FV-~-~CC
Mutacine T8 5321« N RWWQGVYPTV SYECRMNSWQHVFTC.C
Cytolysine L1 68 44« G DVQAETTPVCAVAATAAASSAACGWYGGGIFTGYTVVVSLKHC
Cytolysine L2 63 27« G DV QAETTPACFTIGLGVGALFSAKEFTC
Sublancine 168 56 37« G LGKAQCAALWULQCASGGTIGCGGGAV ACQNYRQFCR
Uie ows—cn
C1 (S-S) C3%
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FIGURE 1.4. Pro-peptides et peptides mature (suite)

(#a.a.)
ibioti pré pro>< Pro-peatide
TypeB
Cinnamycine 719« C RQSCSFGPFTFVCDGNTK
Duramycine nc Y=< C KQSCSFGPFTFVCDGNTK
Duramycine B nc 19« € RQSCSFGPLTFVCDGNTK
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CG————>0n Deis
Ci >0n
Us€ Ci
Us€ HN K
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(0,03 (&})
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(adapté de: de Vos er al. 1995; Heidrich e af. 1998; Hillman e1 al. 1998; Jack ct Sahl, 1995; Jung, 1991a; LaPointe, information pessonnelle; Minami ef al. 1994; Mota-Meira et al. 1997,
Navaraina ef al. 1998, Paik et al. 1998; Pridmorc et al. 1996; Qi e1 al. 1999b; Sahl ct Bictbau, 1998; Stoffels ef al. 1992; Woodsuff er al. 1998)
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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) Pep5S 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 481.
Lantibiotiques de type B, peptides ayant une conformation globulaire et compacte:

(F) mesarcidine, (G) actagardine et (H) cinnamycine.



(adapté de Sahli et Bierbaum, 1998)
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1.4.4.3. Synthése des acides aminés non-usuels

Les lantibiotiques contiennent de 19 3 40 acides aminés (basé sur les informations
disponibles jusqu’a présent). Le pourcentage des résidus impliqués dans les modifications
varie de 24 % pour la lactocine S 2 47 % pour le groupe cinnamycine. Ce nombre de
modification aprés traduction est basé surtout sur trois acides aminés: Ser, Thr (résidus
hydroxyles) et Cys (résidus sulfhydryles). Dans trés 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 o,B-insaturés résultants de
cette déshydratation, la didéhydroalanine (dhA de Ser) et la didéhydrobutyrine (dhB de Thr).
sont les 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 didéhydroamino dans les lantibiotiques matures (Sahl et Bierbaum, 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 (Lan) 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).
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Figure 1.6. Mécanisme de formation des lanthionines durant la maturation des

lantibiotiques.

Les lanthionines sont formées en deux étapes durant la biosynthése et la maturation des
lantibiotiques:

(1'**) déshydratation des résidus hydroxyles (Ser et Thr) localisés dans le pro-peptide
(catalysée par I’enzyme LanB);

(2*™) addition stéréospécifique des groupements thiols de cystéines voisines (catalysée par
I’enzyme LanC) pour former les résidus lanthionine et 8-méthyllanthionine.

Ces deux étapes peuvent étre catalysées par LanM dans le cas des lantibiotiques de type AlIl.
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Dans plusieurs lantibiotiques, les résidus Cys sont localisés en C-terminal (Fig. 1.4). IIs
peuvent étre oxydés et décarboxylés avant I'addition électrophile 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 (Minami ef al. 1994) et, le 2-
aminovinyl-3-méthyl-D-cystéine (AviMeCys) chez la mersacidine (Fig. 1.7; Kogler er al.
1991). L’enzyme LanD est responsable de cette modification (Kupke et Gétz, 1996).

Le groupement €-amino de la Lys peut étre 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 a 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 er al. 1996), la
double liaison du dhA est modifiée par 1'addition d’'H, (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 premiére position (+1) dans le 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 er 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), I’ 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 (Heidrich er al. 1998).
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Figure 1.7. Mécanisme de formation de I’aminovinyl-D-cystéine (AviCys).

Modeles de la modification en C-terminal de lantibiotiques du groupe épidermine et le réle de
la flavoprotéine EpiD.

Modéle 1: la meso-lanthionine en C-terminal du précurseur partiellement modifié sert de
substrat pour EpiD;

Modele 2: le résidu Cystéine non modifié en C-terminal sert de substrat pour I'EpiD.

Dans les deux cas, la réaction 1 est 1’oxydation et la réaction 2 la décarboxylation.
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(adapté de Kupke et Gétz, 1996)
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Le résidu situé dans la partie N-terminale de la cypémycine est doublement méthylé (N-
dimétylalanine) et il bloque la dégradation d’Edman (Minami et al. 1994). Ce peptide contient
aussi deux résidus alloisoleucine (alle). Une autre modification non-usueile survient pour la
cinnamycine ol le résidu Asp en position 15 est hydroxylé en erythro-3-hydroxy aspartate
(Sahl et Bierbaum, 1998). Un autre acide aminé rare, retrouvé seulement dans [’actagardine,
est formé par I'oxydation du résidu thioéther (MeLan), situé en C-terminal, en groupement
sulfoxyde (MeLanSO) (Sahl er al. 1995). Toutefois, la fagon dont ces modifications sont

effectuées dans le peptide mature n’est pas encore connue.

Les bactéries a Gram-négatif ne sont pas reconnues pour produire des lantibiotiques.
Cependant, on retrouve des modifications aprés la traduction chez la microcine B17 (Kaiser er
al. 1998). Celle-ci pourrait €tre considérée comme un analogue des lantibiotiques. Les résidus
Ser et Cys, chez la microcine B17, subissent des modifications plutot dans la chaine principale
du peptide que dans les chaines 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 oxazoles et thiazoles (Sahl et Bierbaum, 1998).



1.4.4.4. Role des acides aminés non-usuels

Le role de plusieurs acides aminés rares n'est pas encore bien établi. L’étude du réle des
résidus modifiés est réalisée par la technique de mutagenése dirigée, soit le remplacement d’un
seul acide aminé modifié dans le peptide (Sahl et Bierbaum, 1998). Les structures cycliques
(les liens covalents) stabilisent la conformation bactéricide des lantibiotiques, car la rupture
des cycles thioéthers entraine souvent une dégradation protéolytique rapide (Jung, 1991a).
Pour la Pep5, la structure thioéther (3'*™ pont) confére a 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 biosynthése et la production de
I’épidermine. Des mutations dans les cycles C et D entrainent une absence de production de

I'épidermine (Kuipers et al. 1996).

Les régions qui contiennent les résidus didéhydro (dhA et dhB) semblent étre importantes
pour P’activité biologique des lantibiotiques. L’ addition ou la soustraction de ces résidus peut
augmenter ou réduire leur 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 I’Ala n’altére pas I'activité de la nisine (Kuipers er al.

1996).
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1.4.5. BIOSYNTHESE DES LANTIBIOTIQUES

Les lantibiotiques sont synthétisés par les ribosomes sous forme non active de précurseur
peptidique ou pré-peptide lequel est codé par le géne de structure lanA (le symbole lan est
utilisé pour représenter les génes de différents lantibiotiques). Le pré-peptide contient une
extension N-terminale appelée séquence signal ou peptide signal. Cette séquence est clivée
lors de I’exportation. Le domaine C-terminal qui suit le peptide signal est le pro-peptide. Il
contient des résidus sérine (Ser), thréonine (Thr) et cystéine (Cys) qui, aprés traduction,
subissent des modifications enzymatiques. Aprés avoir €té traduit, le précurseur peptidique est
maturé en trois étapes principales: modification du pro-peptide (formation de résidus non-
usuels, par exemple, les résidus didéhydro ou déshydratés et les ponts thioéthers), clivage du

peptide signal et exportation du peptide a I’extérieur de la cellule.

1.4.5.1. Modification

La modification du pré-peptide est effectuée par des enzymes spécifiques: les 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 biosynthése de Pep5 et de I'épidermine (Fig. 1.8)
au moins deux étapes intermédiaires sont effectuées lors du processus de modification
(Bierbaum er al. 1996): d’abord la formation de résidus didéhydro (dhA, didéhydroalanine et
dhB, didéhydrobutyrine) suivie par la formation de ponts thioéthers (ex. Lan, lanthionine et

MeLan, 8-méthyllanthionine) et d’autres résidus non-usuels (Fig. 1.6 et 1.7).

Les enzymes biosynthétiques impliquées dans le processus des modifications aprés
traduction sont lanB, lanC, lanM, lanD et lanO. L’enzyme LanB (ex. L-sérine déshydratase)
est impliquée dans la déshydratation des résidus Ser et Thr et LanC serait responsable de la
formation de ponts thioéthers. 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 481 (Nes
et Tagg, 1996), la mutacine J-T8 (Woodruff er al. 1998), la streptococcine A-FF2 (
McLaughlin et al. 1999) et la mersacidine LanM (Sahl et Bierbaum, 1998). La région C-
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terminale des protéines LanM est caractérisée par une similarité de séquence avec LanC. Par
contre, la région N-terminale ne semble pas étre semblable a2 LanB. Cependant, I'hypothése
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 (épidermine et les mutacines B-Ny266
et B-JH1140) ou un résidu AviMeCys (mersacidine) en C-terminal, le résidu Cys est
décarboxylé par I’enzyme LanD avant la formation du pont thioéther (Kupke et Gotz, 1996).
Le géne eciO, retrouvé chez la souche productrice de I'épicidine 280 (S. epidermidis), code
pour une enzyme de la famille des oxydoréductases qui serait responsable de la réduction de

"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 aprés que les réactions de modification aient été complétées. Le processus
protéolytique peut avoir lieu avant (PepS), durant (lantibiotiques de la classe AII) ou aprés
(nisine, épidermine) I’exportation du peptide (Bierbaum er al. 1996). Pour les lantibiotiques
qui sont clivés apreés leur exportation, la présence du peptide signal maintient le lantibiotique

sous une forme inactive (Sahl et Bierbaum, 1998).

Le clivage du peptide signal méne au lantibiotique actif (Sahl et Bierbaum, 1998). Les
produits des génes lanP et lanT sont impliqués respectivement dans le clivage protéolytique de

la séquence signal et dans la sécrétion (transport) des lantibiotiques a I'extérieur de la cellule.

Le clivage du peptide signal pour les lantibiotiques de la classe Al et pour la lactocine S est
effectué par des enzymes de la famille des sérine protéases (LanP). L’activation de ces
peptides peut avoir lieu avant ou aprés leur exportation par le transporteur LanT. Ces protéines

(LanT) sont membre de la famille des transporteurs ABC (ATP binding cassette).
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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 a des peptides possédant un site de clivage du type double-glycines (motif GG) ont un
domaine protéase en N-terminal. IIs sont clivés et activés en méme temps qu’ils sont exportés
(Sahl et Bierbaum, 1998). La seule exception a cette régle est la cytolysine, car elle est clivée
par un transporteur chimérique qui ne l'active pas. Aprés la sécrétion, le pré-cytolysine est

clivé une deuxiéme fois par I’action d’une sérine protéase CylP (Sahl et Bierbaum, 1998).

La localisation de la protéase peut étre différente selon le lantibiotique. La NisP est une
sérine protéase qui posséde un peptide signal sécrété par la voie dépendante de sec en N-
terminal et sa partie C-terminale est intégrée dans la membrane. Le fait que NisP soit une
enzyme extracellulaire suggére que le clivage protéolytique est la derniére étape de la
biosynthése de la nisine (Jack et Sahl, 1995). Les protéines EpiP et CylP sont aussi des
enzymes extracellulaires qui possédent 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 I’épidermine par exemple, les lantibiotiques sont
activés seulement aprés avoir été exportées par la protéine LanT (Sahl et Bierbaum, 1998). Les
protéines PepP, EIkP et LasP seraient des enzymes intracellulaires, jugé par I'absence du
peptide signal sécrété par la voie dépendante de sec et de la pro-séquence (Sahl et Bierbaum,
1998), ce qui suggere 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 posséde pas de génes codant pour une protéase
spécifique. Toutefois, B. subtilis est connu pour la sécrétion d'une variété de sérine protéases
(ex. la subtilisine) qui pourraient étre 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 la

lactococcine G (classe [Ib; Siezen et al. 1996).
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Figure 1.8. Schéma de la biosynthése de I’épidermine: modifications du pré-peptide
(LanA).

Les acides aminés sont représentés par le code a une lettre. Les groupements Ser et Thr de la
pré-épidermine (région pro-épidermine) sont déshydratés enzymatiquement pour former, avec
les groupements thiols des cystéines, les ponts thioéthers lanthionine et B8-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 1a biosynthése

La synthése des nombreux lantibiotiques survient au début de la phase stationnaire ou a la
fin de la phase exponentielle de croissance bactérienne. Cette étape est controlée par des
protéines de régulation. Les protéines LanR et LanK sont des homologues de la famille des
systémes de régulation a deux composantes (dans le cas de I'épidermine une seule protéine
EpiQ: Siezen et al. 1996; Sahl et Bierbaum, 1998). Ces deux composantes sont I’histidine
kinase (LanK) qui répond au signal extérieur par I’auto-phosphorylation spécifique du résidu
His, suivi par le transfert du groupement phosphate a la protéine LanR, qui agit alors comme

un activateur transcriptionnel en liant I' 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 phénomeéne de régulation par 1’'addition de
carnobactériocines produites par Carnobacterium piscicola LV 17 directement dans le milieu.
Ce phénomene d’induction a également été démontré pour la nisine (Sahl et Bierbaum, 1998).

[l serait ainsi controlé par un systéme de régulation a deux composantes tel que décrit ci-haut.

1.4.5.4. Immunité des souches productrices

La production des lantibiotiques pourrait étre potentiellement limitée car les cellules
preductrices sont souvent sensibles a I’action de leur peptide. Toutefois, la plupart des souches
productrices ont un degré de résistance a leur peptide supérieur aux souches non productrices
(Jack et Sahl, 1995). Cette protection des cellules productrices contre leur propre lantibiotique

est due a des peptides ou a des protéines extracellulaires d’immunité (LanlI).

Les protéines d’immunité Nisl et Spal sont des lipoprotéines qui sont ancrées a |’extérieur
de la membrane cytoplasmique (Jack et Sahl, 1995). Les peptides d’immunité ont été
retrouvées également parmis les génes codant la Pep5, la lactocine S et I’épicidine 280. Il

semble que ces lantibiotiques sont activés protéolytiquement 2 I’intérieure de la cellule (Sahl
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et Bierbaum, 1998). Les peptides Pepl, Lctl et Ecil ne sont pas des lipoprotéines. Ils possédent
un N-terminal hydrophobe et un C-terminal hydrophile. Ils sont également associés a
I’extérieur de la membrane cytoplasmique. La surexpression de Nisl confére un dégré de
résistance plus élevé a L. lactis ssp. lactis envers la nisine. La destruction de Pepl anéantit
I'immunité de S. epidermidis S envers la PepS. Cependant, le mécanisme d'action de Lanl

n’est pas encore bien €élucidé (de Vos et al. 1995).

Les protéines LanE, LanF et LanG sont également impliquées dans I'immunité des souches
productrices envers les lantibiotiques (Sahl et Bierbaum, 1998; Siezen er al. 1996). Les génes
des opérons nisine, subtiline, épidermine et mersacidine possédent aussi lanEFG, qui sont
codés en deux (spaF et spaG) ou en trois sous-unités séparées (nisFEG, epiFEG et mrsFGE:
Sahl et Bierbaum, 1998). Une diminution de la résistance a de la subtiline exogéne a été
observée lors de la perte de SpaFG. Ces transporteurs pouraient augmenter la résistance ou
I’immunité a la subtiline par le transport de cette molécule a I’extérieur de la cellule (Jack et
Sahl, 1995). La protéine LanF est un constituant intracellulaire d’un domaine liant I'ATP et
LanG et LanE représentent la sous-unité traversant la membrane (Sahl et Bierbaum, 1998).
Etant donné la similarité de séquence de protéines EpiFEG avec les transporteurs ABC, il
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 empécherait la formation des pores dans la

membrane de la cellule productrice (Otto er al. 1998).

1.4.5.5. Déterminants génétiques

Le clonage et le séquengage des génes structuraux des pré-peptides ont ét€ complétés pour
plusieurs lantibiotiques (Tableau [.2). Les génes des lantibiotiques sont habituellement
organisés en opéron. Les génes codant les enzymes impliquées dans la biosynthése 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 génes sont localisés sur un

transposon. Selon la nomenclature usuelle, tous les génes de lantibiotiques sont dénotés par
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«lan ». Le géne codant le pré-peptide est désigné par lanA et le produit de ce géne

(précurseur) est désigné par LanA.

Seulement deux génes impliqués dans la production des mutacines B-JH1140 et B-Ny266
ont été identifiés: lanA et lanB (Hillman et al. 1998; G. LaPointe, communication
personnelle). Pour la mutacine J-T8, sept génes ont été séquencés mutAM (Woodruff er al.
1998), mutRTFEG (Qi et al. 1999a). Pour plusieurs autres lantibiotiques, les génes de la
biosynthése ainsi que les génes codant pour I'immunité ont été isolés et séquencés (Siezen et
al. 1996; Sahl et Bierbaum, 1998). Les génes du pré-peptide (epiA) et des modifications
enzymatiques (epiBCD) de I'épidermine sont localisés dans un opéron du plasmide pTii32 de
54-Kb de S. epidermidis. D’autre part, le géne des peptides gallidermine (gdmA) est situé sur

le chromosome de la souche S. gallinarum Tii3928 (Ottenwilder et al. 1995).

L’organisation des génes des opérons lantibiotiques (lanA, lanB, lanC, lanD, lanE, lanF.
lanG, lanl, lanH, lanK, lanM, lanO, lanP, lanR, lanT) différe selon les différents
lantibiotiques et les différentes souches productrices (Siezen et al. 1996). Par exemple, pour la
biosynthése de la nisine, 11 génes qui codent pour les enzymes impliquées dans les différentes
étapes de la biosynthése et de I'immunité ont été€ identifiés (Siezen er al. 1996). Le géne lanD
a été identifié pour 1’épidermine et la mersacidine, lanH seulement pour la gallidermine, et
lanO seulement pour |’épicidine 280 et il n’y a pas de /anM pour la biosynthése des
lantibiotiques de la classe Al (groupe nisine). Cependant, les opérons codant la biosynthése
des lantibiotiques de la classe AIl (motif GG) ainsi que la mersacidine ont seulement le géne

qui code pour I'’enzyme LanM (Sahl et Bierbaum, 1998).

Neuf génes impliqués dans la biosynthése de I’épidermine ont été identifiés sur le plasmide
pTii32 de 54 Kb (Ottenwilder et al. 1995; Peschel et Gotz, 1996). Le géne structural epiA
code pour le précurseur peptidique de I'épidermine. 1l a été le premier géne des lantibiotiques
a étre caractérisé (Bierbaum et al. 1996). Les génes epiBCD codent pour les protéines
impliquées dans les modifications aprés traduction (Peschel et al. 1997). Les génes epiF, epiE
et epiG codent pour les protéines impliquées dans I'immunité a I'épidermine (Peschel e al.

1996). Les protéines EpiF, EpiE et EpiG sont similaires aux composantes de la famiile de
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transporteurs ABC impliquées dans I'immunité a la subtiline et & la nisine (Bierbaum ez al.
1996). Jusqu’a présent, le géne epiK n’a pas été identifié dans les unités transcriptionelles de
I’épidermine (Bierbaum et al. 1996). Le géne 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 I'ADN est néanmoins présent. L.’extremité 5’ du géne
homologue epiT a été identifié en amont de I'epiA (Schnell er al. 1992). Ce géne, qui a une
orientation opposée a epiA, est interrompu par une déiétion de 20 pb, il serait donc non
fonctionnel (Peschel er al. 1997; Schnell er al. 1992). Les génes homologues gdmT et gdmH
ont été récemment identifiés comme étant impliqués dans la sécrétion de la gallidermine
(Peschel er al. 1997).



Tableau 1.2. Genes impliqués dans la biosynthése, la régulation et 'immunité des lantibiotiques.

Séquence [Déterminants| Précurseur| Modification] Clivage [Régulation|Transport [Immunité

Lantibiotigue Acronymej Organisme }Signal génbliques | (#a.a.) (enzymes) | (protéasc)

(localisation) | LanA Lan LanP Lan Lan Lanl
Nisine Nis |L lactis FNLD | transposon 57 BC (+) RK TFEG (+)
Subtiline Spa  |B. subtilis FNLD |chromosome 56 BC nd RK TFG {+)
Epidermine Epi  |S. epidermidis | FNLD |} plasmide 52 BCD (+) R TFEG nd
Mutacine B-Ny266 Lan |S. mutans FNLD |chromosome 63 B nd ad nd nd
Mutacine B-JH1 140 Lan |S. murans FNLD [chromosome 63 B nd nd nd nd
Mutacine B-1 Mut  |S. mutans FNLD {chromosome| 63 BCD (+) R T nd
PepS Pep |S. epidermidis FNLD plasmide 60 BC (+) nd T +)
Epicidine 280 Eci  |S. epidermidis | FNLD nd 56 BCO (+) nd nd +)
Epilancine K7 Elk |S. epidermidis | FNLD |chromosome| 55 nd +) T nd
Lactocine S Las |L sakei plasmide 68 M (+) T (+)
Lacticine 481 Let  |L lactis GG plasmide 51 M nd nd TP) nd
Salivaricine Sal |S. salivarius GG nd 51 nd nd nd nd nd
Streptococcine A-FF2 Scn |, pyogenes GG |chromosome 51 M nd RK T(P)FEG nd
Mutacine J-T8 ’7 Mut  |S. mutans GG  [chromosome 53 M nd R TFEG nd
Variacine Var |M. varians GG nd 47 nd nd nd nd nd
Cytolysines L1/L2 Cyl |E faecalis GG plasmide 68/63 M (+) nd T(®) nd
Sublancine 168 Sun |B. subiilis GG | chromosome 56 nd nd nd T@P) nd
Mersacidine Mrs  |Bacillus sp. nd 68 MD nd RK T(P)FEG nd

(adapté de: Hillman et al. 1998; LaPointe, information personncllc; McLaughlin er al. 1999; Paik et al. 1998; Pridmore et al. 1996; Qi et al. 1999ab;
Sahl et Bierbaum, 1998; Siczen et al. 1996)

T(P), protéine translocateur ABC qui a un domaine additionnel cysiéine protéase, comme pour les bactériocines (non-lantibiotiques) de la classe 11 de
Klaenhammer (1993); (nd), non disponible; (¥ a.a.), nombre d'acides aminés; le gene epi T est interrompu et incomplet (EpiT, EpiT");
Nomenclature dans les références originales (entre parenthese): NisA (SpaN), SpaA (SpaS), SpaB (SpaD/E), SpaT (SpaY), EpiR (EpiQ), EpiT (EpiY),
CylAl (CylLu), CylA2 (CylLs), CylIP (CylA), CyiT (CyIB), LctA (LenDR1), LetM (LenDR2), LatT (LenDR3).

1§



1.4.6. ACTIVITE BIOLOGIQUE

Parmi les lantibiotiques, on retrouve: (i) des peptides qui agissent au niveau de la
membrane cytoplasmiqu, en formant des pores et en altérant le potentiel transmembranair,
comme c’est le cas des lantibiotiques de type A (nisine, gallidermine, épidermine et Pep5)
(Jung, 1991a,b); (ii) de peptides inhibiteurs de phospholipase A, (duramycines et
cinnamycine) (Jung, 1991a,b); (iii) et des peptides inhibiteurs de la synthése du
peptidoglycane (actagardine et mersacidine) (Brotz et al. 1995; Zimmermann et Jung, 1997).
Les lantibiotiques de type A tuent les cellules cibles immédiatement aprés leur addition tandis
que les peptides qui inhibent la biosynthése de la paroi cellulaire (mersacidine) provoquent
généralement une lyse lente. La mort 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.
Pep$S, épidermine et gallidermine) indiquent que la membrane cytoplasmique des cellules
cibles est le premier site d'action de ces molécules (Sahl, 1991). Ces peptides tuent les
bactéries cibles par I'éclatement de la membrane cytoplasmique. IIs déséquilibrent Ia couche
de phospholipides et forment des pores dans la membrane cytoplasmique. Ceci entraine
I'écoulement rapide des molécules de petite taille (acides aminés, ATP) et d’ions inorganiques
(potassium) a I’extérieur de la cellule, ainsi que la disparition du potentiel membranaire (Sahl
et Bierbaum, 1998). La différence dans la composition membranaire des bactéries pourrait
expliquer la différence de sensibilité aux lantibiotiques entre les cellules cibles. L'activation
des enzymes autolytiques et I'inhibition de la synthése du peptidoglycane (mode d’action
secondaire) ont été observés pour la nisine et la PepS (Sahl et 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 téte des phospholipides) de la membrane cytoplasmique (Breukink er al. 1997) ce qui
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perturbe la dynamique des lipides (ex. fluidité de la membrane). Plusieurs modéles ont été
proposés pour expliquer la fagon dont les lantibiotiques cationiques s’insérent dans la couche
lipidique et les types de structures qu’ils forment avec la partie hydrophobe de la membrane

afin de permettre I'écoulement des solutés cytoplasmiques (van Kraaij er al. 1998).

Sahl (1991) a proposé que la formation des pores par les lantibiotiques se fait selon le
modele d’insertion ou « barrel-stave » en utilisant la nisine comme modéle. 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 a 1a membrane

pour former des pores a travers celle-ci (Benz et al. 1991; Moll et al. 1996; Sahl, 1991).

Le modéle « wedge » (Driessen e al. 1995) ou « wormhole » (modéle semblable utilisé
pour la magainine) propose que les molécules amphiphiles adhérent initialement a la surface
de la membrane (Fig. 1.9). Le c6té hydrophobe du peptide s’insére dans le feuillet externe de
la bicouche lipidique (Moll et al. 1996; Sahl et Bierbaum, 1998). Par la suite, en présence d’un
potentiel €lectrique trans-membranaire élevé, la molécule s’introduit dans la membrane.
L’insertion du peptide, qui est toujours li€é a la surface de la membrane, entraine en méme
temps l’insertion des phospholipides (Driessen et al. 1995; Moll et al. 1996). La co-insertion
du peptide 1i€ a 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 I’insertion de la nisine dans 1a 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 la 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 I’insertion de
la nisine dans la membrane (Breukink et al. 1997; van Kraaij et al. 1998); (3) translocation de

la partie C-terminale 3 travers la membrane (Fig. 1.9).
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Figure 1.9. Modéles proposés pour la formation des pores dans les membranes

cytoplasmiques par les lantibiotiques cationiques de type A, lorsqu’ils sont en solution.

(A) modéle « wedge » de I’insertion de la nisine:

(1) liaison du peptide cationique 2 la surface anionique des membranes (forces
électrostatiques),

(2) concentration locale élevée des peptides et perturbation de la dynamique des lipides,

(3) en présence d’un potentiel membranaire au-dessus du seuil, les molécules s’insérent dans
la membrane. L’insertion des peptides liés a la surface entraine en méme temps les
phospholipides avec eux produisant des pores non-spécifiques dans la membrane.

(B) modéle de I’insertion de la nisine avec une translocation:

(1) liaison du peptide cationique (partie C-terminale) 2 la surface anionique des membranes
(forces électrostatiques),

(2) insertion du peptide dans la membrane. La partie N-terminale de la nisine pénétre dans
la double couche de la membrane,

(3) translocation de la partie C-terminale de la nisine a travers la membrane en provoquant des

pores.
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(adapté de: Driessen ez al. 1995: Moll er al. 1996; Sahl et Bierbaum 1998; van Kraaij er al. 1998)
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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 er al. 1991; Kordel er al. 1989).
L’'association de la nisine avec les lipides chargés négativement, surtout le
phosphatidylglycérol (PG), serait essentiel pour la fixation et I'insertion de Ia nisine dans la
membrane. De plus, la présence de PG dans la membrane pourrait avoir une action directe

avec la formation des pores (Breukink er al. 1998).

Les pores sont, généralement, non-sélectifs (membranes physiologiques ou artificielles).
Cependant, Breukink ez al. (1997) ont suggéré que la nisine Z forme des pores sélectifs
anioniques. Les pores sont formés par plusieurs molécules de lantibiotique et ils ont besoin
d’une énergie de formation (potentiel membranaire). Le diamétre des canaux formés par la
nisine et Pep5 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 I’énergie nécessaire pour I'insertion des
peptides cationiques dans la membrane. Par exemple, la gallidermine et I’épidermine ont
besoin d’un potentiel membranaire de 50-60 mV inférieur a celui de la nisine, de 1a Pep5 ou
de la subtiline. Ceci suggére que les canaux formés 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 I'ordre de quelques minutes.
Cependant, méme si I'épidermine ne difféere de la gallidermine que par un acide aminé, le
temps de vie des canaux formés par I'épidermine est inférieur a celui de la gallidermine. Ce
fait est en accord avec l'observation que I’activité bactéricide de la gallidermine, est

supérieure a celle I'épidermine (Kellner er 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 systémes
biologiques. Ils affectent la croissance de Bacillus sp.: il y a augmentation de la perméabilité
membranaire, effets sur différentes fonctions membranaires, ainsi que la formation de pores

dans les membranes artificielles qui contiennaient de la phosphatidyléthanolamine. Cependant,
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contrairement aux lantibiotiques de type A, aucun écoulement des solutés n’a été observé chez
les cellules de staphylocoque traitées avec la cinnamycine (Sahl et Bierbaum, 1998), ce qui

indique que la formation de ces pores n’aurait pas un rdle bactéricide important.

Les lantibiotiques du groupe cinnamycine agissent également comme inhibiteur de la
phospholipase A, (Fredenhagen et al. 1991). Cet enzyme est impliquée dans la biosynthése
des prostaglandines et des leucotriénes qui sont des composants importants du systéme
immunitaire. Ils interagissent de fagon spécifique avec la phosphatidyléthanolamine
(phospholipide de la membrane cytoplasmique), en bloquant I’accés de I’enzyme au substrat

ou en perturbant I’organisation de la membrane cellulaire.

Le mécanisme d’action de la mersacidine et de 1’actagardine (Zimmerman et al. 1995) sur
la biosynthése de la paroi cellulaire n’est pas encore bien €lucidés. [l semble que ces
substances inhibent la biosynthése du peptidoglycane chez les bactéries a Gram positif.
Contrairement a 1'antibiotique pénicilline qui agit en inhibant la muréine glycopeptide-
transpeptidase, l’actagardine inhibe probablement le glycopeptide-transglycosylase.
Cependant, |’inhibition de la transglycosylase est différente de celle effectuée par
I’antibiotique vancomycine. La vancomycine agit en se liant a I'extrémité C-terminale du tri-
peptide muramyl (L-Lys-D-Ala-D-Ala). Par contre, contrairement a la vancomycine, Brotz et
al. (1995) ont démontré que 1’activité de I’actagardine et de la mersacidine n’est pas affectée

par ce tri-peptide.

1.4.7. RESISTANCE AUX BACTERIOCINES
1.4.7.1. Résistance naturelle aux bactériocines des bactéries a3 Gram négatif

Généralement, les bactéries 3 Gram négatif ne sont pas sensibles aux bactériocines
produites par des bactéries a3 Gram positif, probablement a cause de la membrane externe qui
agit comme umne barriere imperméable empéchant la pénétration des bactériocines dont le site
d’action primaire est au niveau de la membrane cytoplasmique. Cependant, les bactéries a
Gram négatif deviennent sensible a 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
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deviennent sensibles A la nisine et a la Pep$ suite 2 I’altération de la membrane externe des
bactéries par I'application d’un choc. La suppression du LPS (lipopolysaccharide, connu
également 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’éthylénediamine-tétraacétate affaiblit les interactions LPS-LPS en fixant les ions Mg™* et
d’autres cations divalents provoquant I’éclatement de la membrane exteme. Stevens er al.
(1992) ont testé I’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 chaine 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 2 la nisine. Toutefois, les souches pour lesquelles la suppression du core
oligosaccharide est prononcée démontrent une sensibilité a la nisine. Il semblerait donc que le
core oligosaccharide du LPS ait un rdle a jouer dans la sensibilité a la nisine. Des résultats
semblables a ceux de la nisine, en utilisant les mémes souches mutantes, ont €té obtenus par

Mota-Meira (données non publiées) pour 1a mutacine B-Ny266.

1.4.7.2. Résistance aux bactériocines des bactéries a 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 a Gram positif
aux bactériocines, particuli¢rement celles de la classe I (lantibiotiques), ont été réalisées en
utilisant la nisine comme modéele. La résistance naturelle de certaines souches bactériennes a
Gram positif (ex. B. cereus) est reli€e a 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 plutot développée par les bactéries en présence des
antimicrobiens. Les souches bactériennes qui autrefois étaient sensibles aux bactériocines
deviennent résistantes. Elles sont appelées alors de bactéries mutantes résistantes aux

bactériocines.
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Le développement de la résistance bactérienne aux bactériocines est un mécanisme
complexe qui 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 I’augmentation de la résistance chez les mutants résistant aux
bactériocines. Cependant, la résistance pourrait se faire a différents niveaux de I’enveloppe
cellulaire, tant au niveau de la membrane cytoplasmique, qu’au niveau de la paroi cellulaire ou
des éléments externes 2 la paroi (ex. acides teichoiques, polysaccharides, glycocalyx). Le
mode d’action inclurait la liaison du lantibiotique a la cellule bactérienne, I'insertion de la
molécule a travers la membrane et la formation de pores (Garcera et al. 1993; Sahl, 1991;
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’a présent, plusieurs mutants résistant a la nisine (Nis") ont été facilement isolés,
en laboratoire, suite a I’exposition des souches bactériennes a des concentrations élevées de
nisine. La majorité de mutants résistant isolés proviennent des souches de Listeria
monocytogenes (Davies et Adams, 1994; Harris er al. 1991; Mazzotta et Montville, 1997:
Ming et Daeschel, 1993; Schillinger et al. 1998; Verheul et al. 1997), de Listeria innocua
(Maisnier-Patin et Richard, 1996), de Clostridium botulinum (Mazzotta et al. 1997), de
Pediococcus acidilactici (Goulhen et al. 1998) et de Streptococcus pneumoniae (Severina et
al. 1998).

Des modifications de la composition de la membrane cytoplasmique ont été observées
chez plusieurs mutants résistant 2 la nisine. Des modifications de la composition en acides
gras ont été démontrés pour différents mutants Nis". Comparativement a la souche-mére, les
mutants de L. monocytogenes Nis' présentaient plus d’acide gras a chaine linéaire qu’a chaine

ramifiée (Ming et Daeschel 1993), plus d’acides gras a longue chaine qu’a courte chaine
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(Crandall et Montville, 1998) ainsi qu’une diminution du ratio C,,/C,, (Mazzotta et Montville,
1997). Une diminution de la fluidité et une augmentation de la rigidité membranaire ont été
observées pour les mutants de L. monocytogenes Nis'. Ce fait pourrait empécher |’insertion de
la nisine dans la membrane cytoplasmique. Les mutants de Clostridium botulinum Nis'
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 com:position en acides gras membranaires d’un

mutant de L. monocytogenes Nis' et celle de la souche-mére.

Des modifications en phospholipides membranaires ont également été mises en
évidence chez plusieurs mutants résistant a la nisine. Les mutants de L. monocytogenes Nis'
contenaient plus de phospholipides sous forme de zwitterion (PE, phosphatidyléthanolamine)
et mois de phospholipides sous forme anionique (PG, phosphatidylglycérol et cardiolipine)
que la souche-meére (Crandall et Montville, 1998; Ming et Daeschel 1995). Contrairement a
ces études, Davies et al. (1996) n’ont pas trouvé de différence significative entre les
phospholipides membranaires de la souche-meére et ceux d’un mutant de L. monocytogenes
Nis". Verheul et al. (1997) ont déterminé que des mutants de L. monocytogenes Nis’
produisaient plus de phosphatidylgycérol (PG) et moins de diphosphatidylglycérol (DPG) que
la souche-mere. [l semblerait que la nisine pénétre plus profondément dans la mono couche de
DPG que dans d’autres lipides incluant le PG. Etant donné le réle des phospholipides
anioniques dans I’interaction de la nisine avec les membranes, une diminution de la charge
nette négative de la couche lipidique peut empécher I'interaction initiale entre le lantibiotique

et la membrane.

Des changements au niveau de la paroi cellulaire pour différentes souches devenues
résistantes a la nisine ont été observés. Par rapport i la souche-mére, les mutants Nis'
présentaient une variation de la sensibilité aux antibiotiques (ex. ampicilline, benzylpenicilline
et vancomycine) et aux enzymes (ex. lysozyme) qui agissent sur la paroi cellulaire soit pour L.
monocytogenes Nis’(Crandall et Montville, 1998), pour Listeria innocua Nis" (Maisnier-Patin
et Richard, 1996) ou pour Pediococcus acidilactici Nis* (Goulhen et al. 1998). Ces

changements de sensibilité peuvent étre li€s aux changements de la composition de la parois
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cellulaire. De plus, les mutants de L. monocytogenes Nis’ (Davies et al. 1996) et de L. innocua
Nis’ (Maisnier-Patin et Richard, 1996) sont devenus moins hydrophobes que la souche-mere.
Le retrait de la paroi cellulaire d’un mutant de L. monocytogenes Nis' a provoqué la perte de
résistance a 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. monocytogenes Nis® aient besoin de cations divalents pour
résister A |'effet de la nisine (Crandall et Montville, 1998). Abee ez al. (1994) ont suggéré que
les cations di- ou trivalents pourraient inhiber les interactions électrostatiques entre les charges
positives de la nisine et les charges négatives de la téte 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 Nis® leur permettant ainsi de résister a
I’action de la nisine. De plus, ces cations divalents pourraient jouer un rdle dans les
modifications de la paroi cellulaire des mutants Nis'. Ils interagissent avec les composants de
la paroi cellulaire, spécialement les acides teichoiques (chargés négativement). Les
changements dans la paroi cellulaire des mutants Nis' requiérent une quantité additionnelle de
cations divalents pour stabiliser les charges négatives supplémentaires ou encore pour prévenir

la liaison de la nisine avec les sites anioniques (Crandall et Montville, 1998).

L’apparition de mutants stables résistant a la nisine de la souche de §. pneumoniae multi-
résistante aux antibiotiques est survenu rapidement suite a 1I’exposition répétitive de la souche
de pneumocoque aux concentrations élevées de nisine (Severina et al. 1998). Toutefois, le

mécanisme de résistance des pneumocoques n’est encore pas connu.

Les travaux effectués par Dagry (1996) afin d’obtenir des mutants de Micrococcus luteus
résistant a la mutacine B-Ny266 ont démontré que M. luteus a développé uniquement une
adaptation physiologique (trés instable) a cette substance. Cette adaptation physiologique
serait probablement due a une production de polysaccharides extracellulaires. Cette hypothése
a €té emise suite 3 la diminution d’activité de la mutacine B-Ny266 en présense de

polysaccharides exogénes et a I’apparance muqueuse des colonies des cultures résistantes.
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1.4.7.3. Résistance croisée

Les mutants résistant 3 une bactériocine peuvent ou non étre résistant a d’autres
bactériocines. Plusieurs mutants spontanés de L. monocytogenes résistant a la plantaricine
C19, a la mesentérocine 52 et A la curvaticine 13 ont été sélectionnés par Rekhif er 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-mére demeurent sensibles a la nisine. D’autre part, les travaux réalisés par Mazzotta er
al. (1997) ont démontré que les mutants spontanés de C. botulinum Nis* devenaient aussi
résistants (a différents degrés) a d’autres bactériocines (p€diocine PA-1, bavaricine MN,
plantaricine BN, et leuconocine S). Les mutants de L. monocytogenes résistant a la piscicoline
126 sont aussi devenues résistants a la pédiocine PO2 (Wan er al. 1997). Dans le méme sens,
les mutants de L. monocytogenes Nis' sont devenus résistants a la pédiocine PA-1 et a la
leuconocine S (bactériocines de la classe [la 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 er al. 1998)
n’a pas développé une résistance croisée a la mutacine B-Ny266. Néanmoins, une légére
diminution de la sensibilité (selon le mutant) a la mutacine B-Ny266 a été observée pour les
mutants de Pediococcus acidilactici Nis* (Goulhen er al. 1998). Les travaux de Schillinger er
al. (1998) ont démontré une absence de résistance croisée pour les mutants spontanés de L.

monocytogenes Nis® qui sont toujours sensibles a la sakacine A et a I’entérocine B.



1.4.8. APPLICATIONS

Les lantibiotiques sont actifs contre les bactéries 8 Gram positif. L’activité est variable
selon le lantibiotique et la souche sensible utilisée. Toutefois, lorsque la membrane externe
des bactéries 3 Gram négatif est endommagée (traitement thermique, abaissement du pH,
ajout d’un agent chélateur ou d’un détergent) ces bactéries deviennent sensibles aux
lantibiotiques (Sahl er al. 1995; Stevens et al. 1991). Le potentiel d’application des
lantibiotiques est donc trés grand, principalement dans les domaines médicaux et alimentaires.
La nisine cependant le seul lantibiotique a étre commercialisé. Elle est utilisée pour prévenir
la détérioration des aliments et les toxi-infections alimentaires provoquées par les bactéries a
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 a la
vancomycine, et comme désinfectant pour prévenir la mammite bovine causé€e par les
staphylocoques (Sahl et al. 1995). La gallidermine et I'épidermine pourraient €tre utilisées
comme agent thérapeutique contre P. acnes dans les formulations topiques pour 1’acné (Jung,
1991b). Chikindas et al. (1997) ont suggéré I’utilisation des mutacines actives contre §.
mutans 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 a la
méthiciline ou « MRSA » (methicilin resistant Staphylococcus aureus: Limbert et al. 1991).
La vancomycine et la teicoplanine 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 a la vancomycine en 1997 aux Etats-Unis (Sahl et Bierbaum, 1998).
Dans ce contexte, l1a mersacidine et 1'actagardine (lantibiotiques avec un nouveau mode
d’action) pourraient devenir une nouvelle classe d’antibiotiques (Sahl et Bierbaumn. 1998). Les
peptides (les duramycines) 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.
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Tableau 1.3. Applications et quelques exemples de brevets revendiqués pour les lantibiotiques.

Substance

Application/ revendication

Référence (No de brevet)

Bactériocines (a)

Prévention de la carie

Miyahara er al. 1987 (US4693888)

Bactériocines (b)

Composition de pites dentifrices

Doel et Smith, 1993 (WO 93/11738)

Nisine Contre la mammite bovine, hygiéne buccale, Harlander, 1993.
savon, produits de soin de la peau, contre l'acné
Nisine Conservateur alimentaire, cosmétiques, agent Ray, 1992 ;
sélectif de milieu de culture, agent thérapeutique Molitor et Sahl 1991.
Nisine Agent anti-plaque; composition de pates dentifrices | Gaffar er al. 1994 (US5368845)
Nisine Agent antibotulinique dans le fromage et dans les | Taylor er al. 1986a.b
aliments en général (US4584199 et US4597972)
Nisine Z Séquence en acides aminés deVos et al. 1997 (US5594103)
Mutant Augmentation de Ia stabilité du dhAS et de Hansen, 1996 (US5516682)

[E4]-subtiline

I"activité sporicide de la subtiline

Epidermine

Agent thérapeutique contre les infections de
bactéries 3 Gram positif, traitement de l'acné

Wemer et al. 1990
(Can No 1,277,617)

Gallidermine

Traitement de I’acné, 1"eczéma ct la cellulite, dans

les cosmétiques

Jung et al. 1993 (US5231013)

Lantibiotiques (c)

Traitement des sécrétions pulmonaires. Application

topique par voie respiratoire (aérosol)

Molina er al. 1997 (US5651957)

Lantibiotiques

(nisine)

Lantibiotiques combinés a des chélateurs (EDTA).

Traitement d’infections gastro-intestinales

Blackbum er al. 1994 (US5304540)

Lantibiotiques (d)

Agent cosmétique désodorisant :

(ajoGt d’un ou de plusieurs lantibiotiques)

Schmucker er al. 1994 (US5318778)

Lantibiotiques (e)

Contrdle de la contamination microbienne (L.

monocytogenes) dans les dérivés de la viande

Collison et al. 1991 (US5015487)

Mersacidine

Préservatif alimentaire, traitement des infections

par S. aureus

Koller et al. 1996 (EP0700998A1)

(a), de E. coli, staphylocoques, S. mutans; (b), ambicine N, gramicidine; (c), nisine, subtiline, épidermine,

gallidermine, Pep$, duramycine, mersacidine, actagardine, cinnamycine et ancovenine; (d), nisine,

épidermine, subtiline, Pep5, gallidermine, cinnamycine, duramycine et ancovenine; (e). nisine, subtiline,

épidermine et PepS.
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Contrairement aux peptides antibiotiques qui sont synthétisés par un complexe multi-
enzymatique, les lantibiotiques sont des peptides codés par des génes pouvant étre modifiés
par mutagenése dirigée. Par conséquent, plusieurs de leurs caractéristiques peuvent étre
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 démontré pour la premiére fois ce potentiel pour la
subtiline (substance chimiquement instable par la perte du dhAS, probablement a cause du
groupement carboxyl du Glu4 qui facilite 1I’addition nucléophile a la double liaison du dhA-
5). Par le remplacement du résidu Glu-4 par [le-4, la molécule a vu son effet sporicide triplé et
1a stabilité€ du résidu didéhydro en position 5 (dhAS5) doublée.

Le trés grand nombre de brevets sur I’application des lantibiotiques démontre le potentiel
d’utilisation de ces peptides, soit dans I’'industrie alimentaire ou dans I’industrie
pharmaceutique. Les sujets des brevets déposés sont trés variés. Ils peuvent cibler, par
exemple, un seul peptide (ex. séquences) ou I’ensemble des peptides appartenant a une

catégorie donnée (ex. lantibiotiques) pour une application définie (ex. formulation) ou non.

1.4.8.1. Applications alimentaires

Depuis quelques années, on remarque un accroissement de l'intérét pour l'utilisation de
métabolites microbiens actifs contre les bactéries pathogénes et celles qui détériorent les
aliments. Parmi ces métabolites, les bactériocines, principalement celles produites par les

bactéries lactiques font I'objet de nombreuses études.

Jusqu'a présent, la nisine est le seul lantibiotique utilisé comme bio conservateur
alimentaire. Elle est sensible aux enzymes digestives (a-chymotrypsine), non toxique et
reconnue comme substance sécuritaire. Elle a été approuvée pour usage alimentaire dans une
cinquantaine de pays incluant les Etats Unis et les pays européens (Delves-Broughton er al.
1996). Son application (type d’aliment et quantité permise) est réglementée selon la
législation de chaque pays ol son utilisation est permise. En Australie, par exemple, son

utilisation a été autorisée dans les fromages et dans les aliments en conserve (ex. tomate et
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soupes; Anonyme, 1991). Aux Etats Unis elle est autorisée uniquement dans le fromage 2
tartiner pour le contrdle de Clostridium sp. et au Canada, son utilisation n’est pas encore
permise. Toutefois, son grand potentiel d’application actuelle est dans I’industrie laitiére:
contre Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus et contre les bactéries sporulantes
(Clostridium sp.) présents dans les fromages (Delves-Broughton, 1996). Elle peut étre utilisée
aussi dans les aliments conservés en boite contre les spores thermo-résistantes et acido-
résistantes (C. botulinum, Bacillus coagulans, B. stearothermophilus), dans les boissons
alcoolisées (contre les bactéries lactiques, ex. Lactobacillus sp. et Pediococcus sp.) et dans les

sauces a 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 nisine/g de Nisapline). Cette substance est préparée par la fermentation
de L. lactis ssp. lactis dans du lait écrémé et standardisée avec le chlorure de sodium (Delves-
Broughton er al. 1996; Anonyme, 1988). Son activité est exprimée en Ul/g (Unité

Internationale). Un microgramme (I pg) de nisine pure équivaut a 40 UI (Ray, 1992).

Un aspect important pour I’application de la nisine est son activité biologique trés étendue
contre les bactéries 3 Gram positif (streptocoques, staphylocoques, bacilles, Clostridium et
Listeria). Normalement, elle n'a pas d'effet contre les bactéries a Gram négatif, i I'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 ia 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 er al. 1991). Cependant, I'efficacité ba.ctéricidc de la nisine est fonction du pH (plus
active a pH acide), de sa solubilité (elle est pratiquement insoluble a 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 a I’'usage de le nisine comme conservateur alimentaire est I’apparition de
souches mutantes (ex. Listeria monocytogenes et Clostridium botulinum, qui sont devenues
résistantes a cet antimicrobien (voir section 1.4.7; Harris et al. 1992; Mazzotta er al. 1997;
Ming et Daeschel, 1993).
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1.4.8.2. Applications pharmaceutiques

Actuellement, les études sur l'application de la nisine en clinique sont de plus en plus
nombreuses, principalement contre Helicobacter pylori et les entérocoques résistants a la
vancomycine (VRE). Le tableau 1.4 fournit deux exemples de l'avancement du

développement de la nisine comme agent thérapeutique.

Tableau 1.4. Avancement des phases de développement pour I’utilisation de la nisine

comme agent thérapeutique.

Compagnie Application clinique Phases (1997)

Applied Microbiology, Infections gastriques et Début de I'étape clinique
Astra et Merck ulceres par Helicobacter pylori | (trois études cliniques)
Applied Microbiology et Entérocoque résistant a Recherche pré-clinique
Nippon Shoji la vancomycine

(Adapté de Hancock, 1997)

L’utilisation de la nisine en présence d’un agent chélateur pour le traitement des ulcéres et
de I’inflammation chronique de I’estomac et du duodénum provoquée par Helicobacter pylori
a été proposée et brevetée par Blackburn et al. (1994). Etant donné la sensibilité des
streptocoques et des staphylocoques 2 la nisine, ce peptide offre la possibilité d’€tre utilisé
pour le traitement des infections de la peau et des infections provoquées par les
microorganismes muiti-résistants aux antibiotiques (Delves-Broughton, 1996). La nisine
pourrait &tre aussi utilisée dans les traitements de la mammite bovine provoquée par des
souches des staphylocoques (S. agalactiae et S. aureus) et de streptocoques (S. uberis)
(Delves-Broughton, 1996). L’utilisation de la nisine dans les rince-bouches pour empécher
I'augmentation de la plaque dentaire et les infections de la gencive a été proposée par Howell

et al. (1993).
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Applied Microbiology Inc. (AMBI) est responsable du développement et des tests
cliniques de la nisine comme agent thérapeutique. 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) 2 travers le monde (rapport BW0342 « business wire’s » de
AMBI 1996). La compagnie AMBI a proposé I'application de la nisine pour le traitement des
ulcéres de 1'estomac et des infections bactériennes du colon et ainsi que pour les infections
acquises en milieu hospitalier (entérocoques résistantes a la vancomycine (VRE) et C.
difficile). Le traitement des ulcéres de I’estomac et des infections du colon serait effectué par
voie orale (sous forme de pilules enrobées). Des études pré-cliniques ont démontré que la
nisine ingérée est délivrée intacte dans le colon (rapports « business wire’s » 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
ulcéres de I'estomac, la nisine pourrait, cependant, étre administrée par voie orale sans étre
enrobée car, elle est stable a pH acide et résistante a 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 I’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
BW1231 « business wire’s » de AMBI 1997). Elle est actuellement & la recherche de

partenaires pharmaceutiques européens et américains pour I’étape de commercialisation.

Le principal facteur limitant 'usage de la nisine en clinique est I'acquisition de la
résistance a la nisine par des bactéries pathogeénes, incluant multi-résistantes aux
antibiotiques. Les travaux de Severina et al. (1998) ont démontré ['efficacité de la nisine
contre des souches multi-résistantes aux antibiotiques (staphylocoques (MRSA), entérocoques
(VRE) et S. pneumoniae). Cependant, I’apparition de mutants de §. pneumoniae résistants a la
nisine est survenu rapidement suite a I’exposition répétitive (cinq passages) de pneumocoques

aux concentrations élevées de nisine (voir section 1.4.7).
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1.5. LES MUTACINES

1.5.1. HISTORIQUE ET DEFINITION

Les mutacines sont des bactériocines produites par Streptococcus mutans. En 1969,
Kelstrup et Gibbons furent les premiers 2 rapporter la production de bactériocines par
certaines souches de S. mutans. Par la suite, le terme « mutacines » fit proposé par Hamada et
Ooshima (1975) pour désigner des substances bactéricides de nature protéique produites par

Streptococcus mutans.

1.5.2. CLASSIFICATION

Les méthodes de classification proposées 2 présent sont essentiellement basées sur l'activité
des souches mutacinogénes contre des souches sensibles (Tagg et Bannister, 1979). Caufield
et al. (1985) ont orienté la classification vers le patron d’immunité des souches mutacinogénes
possédant un plasmide de 5,6 Kb (type I avec plasmide et type II sans plasmide). Bondi er al.
(1991) ont testés en plus, la sensibilité des mutacines i la chaleur, au chloroforme et aux
protéases; ce qui leur a permis de diviser les mutacines en cing groupes. Par la suite, Morency
et al. (1995) ont classé les mutacines en 24 groupes (A - X) grice a une combinaison du
spectre d'action des souches mutacinogénes (86 souches) contre elle-méme et contre des
souches sensibles types (12 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-T8).
De méme la mutacine JH1140 qui a été purifi€e par Hillman ez al. (1998) appartient au groupe
B. Toutefois, cette classification est préliminaire et elle ne pourra étre compléte que lorsque
les substances auront été caractérisées (purifiées et séquencées) ou par I'utilisation de sondes

d’ ADN construites 2 partir des séquences connues du pro-peptide.
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1.5.3. CARACTERISTIQUES

Malgré que I'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 1.5). Parmi ces substances seulement les mutacines B-Ny266 (Chap.
IV, Mota-Meira et al. 1997) et B-JH1140 (Hillman et al. 1998) ont été complétement
séquencées. La mutacine J-T8 a été partiellement séquencée (huit premiers acides aminés) par
Novak et al. (1994). De méme, la séquence de quatre premiers acides aminés a été obtenu
pour la mutacine B-III (Qi et al. 1999b). La séquence du géne codant pour le pré-peptide a été
déterminée pour la mutacine J-T8 (Woodruff ez al. 1998), pour la mutacine B-JH1140
(Hillman et al. 1998), pour la mutacine B-III (Qi e 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 ez al. 1999a) et ) pour la mutacine B-III (Qi et al. 1999b).
Etant donné que ces substances possédent des lanthionines dans leur structure, elles font partie

des bactériocines de classe [, soit les lantibiotiques (Klaenhammer, 1993).

Les mutacines ont généralement une faible masse moléculaire (1-20 kDa) sauf la mutacine
RM-10 (973 kDa). Normalement, elles sont résistantes a la chaleur, aux protéases salivaires,
mais sensibles a la pronase (sauf les mutalipocines), active sur une vaste étendue de pH a
I’exception de la mutacine RM-10 (active aux pH supérieurs a 6). Elles sont normalement
actives contre des streptocoques et elles sont inefficaces contre la majorité des bactéries a
Gram négatif, a I’exception des mutacines des groupes A, B (B-Ny266 et B-JH1140), [, Jet T
(Chap. II: Mota-Meira et al. 1999 et Chap. ITII: Morency et al. 1999) qui sont actives contre
des souches de Neisseria et les mutacines des groupes A, B, C et D actives contre
Helicobacter et Campylobacter. Le tableau 1.5 résume les principales caractéristiques des

mutacines isolées jusqu’a présent.



Tableau 1.5. Principales caractéristiques des mutacines.

Mutacine Masse  Spectre d'activité Stabilité Résistance aux enzymes
(souche productrice) (kDa) (température et pH)
[référence)
GS-§ > 20,0 | (S) certains streptocoques, S. pyogenes, (R) 100°C, 10 min (R) catalase
(S. mutans GS-5) E. faecalis (R) pH 2-7 (37°C, 45 min) (S) trypsine, pronase
[Paul et Slade, 1975 (R) S. cricetus, S. rattus, S. muans, S)ypH 11
S. sobrinus, B. subtilis, S. aureus
RM-10 973,0 | (S)S. mutans, S.aureus, A. viscosus, (S) 100°C, 10 min (R) nucléases, pepsine,
(S. mutans Rm-10) A. naeslundii, B. subtilis (R)pH 6-11 lysosyme, phospholipase
(Fukushima et al. 1982 (R) S. salivarius (S)pH 2-5 (S) a-chymotrypsine,
Fukushima et al. 1985) trypsine, pronase
C3603 48 (S) S. muwtans, S. sanguis, S. salivarius, S.  |(R) 100°C, 10 min (pH 2-7), | (R) pronase, papaine,
(S. mutans C3603) bovis, E. faecium, L. lactis, L. plamarum, L. | (R) 121°C, 15 min (pH 4) irypsine, phospholipase C, a
[Ikeda et al, 1982) casei, L. fermentum, L. mesenteroides, B. | (S) 121°C, 10 min (pH 7) -amylase
bifidum, B. longum, P. acnes (R) pH 1-12 (24h, 37°C) (2 S) a-chymotrypsine,
(R) C. parvum, Candida sp. pancréatine
Mutacine JH1000 <10 (S) S. nans, S. mitis, S. salivarius, nd (R) DNase, RNase, lipases,

(S. mutans JH-1000)
{Hillman er al. 1984]

S. sanguis, S. pyogenes, S. aureus,

A. israelii, A. naestundii, A. viscosus

(R) E. faecalis, L. casei, M. luteus

thermolysine, lysozyme

(S) trypsine, pronase

oL



Tableau 1.5. Principales caractéristiques des mutacines (suite)

Mutacine Masse | Spectre d'activité Stabilité Résistance aux enzymes
(souche productrice) (kDa) (température ct pH)
(référence]
Mutacine B-JH1140 2,26 (S) Gram positif: nd nd
toutes les souches testées incluant les multi-
(S. mutans JH1140) résistantes aux antibiotiques (chap. I1);
(Hillman et al. 1998, (S) Gram-négatif:
Morency et al. 1999 : Neisseria sp., H. pylori, C. jejuni
Chap. II]
Mutacine B-1l1 2,27 (S) Gram positif: nd nd
staphylocoque, entérocoque et S.
(S. mutans UA787) pneumoniae (résistant aux antibiotiques),
[(Qi et al. 1999b] S. sanguis
Mutacine B-Ny266 227 (S) Gram positif: (R) 100°C, 30 min (R) carboxypeptidase A,

(S. mutans Ny266)
(Parrot er al. 1990,
Mota-Meira et al. 1997,
Mota-Meira et al. 1999,
Morency et al. 1999 :
Chap. 11, lll et 1V]

toutes les souches (cstées incluant les malti-
résistantes aux antibiotiques (chap. 1V);
(S) Gram-négatif:

Neisseria sp., H. pylori, C. jejuni

catalase, lysozyme,
pectinase, Rnase A,
a-amylase, phospholipase C
(S) a-chymotrypsine,
papaine, trypsine, pronase E,

protéinasc K

1L
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Tableau 1.5. Principales caractéristiques des mutacines (suite)

Mutacine Masse |Spectre d'activité Stabilité Résistance aux enzymes
(souche productrice) (kDa) (température et pH)
[référence)
Mutacine C67-1 <35 (S) A. viscosus, S. sanguis, S. mitis, (R) 121°C, 30 min (R) carboxypeptidase A,
(S. mutans C67-1) S. sobrinus, S. salivarius, S. mutans, catalase, lysozyme,
(Parrot et al, 1990) L. lactis, E. faecium, E. faecalis, pectinase, Rnase A,
Lactobacillus sp., L. monocytogenes, phospholipase C
C. sporogenes, M. luteus (S) a-chymotrypsine,
papaine, trypsine, pronase E,
a-amylase, protéinase K
MT37913 nd (S) $. muans, S. sanguis, S. salivarius, (R) 100°C, 60 min (R) nucléases, catalase,
(S. sobrinus MT3791) (R) Staphylococcus sp., Actinomyces sp., |(R) (4, -70)°C, | an protéases
(Hamada et al, 1986) Lactobacillus sp. (S) 120°C, 60 min (S) papaine, pronase P
(R)pH 38-7,6
MT6223 6.5 (S) 8. mutans, S. milleri, S. sanguis, (R) 100°C, 20 min (pH 5) (2S) protéase,

(S. sobrinus MT6223)
[Loyola-Rodrigues ef al.
1992]

S. salivarius
(R) S. cricetus, S. rattus, S. sobrinus,
Staphylococcus sp., Lactobacillus sp.,

Actinomyces sp.

(R) 4, -20, -70)°C, 3 sem.

(S) 120°C, 20 min
(R) pH 2-7
(S) pH 8-11

a-chymotrypsine

(8) ficine, papaine

€L



Tableau 1.5. Principales caractéristiques des mutacines (suite)

Mutacine Masse | Spectre d'activité Stabilité Résistance aux enzymes
(souche productrice) (kDa) (température et pH)

[référence]

Mutacine b 3,5 26,0 | (S) streptocoques bucaux, (R) 100°C, 15 min (pH 3-7) | (R) RNase, DNase, papaine,
(5. rattus BHT) . pyogenes, E. faecalis (8) 100°C, 15 min (pH 11) | lipase, lysozyme, ficine
[Delisle, 1986; Delisle, (R)pH 3-11 (T°amb., 1) | (S) o-chymotrypsine,
1975] trypsine

Mutalipocines : 05et |(S)S. mutans, S. salivarius, S. sobrinus, S. {(R) pH 3-10(30°C, | h) (R) trypsine, pronase,
ML-I et ML-II 1,0 sanguis, S. mitis, S. bovis (S) pH 2 (ML-I, ML-II) phospholipase A

(S. mutans 32K) (2S) L. casei, A. viscosus, A. naeslundii (S)pH 11 (ML-D) (2S) lipase, phospholipase C
[Kurita et Hirasawa, (R) S. aureus

1988]

(R), résistantc; (S), sensible; (£S), inactivation particlle; (nd), non détierminé. Toutes les mutacines sont incfficaces contre les bactéries & Gram négatif,

sauf celles mentionnées dans ce tableau. Actinomyces sp. (A.israelii, A.naeslundii, A. naeslundii et A. viscosus), Bacillus subtilis; Bifidobacterium sp. (B. bifidum et
B. longum), Campylobacter jejuni, Clostridium sporogenes, Corynebacterium parvum, Enterococcus sp. (E. faecalis ¢\ E. faecium), Helicobacter pylori, Lactobacillus
sp. (L. brevis, L. casei, L. fermentum, L. murinus 1 L. plantarum), Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus,
Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp. (S.bovis, S. cricetus, S, ferris, S. milleri, S. mitis, S. mutans, S. pyogenes, S. rattus, S. salivarius, S.

sanguis ct S. sobrinus), MRSA (staphylocoquces résistant a la méthycilline, VER (entérocoques. Résistant 3 la vancomycine)

vL
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Contrairement aux autres mutacines, les deux mutalipocines (ML-I et ML-II), substances
de faible masse moléculaire (1000 Da) produites par S. murans 32K, sont de nature lipidique.
Elles ont été partiellement inactivées par le traitement a la lipase et a 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 a quelques streptocoques sur

une vaste étendue de pH.

Les mutacines MT3791 et MT6223 produites par des souches de S. sobrinus (ancien §.
mutans serotype g) devraient plutdt s’appeler « sobrinucines ». Ces substances ont un spectre
d’activité limité€ A certains streptocoques buccaux et sont inefficaces contre les staphylocoques,
les lactobacilles et les Actinomyces. Elles inhibent la synthése des protéines, de I’ADN et de
I’ARN (Hamada et al. 1986).

La mutacine b, produite par S. rartus BHT (ancien S. mutans serotype b, et qui devrait
plutdt s’appeler « rattucine »), est une substance de faible masse moléculaire (< 6,0 kDa
déterminée par filtration sur membrane), sensible a la trypsine et particllement 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 possede une « immunité limitée », sa croissance est inhibée par des concentrations
élevées de mutacine. Ceci pourait indiquer que I'élimination de S. murans de la plaque serait
possible par le traitement avec cette mutacine, méme si la plaque contient des souches qui
produisent de bactériocines homologues. Cette substance serait donc une bonne candidate pour

[utter contre la carie (Chikindas et al. 1997).

La mutacine RM-10 posséde une masse moléculaire trés élevée (973 kDa). Cette protéine
semble étre 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.
mutans, 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 a 6. In vivo, elle n’ est pas

affectée par la salive et le sucrose. Cependant, elle est inactivée en présence de différents
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ingrédients la diéte animale, comme le lait écrémé et I’extrait de levure. Néanmoins, une
réduction du nombre de bactéries présentes dans la salive a été observé aprés 20 minutes de

ringage avec cette bactériocine (Fukushima et al. 1985).

La mutacine C3603 a une faible masse moléculaire, est basique (pI = 10), est active sur une
vaste étendue de pH et posséde un spectre d’activité contre plusieurs streptocoques et
plusieurs autres bactéries 2 Gram positif (Ikeda er al. 1982). Elle inhibe la synthése des
prot€ines, de I'ADN et de I’ARN (Takada et al. 1984). In vivo, elle réduit I'incidence des
caries chez les souris infectées ou non avec S. murans serotype ¢, lorsque cette substance est
ajoutée dans [’eau ou a la nourriture. Ooshima et al. (1985) ont obtenu aussi une réduction de
la carie en utilisant un autre modéle animal et différentes souches de §. murans serotype c.
Toutefois, la mutacine C3603 est inactivée par certaines composantes de la diéte animale

comme des protéines et des hydrate de carbone non hydrolysés (Ikeda ef 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 différe des
autres par sa masse moléculaire plus €levée, sa résistance moindre a la chaleur et son spectre
d’activité restreint a quelques streptocoques. Elle est inefficace contre les Bacillus, 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 3 Gram positif testées, méme celles qui sont
résistantes aux antibiotiques, et contre certaines bactéries 2 Gram négatif (Parrot ez al. 1990:
Chap. II: Mota-Meira et al. 1997; Chap. III: Mota-Meira et al. 1999). De plus, aucun mutant
spontané résistant & la mutacine B-Ny266 n’a été obtenu jusqu’a présent. Des études réalisés
par Dagray (1996) afin d’obtenir des mutants spontanés ou induits par des agents mutagénes
(rayons ultra-violets et nitrosoguanidine) de la souche de M. luteus ont démontré uniquement
I’apparition de colonies avec une adaptation physiologique (trés instable) a la mutacine plutdt
qu’une véritable mutation. De nombreux essais effectués dans le laboratoire du Dr Lavoie afin
d’obtenir des mutants résistants A la mutacine B-Ny266 sont également demeuré infructueux

(résultats non-publiés).
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La mutacine B-JH1140, produite par S. mutans JH1140 (« mutant spontané » de la souche
S. mutans JH1000, a une masse moléculaire de 2263,2 + 0,01 Da (calculée par électro-
ionisation). Cependant, la mutacine JH1000 produite par le S. mutans JH1000 posséde une
masse moléculaire inférieur a 1000 Da (déterminée par membrane a dialyse avec une porosité
de 1000 Da). De plus, la migration de la mutacine B-JH1140 dans un gel d’électrophorése
(SDS-PAGE) fut plus lente que celle attendue selon son poids moléculaire. Ces contradictions
apparentes sont dues au fait que la mutacine B-JH1140, comme les autres lantibiotiques.
posséde une conformation linéaire sous forme de « batonnet ». Cette conformation confére la
capacité de passer au travers des pores des membranes a dialyse (méme si les pores sont d'une
taille inférieur a la masse moléculaire du peptide) et de retarder leur mobilité électrophorétique
(Hillman et al. 1998).

La mutacine B-III, produite par S. mutans UA787, posséde la méme séquence du géne
codant pour le pré-peptide (Qi et al. 1999b) que celle déterminée pour la mutacine B-JHI 140
(Hillman et al. 1998). La localisation des ponts sulfures et des résidus déshydratés semble étre
la seule différence entre ces deux molécules. Qi et al. (1999b) a proposé que les résidus non-
usuels de la mutacine B-III sont localisés a la méme 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-JH1140 et B-III sont des lantibiotiques de type A (Fig. 1.1;
Tableau 1.1) semblables a I'épidermine et a 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 1a mutacine B-III différent de la mutacine B-
Ny266 par seulement deux acides aminés (Phe/Leu-6 et Lys/Arg-13). Toutefois, la mutacine
B-JH1140 différe 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 ez al. 1997; Hillman et al.
1998). Par contre, la différence dans la séquence signal du géne lanA est de 6 résidus (Fig.

1.2) en position -9 a -12, -19 et -22 (G. LaPointe, communication personnelle). La séquence
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en acides aminés pour les mutacines B-Ny266 et B-JH1140 a été obtenue par la dégradation
d’Edman suite au traitement 2 1’étanethiol alcalin. Une analyse supplémentaire pour la
détection des résidus modifiés a été réalisée pour la mutacine B-JH1140 en utilisant la
spectrométrie de masse (fragmentation de la molécule par MS/MS) suite au méme traitement
(Novak et al. 1996).

Le géne codant le peptide (lanA) et I’enzyme de modification (lanB) ont été séquencés
pour les mutacines B-Ny266, B-JH1140 et B-III. De plus, le géne de I’enzyme de modification
({lanM), de régulation (lanR), d’immunité (lanF,E,G) et de transport (l1anT) ont été aussi
séquencés pour la mutacine B-III (Qi er 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 Al la
mutacine B-JH1140 et la mutacine I possédent 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). Méme si le pré-peptide de 63
acides aminés est le plus long parmi les lantibiotiques de la classe Al, le peptide mature

contient le méme nombre de résidus (22) que le groupe épidermine.

La mutacine J-T8, produite par S. murans T8, est un peptide hydrophobe de masse
moléculaire de 3245 Da contenant dans sa structure quatre acides aminés non-usuels: deux
lanthionines, un B-méthyllanthionine et un acide aminé déshydraté (soit dhA ou dhB; Tableau
1.1; Novak et al. 1996). Méme si la séquence du géne 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 a €tre déterminée. Le géne du
peptide (lanA), de I'enzyme de modification (/lanM), de régulation (lanR), d’immunité
(1anF,E,G) et de transport (1anT) ont été séquencés (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 AIl » soit des double glycines autour du site de clivage, et des régions

homologues conservées de motif (EVSxxELxxIxGG) typique de bactériocines de classe II
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(non-lantibiotiques; Fig. 1.2). La mutacine J-T8 a un spectre d’activité semblable 2 celui de la
mutacine C67-1 contre la plupart des bactéries 3 Gram positif testées par Parrot et al. (1990), a
I'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 interfére plutdt avec le métabolisme

énergétique des cellules sensibles (Chikindas et al. 1995).
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2.1. RESUME

La frequence d’apparition de souches pathogénes résistantes aux antibiotiques a augmenté,
et constitue actuellement un probléme majeur dans les milieux hospitaliers. De nouveaux
antibiotiques plus efficaces doivent étre développés pour lutter contre les maladies
infectieuses. Le test d’antagonisme différé a été utilisé afin de déterminer I’activité de
différentes souches productrices de mutacines ou de lantibiotiques contre des souches
pathogenes. Les mutacines A, B, C, D, [, 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 étaient actives contre tous les staphylocoques testés. A I'exception des souches
productrices des mutacines P, Q et X, toutes les autres souches productrices inhibent les
streptocoques testés. Les mutacines A, B, I, J et T, les nisines A et Z, et I’épidermine inhibent
les deux souches de Neisseria gonorrhoeae 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 Z, et ils indiquent que certaines
mutacines, spécialement celles des groupes A, B, C, D, I, K, L et M, sont de bonnes

candidates pour leur développement comme antibiotiques.

“f
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2.2. ABSTRACT

The increase of drug resistance among bacterial pathogens is currently a major threat in
hospital settings. New and more efficient antibiotic compounds have to be 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, I, K, L and M, nisins A and Z were
active against all enterococci tested. Mutacins A and B, and nisins A and Z inhibited all the
staphylococci tested. Except for the strains producing mutacins P, Q and X, all the producing
strains inhibited the streptococci tested. Mutacins A, B, I, J, T, nisins A and Z, and epidermin
inhibited the two antibiotic-resistant strains of Neisseria gonorrhoeae tested. Mutacins A. B,
C, D, nisins A and Z inhibited Campylobacter jejuni and Helicobacter pylori. These results
confirm the wide activity spectra of nisins A and Z, and indicate that some mutacins,
especially those of groups A, B, C, D, I, K, L, and M, could be candidates for further

development as useful antibiotics.
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2.3. 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 antimicrobial
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 bacterium-
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-immunity (37). Among the mutacins, only
three (B-Ny266, B-JH1140 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 development of new
drugs against bacterial pathogens, including those that are drug resistant, we determined 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, I, K, L, and M, could be

candidates for further development as useful antibiotics.
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2.4. MATERIALS AND METHODS

2.4.1. BACTERIAL STRAINS

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 previously
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,
BHA enriched with 5% Fetal Bovine Serum (Gibco BRL, Grand Island, NY) for Helicobacter
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 layer, to facilitate the diffusion of the inhibitory substances.

The mutacin-producing strains were incubated anaerobically (10% H,: 10% CO, 80% N.)
in a Coy glove box (Model 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 generally incubated aerobically at 37°C for 24 h. The
strains of Actinomyces viscosus, Bordetella bronchiseptica, Clostridium sporogenes,
Peptostreptococcus micros, Propionibacterium acnes, and the streptococci were incubated at
37°C under anaerobic conditions (10% H,: 10% CO,. 80% N,) 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 CO, incubator (Napco Controlled Environment 6100, National Appliance,
Portland, OR) until growth was visible. M. smegmatis was incubated at room temperature

under aerobic conditions.
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The tests were done in triplicate and the resuits 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. [, K, L. M)
and two lantibiotics (nisins A and Z) were active against all the enterococci tested including
the multi-drug resistant strain (EF-Chul) (Table 2.3). In comparison to the other streptococci
tested, the strain EF-Chul was more sensitive to mutacins E, F and O and more resistant to
mutacin T and subtilin. Peptostreptococcus micros was inhibited by most of the tested strains

except those producing epidermin, gallidermin and mutacins N, Q, and b (Table 2.3).

Only mutacins B-Ny266 and B-JH1140 and nisins A and Z were active against all
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 among 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 Corynebacterium diphtheriae were
sensitive to all strains tested, except for the subtilin-producing strain. Of the 30 strains tested,
23 inhibited Clostridium sporogenes and Listeria monocytogenes ATCC type strains, 17
inhibited Gardnerella vaginalis and Propionibacterium acnes, and 14 inhibited L.
monocytogenes Scott A (Table 2.6). Only nisins A and Z, and epidermin were active against

Mycobacterium smegmatis (Table 2.6).
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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
Campylobacter jejuni and Helicobacter pylori (Table 2.7). Neisseria gonorrhoeae 016 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 RIM of P. acidilactici was slightly more resistant to mutacins of

groups A, B, C and D, gallidermin 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 clusters, 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, gallidermin, and subtilin with 81% similarity
(Figure 2.1). The other mutacins formed different clusters which are less related to the
lantibiotics 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-JH1140 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 I mm should be considered as indication of the production of an inhibitor
different from metabolic end-products (42, 43). Although the dimension of the inhibition zone

depends on many factors, a wider inhibition zone could indicate that the substance is more



87

active, that it diffuses more rapidly and/or that it is produced in higher quantity, all these
characteristics being important for the production of new antibiotics. The deferred antagonism
test is only a crude evaluation of the production of antimicrobial 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 er 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 alter 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 lantibiotics,
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 similarity in their activity spectra. Futhermore,
mutacins B-Ny266 and B-JH1140 differ by two amino acids in their primary structure, but

exhibit activity spectra similar at 94%. These results indicate that studies on structure-activity
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relationships are important for mutacins, as has been shown for other lantibiotics (6, 33, 41,
an.

Data presented here confirmed the wide activity spectra of lantibiotics nisin A and nisin Z
against bacterial pathogens (22, 27, 45, 53). Nisin is currently studied for use as a clinical
antibiotic (12). The other lantibiotics tested (epidermin, gallidermin, 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, all 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 drug-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) (31). 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, I, 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-drug resistance is
on the rise among Neisseria species (4). This study indicates that mutacins of groups A, B, I, J,
and T, which inhibited Neisseria species, should be further examined for use against neisserial

infections.

The lantibiotic nisin was shown to be active against A. pylori (14), and is presently being
tested for treatment of peptic ulcers caused by H. pylori (12, 14). Many oral bacteria were

also shown to inhibit the growth of H. pylori (23). Similarly, mutacins of groups A, B, C, D, ],
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and L are shown here to inhibit H. pylori. These substances could thus be considered for their

development 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, I, J, K, and M may be
good candidates for food protection applications since they inhibit Clostridiiem 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 Z, and
indicate that some mutacins, especially those of groups A, B, C, D, [, 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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Producing strains Mutacin or Origin or source’
lantibiotic
Streptococcus mutans
CM7 A-CM7 C. Mouton
Ny266 (ATCC 202022) B-Ny266 J. S. van der Hoeven
TA C-7A Parrot et al. (43)
123.1 D-123.1 Morency et al. (37)
Q E-Q Kulkarni er al. (30)
59.1 F-59.1 Morency et al. (37)
UA96 G-UA96 Caufield er al. (5)
29B H-29B Parrot et al. (43)
T9 I-T9 D. Kandelman
T8 J-T8 J. S. van der Hoeven
N K-N Kulkarni er al. (30)
87.1 L-87.1 Morency et al. (37)
5A M-5A Parrot et al. (43)
ATCC 25175 N-25175 ATCC
11A O-11A Parrot et al. (43)
136.1 P-136.1 Morency et al. (37)
JB Q-JB Kulkarni er ai. (30)
3B R-3B Parrot ez al. (43)
Ny257 S-Ny257 J. S. van der Hoeven
22A T-22A Parrot et al. (43)
F U-F Kulkarni et al. (30)
NGO003 W-NGO003 Goyette er al. (18)
T7B X-T7B Parrot et al. (43)
JH 1140 B-JH 1140 Hillman er al. (21)
BHT b Delisle (11)
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Table 2.1. Inhibitory strains used in this study (continued)

Producing strains Mutacin or Origin or source’
lantibiotic

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 Nisin A ATCC

Lactococcus lactis subsp. lactis Nisin Z Meghrous er al. (35)

biovar. diacetylactis UL 719

Staphylococcus epidermidis DSM 3095 Epidermin DSM

Staphylococcus gallinarum DSM 4616 Gallidermin DSM

Bacillus subtilis ATCC 6633 Subtilin 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. Kandelman, Faculté de médecine dentaire , Université de Montréal; ATCC.
American Type Culture Collection, Manassas, VA; DSM, Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Germany.
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Table 2.2. Bacterial pathogens tested for their sensitivity towards mutacins and

lantibiotics.

Strains

Origin or source*

Resistance®

Actinomyces viscosus Nyl

Bacillus cereus ATCC 2

Bordetella bronchiseptica LSPQ 2021
Campylobacter jejuni ATCC 29428
Clostridium sporogenes ATCC 19404
Corynebacterium diphtheriae LSPQ 3076
Enterococcus faecalis ATCC 27275

E. faecalis EF-Chul

E. faecalis 78.4

E. hirae ATCC 8043

Gardnerella vaginalis ATCC 14018
Haemophilus influenzae ATCC 8142
Helicobacter pylori ATCC 43504

H. pylori NCTC 11638

Listeria monocytogenes ATCC 15313

L. monocytogenes Scott A ATCC 700301
L. monocytogenes Scott A ATCC 700302
L. monocytogenes Scott A HPB 3

L. monocytogenes ser.3 ATCC 19113
Micrococcus luteus ATCC 272
Mycobacterium smegmatis ATCC 35797
M. smegmatis ATZC 35798

Neisseria gonorrhoeae 016

N. gonorrhoeae 022

J. S. Van der Hoeven

ATCC
LSPQ
ATCC
ATCC
LSPQ
ATCC

CHUL

Trudel et al. (51)
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
NCTC
ATCC
ATCC
ATCC

HPB
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 tested (continued)
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Strains Origin or source* Resistance®
Pediococcus acidilactici ULS Goulhen et al. (17)
P. acidilactici R1 Goulheneral. (17) Nisin
P. acidilactici RIM Goulhen et al. (17) Nisin
P. acidilactici TS Goulheneral. (17) Nisin
Peptostreptococcus micros ATCC 33270 ATCC
Propionibacterium acnes UD D. Grenier
Staphylococcus aureus ATCC 6538 ATCC
S. aureus ATCC 25923 ATCC
S. aureus ATCC 43300 ATCC AM-P
S. aureus R621 CHUL AM-E-OX-P
S. aureus R630 CHUL AM-OX-P
S. epidermidis ATCC 12228 ATCC AM-P-G-TE
S. epidermidis SE-Chul CHUL AM-NA-P
S. haemolyticus HL 2344 HL AM-C-E-K-L-NA-OX-
P-S-TE-TMP
Streptococci group C LSPQ 3377 LSPQ
Streptococci group F LSPQ 3374 LSPQ
Streptococci group G LSPQ 3375 LSPQ
Streptococcus agalactiae BALB/c Rodrigue and Lavoie
(46)
S. bovis ATCC 35034 ATCC
S. mutans ATCC 33534 ATCC
S. mutans ATCC 35668 ATCC
S. pneumoniae ATCC 6303 ATCC
S. pneumoniae ULM CHUL
S. pyogenes ULM CHUL
S. suis serotype 2 GREMIP
S. uberis ATCC 27958 ATCC




a
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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;
CHUL, Centre hospitalier de I'Université 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 Laval, Québec, QC, Canada; HL, Hopital Laval, Québec, QC, Canada;
GREMIP, Faculté de Médecine vétérinaire, Université de Montréal, St-Hyacinthe, QC,

Canada.

AM= ampicillin, CF= cephalotin, C= chloramphenicol, E= erythromycin, GM=
gentamycin. 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.
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Table 2.3. Activity® of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic

against micrococci, peptostreptococci and enterococci.

enterococci Micrococcus Peprostreptococcus
E. faecalis E. hirae luteus micros
ATCC’ ATCC*
784 27275 EF-Chul 8043 ATCC 272 ATCC 33270
Mutacin
A-CM7 6 3 4 4 12 It
B-Ny266 6 2 3 4 15 12
B-JH 1140 6 1 2 4 13 7
C-7A 5 3 4 3 11 14
D-123.1 6 3 4 4 12 16
E-Q 1 1 9 i 5 3
F-59.1 1 1 10 0 14 2
G-UA96 0 0 I 1 13 15
H-29B 1 0 0 | 15 18
I-T9 5 6 4 6 6 3
J-T8 0 0 0 1 16 18
K-N 3 3 3 3 4 9
L-87.1 2 2 3 2 3 4
M-5A 3 4 4 4 6 9
N-25175 0 0 1 1 3 1
O-11A 1 1 4 1 11 2
P-136.1 1 0 1 I 3 2
Q-IB 0 0 1 I 2 1
R-3B 0 0 1 1 2 2
S-Ny257 1 0 1 1 3 3
T-22A 5 4 | 5 6 4
U-F 0 1 1 0 2 2
W-NG0O03 0 0 0 0 3 2
X-T7B 1 1 1 1 4 2
b-BHT 1 0 0 0 3 1
Lantibiotic
Nisin A 6 6 6 8 14 7
Nisin Z 7 9 8 11 17 13
Epidermin 0 0 0 0 18 0
Gallidermin 0 0 0 18 1
Subtilin 5 2 0 3 10 4

? 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.

® Multi-drug resistant strains (see Table 2).



Table 2.4. Activity” of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic
against staphylococci.

S. aureus S. epidermidis  S. haemolyticus
ATCC ATCC
25923 43300* 6538 R621° R630*  12228° Chul® HL 2344°

Mutacin
A-CM7
B-Ny266
B-JH 1140
C-7A
D-123.1
E-Q
F-59.1
G-UA96
H-29B
I-T9

J-T8

K-N
L-87.1
M-S5A
N-25175
O-11A
P-136.1
Q-JB
R-3B
S-Ny257
T-22A
U-F
W-NG0O03
X-T7B
b-BHT
Lantibiotic
Nisin A
Nisin Z
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“ The activity is expressed as the mean of the radius of three inhibition zones in mm.
The average standard deviation on these measures was 0.2 mm.
® Multi-drug resistant strains (see Table 2).

¢ Not available.



Table 2.5. Activity’ of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic against streptococci.

Streptococci
S. S. bovis group S. mutans S. pneumoniae S. pyogenes S, suis  S. uberis
agalactiae
ATCC ATCC ATCC ATCC
BALB/c 35034 C F G 33534 35668 6303 ULM ULM  serotype 2 27958
Mutacin

A-CM7 6 8 8 7 17 7 7 8 1 8 6 9
B-Ny266 10 11 10 8 8 7 9 8 12 8 8 12
B-JH 1140 9 11 9 8 1 1 9 7 12 1 1 12
C-7A 10 12 10 10 11 9 7 10 13 9 10 14
D-123.1 10 12 111 10 7 10 15 10 12 14
E-Q 1 12 18 20 3 1 2 3 4 15 5 6
F-59.1 6 13 18 21 11 8 1 2 3 16 3 10
G-UA9%6 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
I-T9 12 9 7 2 17 | 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 [ 2 6 5 3 4 4
M-5A 5 3 5 6 5 7 2 7 6 5 7 6
N-25175 7 5 5 6 6 7 2 4 4 5 6 13
O-11A 2 9 17 18 7 | I 3 2 14 2 5
P-136.1 | 1 4 1 1 1 ) 3 3 1 3 4
Q-JB 1 2 21 3 2 2 2 2 2 2 2
R-3B 6 6 32 3 ] 2 2 3 2 6 9
S-Ny257 6 8 9 3 10 6 3 4 4 7 9 10
T-22A 1 7 4 3 4 3 2 5 7 6 4 4
U-F 3 1 2 2 2 2 2 3 3 2 4 6
W-NGO003 5 3 J 4 4 7 2 4 4 5 7 10
X-T7B 1 | 2 3 1 l | 3 3 2 3 3
b-BHT 1 3 14 16 11 0 1 2 3 I 5 1

€01
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Table 2.6. Activity’ of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic against Gram

positive rods.
B. cereus C. sporogenes A.viscosus C. G. vaginalis P.acnes L. monocytogenes M. smegmatis
diphtheriae
ATCC ATCC LSPQ ATCC ATCC Scott A ATCC
2 19404 Nyl 3076 14018 UD 15313 19113 HPB3 35797 35798

Mutacin

A-CM? 2 5 8 6 13 7 9 10 7 1 0
B-Ny266 3 6 8 8 16 10 10 10 7 2 |
B-JH 1140 4 6 6 7 18 9 9 8 6 | 0
C-7A 3 13 11 10 12 6 7 9 4 1 0
D-123.1 4 13 12 1 13 8 8 10 5 | 1
E-Q 0 2 2 2 3 1 1 2 1 | 0
F-59.1 0 1 2 2 | 1 2 2 | 0 0
G-UA9%6 0 2 6 3 10 2 2 4 1 1 0
H-29B 0 3 8 6 13 2 3 8 2 1 |
I-T9 0 2 4 2 1 2 10 7 2 1 0
J-T8 0 2 9 7 15 1 4 7 2 1 |
K-N 1 4 6 5 3 8 5 4 3 1 1
L-87.1 0 4 4 3 3 4 4 3 1 0 0
M-5A 1 4 6 6 4 8 7 6 5 | 1
N-25175 0 1 3 2 | 1 | ] 1 0 0
O-11A 0 2 2 2 | ] | 1 0 0 0
P-136.1 0 I 4 2 | 1 5 2 1 | 1
Q-JB 0 2 2 1 1 2 | 1 0 i 0
R-3B 0 2 2 2 1 1 1 1 | I 0
S-Ny257 0 3 4 2 1 2 3 I 1 1 0
T-22A 0 3 3 1 5 3 7 5 1 | 1
U-F 0 2 3 2 l 2 ! l 0 0 0
W-NG003 0 l 3 2 1 1 2 2 ] 1 1
X-T’B 0 2 4 3 1 ] 6 3 0 | 1
h-BHT 0 | 2 3 ! 0 ] ] i 0 0

SOl



Table 2.6. Activity’ against Gram positive rods (cont.)

B. cereus C. sporogenes A.viscosus C. G. vaginalis P.acnes L monocytogenes M. smegmatis
diphtheriae
ATCC ATCC LSPQ ATCC ATCC Scott A ATCC
2 19404 Nyl 3076 14018 UD 15313 19113 HPB3 35797 35798
Lantibiotic
Nisin A 1 6 2 2 8 11 5 9 4 4 3
Nisin Z 4 8 4 4 15 15 7 12 7 9 8
Epidermin 0 1 4 5 10 7 8 3 3 2
Gallidermin 0 1 2 5 12 0 6 7 2 0 0
Subtilin 4 5 1 0 9 15 2 7 0 2 1

* 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.

901
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Table 2.7. Activity® of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic
against Gram-negative pathogens.

B. bronchiseptica H. influenzae C. jejuni H. pylori N. gonorrhoeae

LSPQ ATCC ATCC ATCC NCTC
2021 8142 29428 43504 11638 016’ 022°

Mutacin
A-CM7
B-Ny266
B-JH 1140
C-7A
D-123.1
E-Q
F-59.1
G-UA9%6
H-29B
I-T9

J-T8

K-N
L-87.1
M-5A
N-25175
O-11A
P-136.1
Q-JB
R-3B
S-Ny257
T-22A
U-F
W-NG003
X-T7B
b-BHT
Lantibiotic
Nisin A
Nisin Z
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“ The activity is expressed as the mean of the radius of three inhibition zones in mm.
The average standard deviation on these measures was 0.3 mm.

® Multi-drug resistant strains (see Table 2).

° Not available.
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Table 2.8. Activity” of bacterial strains producing a mutacin or a lantibiotic
against nisin resistant mutants.

Listeria monocytogenes Scott A Pediococcus acidilactici
Resistant mutants Resistant mutants
HPB 3 ATCC ATCC ULS TS Rl RIM
700301 700302

Mutacin

A-CM7 7 8 7 8 9 7 6
B-Ny266 7 8 8 10 10 9 7
B-JH 1140 6 7 6 10 9 7 7
C-7Aa 4 5 4 10 7 8 8
D-123.1 5 6 s 8§ 8 9 8
E-Q 1 2 1 0 1 0 0
F-59.1 1 1 1 0 1 1 0
G-UA96 1 1 1 1 1 0 0
H-29B 2 1 1 2 1 I 1
I-T9 2 2 2 0 0 1 0
J-T8 2 2 1 2 2 1 1
K-N 3 4 3 4 3 4 4
L-87.1 1 2 1 2 1 3 2
M-SA 5 5 4 5 4 4 6
N-25175 I 1 1 0 0 0 0
0O-11A ] 1 0 0 0 1 0
P-136.1 1 1 1 1 0 0 0
Q-JB 0 1 1 0 0 0 0
R-3B 1 1 1 0 0 0 0
S-Ny257 1 1 1 0 1 0 0
T-22A 1 2 1 0 I 0 0
U-F 0 1 1 0 I 1 1
W-NGO003 I 1 1 0 0 0 0
X-T7B 0 2 2 ! 0 1 1
b-BHT 1 1 | 0 0 0 0
Lantibiotic

Nisin A 4 3 2 12 6 4 2
Nisin Z 7 3 2 8] 7 5 3
Epidermin 3 6 5 5 4 5
Gallidermin 2 5 4 3 1 0
Subtilin o 0 0 NA® 0 0

“ The activity is expressed as the mean of the radius of three inhibition zones in mm.
The average standard deviation on these measures was 0.3 mm.
b Not available.
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Figure 2.1. Grouping of the lantibiotic- or mutacin-producing strains according to the
similarity of their activity spectra against the tested pathogen strains bacterial.
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CHAPITRE 1II

PURIFICATION AND STRUCTURE OF MUTACIN B-NY266: A NEW
LANTIBIOTIC PRODUCED BY STREPTOCOCCUS MUTANS

Marilaine Mota-Meira®, Christophe Lacroix?, Giséle LaPointe* and Marc C. Lavoieb*

Centre de recherche en sciences et technologie du lait (STELA), Faculté des sciences de
I'agriculture et de I'alimentation®, and Département de biochimie et de
microbiologie, Faculté des sciences et de génie®, Université Laval, Cité

Universitaire, Québec, QC, Canada, G1K 7P4

Publié€ dans « FEBS Letters » 410:257-279, 1997
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3.1. RESUME

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 a partir de culots bactériens de la souche de Streprococcus mutans Ny266 par
extraction a I’éthanol a pH 2,0 suivie de chromatographie a phase inverse sur des colonnes
pré-compactées (« Sep-Pak® cartridge ») C;g et par HPLC avec une colonne C;g. Le facteur
de purification moyen a été de 3240 + 81 avec un rendement moyen de 1.0 + 0.1%. 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 a partir de la fraction pure et active, a
été obtenue par la dégradation d’Edman suite au traitement de la mutacine a |’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-A-K-O-G-A-F-N-U-Y-A. La séquence de la molécule différe de
celles de I’épidermine/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.



3.2. ABSTRACT

Mutacins are bactericidal substances of proteinaceous nature produced by Streprococcus
mutans. Lantibiotics are antibacterial substances containing posttranslationnally modified
amino acids such as lanthionine. Mutacin B-Ny266 was purified from the cell pellet of
Streptococcus mutans strain Ny266 by ethanol extraction at pH 2.0 followed by reversed-
phase chromatography (Sep-Pak® cartridge) and by HPLC on a Cig column. The mean
purification factor was 3240 + 81 and the mean yield was 1.0 £ 0.1%. Molecular mass of
mutacin B-Ny266 as determined by mass spectroscopy is 2270.29 + 0.21 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-A-F-N-U-Y-A. The molecule differs from that of epidermin/staphylococcin
1580 and gallidermin at positions 1, 2,4, S and 6.
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Key words: Mutacin; Bacteriocin; Lantibiotic; Streptococcus mutans; amino acid sequence

Abbreviations: Abu, 2-aminobutyric acid; ATCC, American Type Culture Collection; AU,
Arbitrary units; BM-Lan, 8-methyllanthionine; BMSEC, B-methyl-S-ethylcysteine; dhA or U,
2,3-didehydroalanine; dhB or O, (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
liquid chromatography; SEC, S-ethylcysteine; TFA, trifluoroacetic acid; TSAYE, trypticase
soy agar yeast extract.
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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 {1]. Bacteriocins
produced by Streptococcus mutans were termed mutacins by Hamada and Ooshima [2].
Although there are many reports which show that S. mutars produces inhibitory substances,
only a few such inhibitors have been isolated and characterized as mutacins [3-13]. The well
studied mutacins include: RM-10 [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 published a preliminary classification of mutacins [14], but a definitive
classification will have to await the complete chemical characterization of these substances.
Among the known mutacins, only T8, which belongs to group J [14], was identified as a
lantibiotic and its first 8 N-terminal amino acid residues were determined by Novik et al. [10}].
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 [1,15-17]. 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 all tested Gram-
positive bacteria including Listeria monocytogenes, Clostridium sporogenes, Mycobacterium
phlei, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and Bacillus subtilis [18]. The mature

peptide was purified to homogeneity and its amino acid sequence was determined.
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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 overnight
preculture in M17-lactose broth (BDH Inc., St-Laurent, QC, Canada) was used to inoculate 1
liter of M17 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 INHIBITORY ACTIVITY

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 0.1 at 600 nm) of Micrococcus
luteus ATCC 272 (ATCC, Rockville, MD). In order to assess the activity of mutacin samples.
two-fold dilutions were prepared in 0.11% TFA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) and 5
ul of each dilution deposited on top of the indicator plates. Mutacin activity was expressed in
arbitrary units, which correspond to the reciprocal of the last dilution giving a clear inhibition

zone against M. luteus after 24 h of incubation at 37°C under aerobic conditions [19].

The specific activity of each preparation was expressed in AU/mg protein. Protein
concentrations were determined using the Bio-Rad DC protein assay (Bio-Rad, Mississauga,
ON, Canada).

3.4.3. MUTACIN EXTRACTION AND PURIFICATION

One liter of a 24-h culture of §. mutans Ny266 was centrifuged at 10,000 x g for 15 min
and the mutacin was extracted from the cell pellet with a mixture of 20 ml HCI (20 mM) and
80 ml of ethanol (70%) 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 Hurst [20]. The supemnatants were evaporated with

a rotary evaporator at 37°C and the concentrates were applied to C;g Sep-Pak® cartridges

(Waters Corporation, Milford, MA) and eluted with a discontinuous gradient of acetronitrile
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(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-Vac®
concentrator (Model SC110A, Savant Instruments Inc., Farmingdale, NY). The fractions were
re-solubilized in 0.11% TFA. And further purified by RP-HPLC using an analytical C;g
column (Vitropack Lichrosorb RP 18, S um; LKB, Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden).
The chromatography was performed on an LKB system (Pharmacia) equipped with two
pumps (model 2150), a controller (model 2152), a variable wavelength monitor (model 2151),
a Rheodyne M7010 sample injection valve with a 20 pl loop, and a Hewlett-Packard 3396
integrator. Elution was carried out with solvent (A): 0.11% TFA and solvent (B): 60%
acetonitrile in 0.1% TFA. The peptides were eluted with a linear gradient of acetonitrile over
44 min at a flow-rate of | ml/min and detected at 220 nm. The upper half of the peak showing
activity (HPLC I) 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 III) which was used for chemical analyses.

3.4.4. POLARITY CALCULATION
The polarity was calculated from the percentage of acetonitrile at which the substance

eluted according to the formula given by Snyder [21].

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 uym [.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 15% (V/V) acetonitrile, at 30°C. The detection was at 200 nm.

3.4.6. MOLECULAR MASS DETERMINATION
Molecular mass was determined fromx fraction HPLC III by electrospray mass

spectroscopy on a VG/Fisons Quatro II electrospray triple quadrupole mass spectrometer
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(Fison Instruments, Manchester, UK) at the Dept. of Chemistry, University of Waterloo,
Waterloo, ON, Canada.

3.4.7. AMINO ACID ANALYSIS

Purified mutacin B-Ny266 (fraction HPLC III) was submitted to acid hydrolysis (HC1 6 N,
110°C, 21 h) and o-phthaldialdehyde (OPA) derivatization according to Sahl er 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 C;g 4-um column
(8 mm x 10 cm) at 40°C, two pumps (Waters model 510) and an automatic injector (Waters
Model 715). The OPA amino acid derivatives were detected at 425 nm (excitation wavelength
338 nm) on a fluorescence detector (Waters, Model 420). The sum of the Lan and/or 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 performed 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.
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3.5. RESULTS

The purification procedure was repeated 8 times. The mean cell yield of the cultures in
M17 broth was 0.79 £ 0.04 (mean = standard deviation) g of cell dry weight/L.. The specific
activity of the cell pellet extracts was 115 £ 43 AU/mg of protein. The specific activity
recovered from the supernatants was 22 + 3 AU/mg of protein. Therefore, only cell 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 + 81 fold with a yield of
1.0 £ 0.1%, which correspond to 3.4 £ 0.3 ug 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 £0.21

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). Forty percent of

the residues are modified amino acids residues.

Edman degradation after treatment with alkaline ethanethiol revealed 21 residues with the
following sequence:
F' - K*- (SEC+DSER)*- W*- SEC’ - F® - (SEC+DSER)’ - BMSEC®- P° - G'° -
(SEC+DSER)''- A'?- K'*- BMSEC !*- G'5- SEC '®- F'"- N8 SECY- 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%.
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3.6. DISCUSSION

Mutacins have always been difficult to obtain from liquid cultures [2,18,24-26]. Novik et
al. [10] 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 M7 (BDH). Furthermore, we
describe a simple technique permitting the extraction of the mutacin activity from cell 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
calculated to be, on average, six times that of the cell 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 method 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 molecular
mass and the amino acid sequencing. Furthermore, 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 er al. [23] on the usefulness of this method for the automatic sequencing

of lantibiotics.
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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 derivatization.

According to Meyer et al. [23], the detection of a SEC signal (residues 5, 16, 19 and 21!)
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, 11), it indicates the
presence of a lanthionine residue. Atcycles 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. Furthermore, if we compare the molecule of B-
Ny266 with closely similar substances such as epidermin (staphylococcin 1580) and
gallidermin (Fig. 3.1), position 16-21 is occupied by a lanthionine. This would also be in
accordance with the results of the amino acid analysis, in which we detected 3 Lan/BM-Lan
(Table 3.2). We can thus hypothesized that these residues couid be Lan 3-7, BM-Lan 8-11
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-aminovinyl)-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 comparison of the molecular masses obtained by
mass spectroscopy analysis (2270.29 £ 0.21 Da) and the total mass obtained from the addition
of all the residues calculated from the amino acid sequence (2196.55 Da) (Table 3.2). The
difference between the two masses (73.74 £ 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 gallidermin (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.
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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-C-C. Cloning and sequencing the

corresponding gene would confirmed the proposed primary 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 similar lantibiotics are produced by different bacterial
genera. Epidermin and gallidermin are produced by staphylococci (S. epidermidis and §.
gallinarum, respectively) while mutacin B-Ny266 is produce by a streptococci (S. mutans ).
The Lan3-7, which is a common structure among group A lantibiotics [1], is also present in
mutacin 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 FI1-K2-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 common origin for these three lantibiotics.

Mutacin B-Ny266 possesses a dhA residue in position 5. This dhAS was found to be
important for the activity and stability of nisin [28], and for the sporicidal activity of nisin {29]
and subtilin [30]. The possibility of a similar effect of the dhAS residue in mutacin B-Ny266
activity would be well worth testing. Position 6 of epidermin and gallidermin seems to be
implicated in antibacterial activity and resistance to trypsin [31]. While this position is
occupied by I and L residues in epidermin and gallidermin, respectively, an F6 residue is
found in mutacin B-Ny266, as for streptococcin A-FF22 [32; table 3.3]. 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 purification step?

Purification step Purification factor Yield (%)
Sep-Pak® 36 £27 31+£22
HPLCI Sx3 222
HPLC O 31 49 + 22
HPLC III 6 31
Total 3240 + 81 1.0+0.1

@ Values presented are the mean + standard deviation of eight purifications, except for the

third HPLC chromatography, which was performed only once.



127

Table 3.2. Amino acid composition of mutacin B-Ny266.

Number of residues per molecule

Amino acid
(one letter code)  Amino acid analysiss ~ Edman degradation  Calculated molecular
(Probable number of weight (Da)
residues)
Ala (A) 1.2 (1) 1 71.08
Asx (N, D) 0.8 (1) 1 (N) 114.10
Gly (G) 1.5 (1-2) 2 114.10
Lys (K) 2.5(2-3) 2 256.35
Phe (F) 29@3) 3 441.53
Tyr (Y) 0.7 (1) 1 163.18
Lan/BM-Lan® 2.733) 3 (2Lan + 1BM-Lan) 530.65
dhA (U) 0c 2 138.13
dhB (O) 0 1 83.09
Pro (P) NQ? 1 97.12
Tp (W) 0c 1 186.21
2195.54
+ 1H (N-terminal) 1.01
2196.55

a  The number of amino acid residues was calculated from the molar ratio relative to Ala and
Asx after OPA derivatization

b Lan = Lanthionine
BM-Lan = B-methyllanthionine

¢ dhA, dhB and Trp are acid labile and are not detected by the method used

d NQ, not quantified by OPA derivatization
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Table 3.3. Comparison of the first 7 N-terminal amino acids of mutacin B-Ny266 with
other known lantibiotics of group A.

Lantibioti N-t inal a Ref
1 2 3 &4 5 6 17
f S ]
Mutacin B-Ny266 P-K~-A-W-U-"P-2A ... Thispaper
Epidermin r 8 1 (33]
Staphylococcin 1580 I-A-A-K-PF-I-2A... |[34]
f s 1
Gallidermin I-A-A-K-F-L-A... I[35]
i S 1
Nisin A I-0-A-I-U-L-A... I[36]
Nisin Z [27]
f S 1
Subtilin W-K-A-E-U-L-=-AaA... [37]
Salivaricin A K-R-G-8S~-G-W-1I... [38]
Streptococcin A-FF22 G-K-N-G-V-F-K... [32]
Lactococcin DR [40]
Mutacin J-T8 N-R-W-W-Q-G6-Vv... [10]
Lactocin S S -T-P-V-L-A-S8... [41]
Epilancin K7 X-A-U-V-L-K-0... [42]

a2 Amino acids are identified by the one-letter code; U and O represent respectively 2,3-

didehydroalanine and 2,3-didehydrobutyrine [42].



Figure 3.1. Comparison of the proposed structure of mutacin B-Ny266 with those of
epidermin (staphylococcin 1580) and gallidermin.
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4.1. RESUME

Les peptides antimicrobiens, en particulier les lantibiotiques, sont de bons candidats pour
remplacer les antibiotiques auxquels les bactéries sont devenues résistantes. Afin de comparer
I’efficacité des lantibiotiques aux antibiotiques, les concentrations minimales inhibitrices
(CMYJ) de la nisine A, de la mutacine B-Ny266, de la vancomycine et de I’oxacilline ont été
déterminées contre plusieurs souches bactériennes pathogeénes. Les résultats 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, Corynebacterium
diphtheriae, Propionibacterium acnes, Actinomyces viscosus, Gardnerella vaginalis,
Campylobacter jejuni et Helicobacter pylori). Cependant, la mutacine B-Ny266 demeure
active contre les souches qui sont résistantes a la nisine A, a I’oxacilline ou a la vancomycine.
Le spectre d’activité de la mutacine B-Ny266, sa faible CMI contre les souches pathogénes,
ainsi que son activité contre les souches résistantes aux autres substances antimicrobiennes
testées rendent cette bactériocine trés attrayante pour son développement comme agent

thérapeutique.
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4.2. ABSTRACT

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 determined 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, Corynebacterium diphtheriae, Propionibacterium acnes, Actinomyces
viscosus, Gardnerella vaginalis, Campylobacter jejuni et Helicobacter pylori). Furthermore,
mutacin B-Ny266 remains active against the strains that are resistant to nisin A, oxacillin, or
vancomycin. The wide activity spectrum of mutacin B-Ny266, its low MICs against bacterial
pathogens, and its activity against bacteria resistant to other inhibitors, make this substance

very attractive for its development for therapeutical applications.
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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 bacterial populations. However, they not
only survived but even flourished in such hostile environment (2). Antibacterial drug
resistance has been reported for most of the predominant pathogenic bacteria (5, 8, 28, 40, 43,
49). More recently, the problem of antimicrobial drug resistance was shown to be on the rise
worldwide (4, 15, 29). New antimicrobial substances will thus have to be used in order to treat
bacterial infections. Novel antibiotics will have to be sought permanently 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

structures in order to increase or modify their already interesting properties (53).

Bacteriocins produced by Streptococcus mutans are termed mutacins (18). The mutacins
produced by some strains were shown 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,
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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
1140 (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. Furthermore, 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. ANTIMICROBIAL AGENTS

Mutacin B-Ny266 was purified from the cell pellet of Streptococcus mutans strain Ny266
by ethanol extraction at pH 2.0 followed by reversed-phase chromatography on Sep-Pak®
cartridge and by HPLC on a C; 3 column, as previously described (39). Pure nisin A (Ambicin
N®) was kindly provided by Aplin & Barrett 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 mg/ml of pure mutacin B-Ny266 or 2.1 mg/ml of pure
nisin A in sterile Clark and Lubs buffer (0.2 M KCIl, 0.2 M HCI) at pH 2.0 (9); 3.2 mg/ml of
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oxacillin or 3.0 mg/ml 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-distilled water.

4.4.3. DETERMINATION OF THE MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATIONS

The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using a microplate assay, as
previously described (48). The tested 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 610 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, NJ), the wells contained 100 ul of the cuiture
media. Twenty-five pl of the bacterial suspension were added to each well. The plates were
incubated at the appropriate 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 4.1), the optical density was measured at
630 nm with a microplate reader (Model MR 5000/7000, 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 alone. The MIC
was calculated from the highest dilution showing complete inhibition of the tested strain
(OD = OD,,,,,). The MIC determinations were repeated at least three times, always inciuding

Micrococcus luteus ATCC 272 as the control.

4.4.4. HEMOLYTIC ACTIVITY

The hemolytic activity of mutacin B-Ny266 (16 to 64 pg/ml), nisin A (21 to 84 pg/ml),
oxacillin (21 to 317 pg/ml), and vancomycin (20 pg/ml) 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 ul of blood were

added and the plates were observed for hemolysis and read at 630 nm on a microplate reader
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(Dynatech Laboratories Inc.). Double-distilled water was used as the hemolytic positive
control, and 0.1 M and 0.2 M PBS (pH 7.0) were used as negative controls. The test was done

in triplicate.

4.4.5. ANTIBIOGRAMS

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), gentamicin (GM 10), kanamycin (K 30), lincomycin (L 2), nalidixic acid
(NA 30), neomycin (N 30), oxacillin (OX 1), 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% CO, 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 cells.

Most of the clinical and mouse isolates tested demonstrated resistance to more than one
antibiotic (Table 4.2). Bacitracin inhibited all the staphylococci, streptococci, and Neisseria
strains tested. Only one strain was resistant to chloramphenicol (S. haemolyticus HL 2344),
two were resistant to gentamycin (E. faecalis EF-Chul and HL 900), and three to rifampin (E.
faecalis 2D4.22, HL 900, and S. epidermidis HL 1656) (Table 4.2). Cephalotin was very
active against the strains of neisseriae and staphylococci, but slightly less towards enterococci,

most of them being moderately susceptible to resistant. Four strains of Neisseria sp. and one
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of enterococci were resistant to vancomycin. Oxacillin resistance was observed in nine strains

of Neisseria gonorrhoeae, all (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 ug/ml) (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

9341) against all Micrococcus luteus strains tested (Table 4.3).

Mutacin B-Ny266 is slightly more effective than nisin A against enterococci, and less
active than vancomycin and oxacillin (Table 4.4), except against strain 78.4, for which the
activity of mutacin (MIC = 1.6 pg/ml) is comparable to that of vancomycin (MIC = 2.0
pg/ml). Mutacin B-Ny266 is the most active antimicrobial agent tested (MIC = 6.4 pg/ml)
against the vancomycin-resistant strain EF-Chul and is active against oxacillin-resistant
enterococci strains: 2L.5.07, 78.4, EF-Chul, and H1. 1148 (Table 4.4).

Against Listeria strains, the activity of mutacin B-Ny266 (MIC range: 0.4 to 2.0 ug/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/ml) and nisin A (MIC range: 1.1 to 16.7
ug/ml; Table 4.5).

Against staphylococci, the MIC of mutacin B-Ny266 was equal or lower than that of nisin
A for all 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). Furthermore, mutacin B-Ny266 is still
efficient against oxacillin-resistant (MIC 4 pg/ml) strains ( S. aureus ATCC 43300, R621,
R629, R630, R678, R69S, HL 1656, S. epidermidis HL 1656, HL 3176, and §. haemolyticus
HL 2344; Tables 4.2 and 4.6).
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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 pug/ml) and oxacillin is the most
active (MIC range: 0.02 to 1.1 pg/ml) 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 than 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 Nyl (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 mutacin and oxacillin (Table 4.9).

The tested strains of Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni (Table 4.10), and Neisseria
spp (Table 4.11) were sensitive to mutacin B-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 Haemophilus influenzae is
resistant to nisin A, vancomycin and oxacillin, and slightly less resistant to mutacin Ny266
(MIC: 12.8 pg/ml; Table 4.10). The strain of Bordetella bronchiseptica is the most resistant
Gram-negative pathogen strain tested. Nevertheless, the MIC of mutacin B-Ny266 (49.2
ug/ml) against this strain was lower than that of nisin A, vancomycin and oxacillin (Table

4.10).

Clinical isolates of Neisseria gonorrhoeae which are more resistant to vancomycin 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 yg/ml; Table 4.11).

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. While many of the tested strains were resistant to
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nisin A, only S. epidermidis DSM 3095, producing epidermin, appeared less sensitive to
mutacin B-Ny266 (Table 4.12).

Mutacin B-Ny266 was also active against nisin-resistant mutants obtained from

Pediococcus acidilactici and Listeria monocytogenes (Table 4.13).

4.6. DISCUSSION

In drug discovery, antimicrobial agents are first identified, tested to determine whether or
not they have clinically relevant antimicrobial activity, tested for toxicity and finally for their
ability to be delivered at the site of infection. Mutacin B-Ny266 was previously characterized

(39) and is shown here 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 vancomycin 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, listeriae, staphylococci, streptococci, bacilli, clostridia,
actinomyces, corynebacteria, peptostreptococci, propionibacteria) at low concentrations (< 4.0

ug/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 (11). 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. Furthermore, 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
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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 vancomycin (28) and penicillin (40), which seriously compromises the efficacy of the
antibiotic treatment of serious enterococcal infections (13). Our data confirm 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 B-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. monocytogenes and have raised serious health concerns (56). As shown in the present
paper, mutacin B-Ny266 is more effective than nisin A against all 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. aureus is responsible for many skin infections, endocarditis,
bacteremia and a variety of toxin-mediated diseases including gastroenteritis, staphylococcal
scale-skin syndrome and toxic shock syndrome (25). Antibiotic-resistant strains of
staphylococci represent a major clinical and epidemiological problem in hospitals, even more

since the apparition of methicillin-resistant strains (25). We observed in this study that
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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 common 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 may 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 glomerulonephritis (13).
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. agalactiae) 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 primarily associated with dental caries and
infective endocarditis, while S. bovis has been associated with bacteremia, gastro-intestinal
lesions, and meningitis (13, 52). Finally, S. agalactiae, S. uberis, S. suis, and S. saprophyticus
are implicated more often in animal diseases, but can also infect humans (1). Most
pneumococci remain susceptible to penicillin and the penicillin-resistant strains are uniformly
susceptible to vancomycin (13, 52). Penicillin resistance is on the rise among streptococci, but
most strains are still susceptible to vancomycin (52). The activity of mutacin B-Ny266 against
all 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 Bacillus species apparently have little or no pathogenic potential and are
rarely associated with diseases in humans. However, B. cereus 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,

septicemia, endocarditis and respiratory infections (58). Since bacilli are generally susceptible
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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.

Clostridia may cause exogenous and endogenous diseases. Exogenous infections include
botulism, C. perfringens food-bomne 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 isolates of Peptostreptococcus are susceptible to beta-lactams
and most cephalosporin-type antibiotics (20). However, there is evidence for macrolide-
lincosamide resistance among the species (49). So, although mutacin B-Ny266 was found to
be as active as vancomycin and oxacillin against the two strains 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 Actinomyces 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-sporeforming rods (including
Actinomyces spp. and Propionibacterium spp.) are susceptible to penicillin G, carbenicillin
and chloramphenicol (20). The activity of mutacin B-Ny266 is similar to vancomycin and
oxacillin 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 common disease 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 are recommended to kill C. diphtheriae, but some resistance to
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erythromycin has been observed (6). Most strains are still susceptible to vancomycin (6).
Gardnerella vaginalis is one of several species associated with bacterial vaginosis, it can
causing fatal and non-fatal septicemia as well as umbilical and fetal scalp monitor infections in
neonates (6). Ampicillin and amoxacillin 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 problem of multi-drug
resistance has not yet been observed in these species, and thus the need for a new antibiotic

remains low.

Mycobacterium smegmatis has often been 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. Drug 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 bacteria (24, 53),
nisin was found to be active against Neisseria sp. (33) and H. pylori (11). 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. pertussis. 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 been 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 been reported (41), the results presented here indicate

that mutacin B-Ny266 could be used to combat C. jejuni when more resistant strains appear.
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Helicobacter pylori has been strongly associated with peptic ulceration and gastric cancer
(23). Triple (bismuth, tetracycline or amoxacillin, metronidazole) and quadruple (bismuth,
tetracycline, metronidazole, omeperazole) therapies are recommended for treating H. pylori
infection, but the efficiency of these treatments has decreased with the emergence of
metronidazole-resistant strains (23). Certain antimicrobial agents like 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 (11) 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 (11). We found that mutacin B-Ny266 is slightly more active
than nisin A, vancomycin and oxacillin to combat H. pylori. Furthermore, 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 Brazilian purpural fever) (3). H.
influenzae 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 States (26). N. meningitidis may cause meningococcemia
and/or 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 Severina er al. (54), and they were even more sensitive to mutacin B-
Ny266.
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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 1140 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. murans type strains. It is,
however susceptible to 5 pg/ml of mutacin B-Ny266 which slightly alleviats the problem.
Staphylococcus epidermidis DSM 3095, which produces epidermin, is about sixteen and forty
fold more resistant to mutacin B-Ny266 and nisin A, respectively, than the Staphylococcus
epidermidis type strain (ATCC 12228). If this resistance gene eventually spreads among
bacterial pathogens, it would impair the efficiency of both mutacin B-Ny266 and nisin.
However, more studies are needed to evaluate 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 all 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.

Test conditions®

Indicator species Strain Source*

Number of Media Temp. Atmosphere Time

repetitions (°C) (d)
Actinomyces viscosus Nyl Van der Hoeven 5 BHI 37 Ana |
Bacillus cereus ATCC2 ATCC 8 TSBYE 37 Air 1
B. coagulans ATCC 7050 ATCC 5 TSBYE 37 Air 1
B. stearothermophilus ATCC 7953 ATCC 3 TSBYE 55 Air 1
B. subtilis ATCC 6633 ATCC 4 TSBYE 37 Air l
B. subtilis 168T Lapointe 4 TSBYE 37 Air 1
Bordetella bronchiseptica LSPQ 2021 LSPQ 4 BHI 37 Ana 1
Campylobacter jejuni ATCC 29428 ATCC 6 BHI 37 Co, 3
Clostridium bifermentans 2D1.04 Trudel et al, (57) 5 TSBYE 37 Ana |
C. butyricum ATCC 860 ATCC 6 TSBYE 37 Ana |
C. perfringens ATCC 3628 ATCC 3 TSBYE 37 Ana 3
C. sporogenes ATCC 19404 ATCC 9 TSBYE 37 Ana 3
Corynebacterium LSPQ 3076 LSPQ 3 BHI KY} Air 1
diphtheriae
Enterococcus faecalis ATCC 27275 ATCC 4 TSBYE 37 Air 1
E. faecalis EF-Chul CHUL 8 TSBYE 37 Air |
E. faecalis HL 900, HL. 1148 HL 5,7 TSBYE 37 Air |
E. faecalis 2D4.22, 21.5.07, Trudel et al. (57) 6,7, TSBYE 37 Air 1

78.4,D2.20, L2.4, 3,3,4,
M2.01,SL.17 4,3

E. hirae ATCC 8043 ATCC 4 TSBYE 37 Air l
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Table 4.1. Bacterial strains and test conditions (continued)

Test conditions®

Indicator species Strain Source*

Number of Media Temp. Atmosphere Time

repetitions (°C) (d)
Gardnerella vaginalis ATCC 14018 ATCC 4 BHI 37 CO, l
Haemophilus influenzae  ATCC 8142 ATCC 4 BHI+B 37 CO, 1
Helicobacter pylori ATCC 43504 ATCC 3 BHI+FBS 37 Co, 3
H. pylori NCTC 11638 NCTC 3 BHI+FBS 37 Co, 5
Lactococcus lactis ATCC 11454 ATCC 4 TSBYE KY) Air 1
subsp. lactis
L. lactis subsp. lactis UL719 Meghrous et al, TSBYE 31 Air 1
biovar. diacetylactis (36)
Listeria grayi ATCC 19120 ATCC 5 TSBYE 37 Air 1
L. grayi HPB 29 HPB 3 TSBYE 37 Air 1
L. innocua ATCC 33090 ATCC 5 TSBYE 37 Air 1
L. innocua HPB 13 HPB 3 TSBYE 37 Air 1
L. ivanovii ATCC 19119 ATCC 3 TSBYE LY Air 1
L. ivanovii ' HPB 28 HPB b1 TSBYE 37 Air |
L. monocytogenes ATCC 15313 ATCC 5 TSBYE 37 Air 1
L. monocytogenes FRDC 1089 FRDC 5 TSBYE 37 Air 1
L. monocytogenes FRDC 88171 FRDC 6 TSBYE 37 Air |
L. monocytogenes FRDC 8853 FRDC 6 TSBYE 37 Air l
L. monocytogenes FRDC 8856 FRDC 6 TSBYE 37 Air |
L. monocytogenes FRDC Lm 04 FRDC 5 TSBYE 37 Air 1
L. monocytogenes FRDC Lm 21 FRDC 6 TSBYE 37 Air 1

vS1



Table 4.1. Bacterial strains and test conditions (continued)

Test conditions®

Indicator species Strain Source*

Number of Media Temp. Atmosphere Time

repetitions ('C) (d)
L. monocytogenes Scon A ATCC 700301 ATCC 4 TSBYE 37 Air 1
L. monocytogenes Scon A ATCC 700302 ATCC 4 TSBYE 37 Air |
L. monocytogenes Scot A HPB 3 HPB 7 TSBYE 37 Air 1
L. monocytogenes ser.3  ATCC 19113 ATCC 6 TSBYE kY Air 1
L. murrayi ATCC 25401 ATCC 5 TSBYE 37 Air |
L. murrayi HPB 30 HPB 3 TSBYE 37 Air 1
L. seeligeri ATCC 35967 ATCC 5 TSBYE 37 Air |
L. seeligeri HPB 62 HPB 3 TSBYE 37 Air 1
L. welshimeri ATCC 35897 ATCC 5 TSBYE KY) Air 1
L. welshimeri HPB 89 HPB 3 TSBYE 37 Air 1
Micrococcus luteus ATCC 272 ATCC 12 TSBYE 37 Shaking 1
M. luteus ATCC 400 ATCC 3 TSBYE 25 Air 5
M. luteus ATCC 4698 ATCC 8 TSBYE 37 Shaking 1
M. luteus ATCC 9341 ATCC 4 TSBYE 37 Shaking 1
Mycobacterium smegmatis ATCC 35797 ATCC 3 TSBYE 25 Air 3
M. smegmatis ATCC 35798 ATCC 3 TSBYE 25 Air 3
Neisseria gonorrhoeae 007, 013x, 016, 017, 3,3,3,3, BHI+B 37 Co, 2

022, 071940, 141, 167, CHUL, 4,3,5,3
265, 31540, INF2, INF4 Castro et al. (5) 4,433

N. gonorrhoeae ATCC 27628 ATCC 6 BHI+B KY) CO, 2
N. meningitidis ATCC 13077 ATCC 9 BHI +B 37 CO, |

SS1



Table 4.1. Bacterial strains and test conditions (continued)

Test conditions®

Indicator species Strain Source’

Number of Media Temp. Atmosphere Time

repetitions Q) (d)
Pediococcus acidilactici  ULS, R1, RIM, TS Goulhenetal. (17) 4,4,4,3 MRS 37 Air |
Peprostreptococcus ATCC 29328 ATCC 4 TSBYE 37 Ana 3
magnus
P. micros ATCC 33270 ATCC 4 TSBYE 37 Ana 5
Propionibacterium acnes UD Grenier 5 TSBYE 37 Ana 5
P. acnes EXC-1 Fujimura 4 TSBYE 37 Ana 5
Staphylococcus aureus ATCC 6538 ATCC 3 TSBYE 37 Air |
S. aureus ATCC 25923 ATCC 3 TSBYE 37 Air 1
S. aureus ATCC 43300 ATCC 9 TSBYE 37 Air 1
S. aureus R621, R629, R630, R650, CHUL 4,3,3,4, TSBYE 37 Air 1

R678, R694, R695 3,33

S. aureus D2.5, M3.18 Trudel et al. (57) 4,5 TSBYE 37 Air 1
S. epidermidis ATCC 12228 ATCC 5 TSBYE 37 Air 1
S. epidermidis HL 1656, HL 3176 HL 6,10 TSBYE 37 Air ]
S. epidermidis DSM 3095 DSM 5 TSBYE 37 Air 1
S. gallinarum DSM 4616 DSM 4 TSBYE 37 Air |
S. haemolyticus HL 2344 HL 10 TSBYE 37 Air ]
S. saprophyticus BALB/c Rodrigue et al. (51) 3 TSBYE 37 Air 1
S. xylosus BALB/c Rodrigue et al. (51) 3 TSBYE Ly Air |
streptococci group C LSPQ 3377 LSPQ 6 TSBYE 37 Ana 1
streptococci group F LSPQ 3374 LSPQ 3 TSBYE 37 Ana |

961



Table 4.1. Bacterial strains and test conditions (continued)

Test conditions®

Indicator species Strain Source’

Number of Media Temp. Atmosphere Time

repetitions (°C) (d)
streptococci group G LSPQ 3375 LSPQ 7 TSBYE KY) Ana 1
Streptococcus agalactiae  BALB/c Rodrigue et al. (50) 3 TSBYE N Ana 1
S. bovis ATCC 35034 ATCC 3 TSBYE 37 Ana 1
S. mutans BHT Delisle (10) 5 TSBYE 37 Ana 1
S. mutans 32K Kurita et al. (27) 5 TSBYE 37 Ana 1
S. mutans ATCC 33534 ATCC 3 TSBYE kY Ana 1
S. mutans ATCC 33535 ATCC 3 TSBYE kY Ana 1
S. mutans ATCC 35668 ATCC 3 TSBYE 37 Ana 1
S. mutans Ny266 (ATCC 202022) Van der Hoeven 7 TSBYE 37 Ana 1
S. mutans JH 1140 Hillman et al. (21) 7 TSBYE 37 Ana |
S. pneumoniae ATCC 6303 ATCC 3 TSBYE 37 Ana 1
S. pneumoniae ULM CHUL 4 TSBYE 37 Ana |
S. pyogenes ULM CHUL 4 TSBYE 37 Ana l
S. suis serotype 2 GREMIP 4 TSBYE 37 Ana !
S. uberis ATCC 27958 ATCC 4 TSBYE 37 Ana i

“ Origin of strains: ATCC, American Type Culure Collection (Manassas, VA); CHUL, Centre Hospitalier de I'Université Laval (Laboratoire
d'infectiologic); DSM, Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig, Germany); FRDC, Food Rescarch and Development
Cemter (Agriculture and Agrifood Canada, St-Hyacinthe, QC, Canada); GREMIP (Faculié de Médecine vétérinaire, Université de Montréal, St-Hyacinthe,
QC, Canada); HL, Hépital Laval (Québec, QC, Canada); HPB, Health Protection Branch (Health Canada, Ottawa, ON, Canada); LSPQ, Laboratoire de
Santé Publique du Québec (Ste-Annc-de-Bellevue, QC, Canada); NCTC, National Collection of Type Cultures (London, UK); U. 1. M. Castro, M.S.
thesis, Université Laval, Québec, QC, Canada, 1992; S. Fujimura (Dept Oral Microbiology, Matsumoto Dental Colicge, Shiojiri City, Nagano Prefecture,

LS1



Japan); D. Grenier (Dental School, Université Laval, Québec, QC, Canada); J. Lapointe (Dept of Biochemistry, Université Laval, Québec, QC, Canada);
J. 8. Van der Hoeven (Dept. Preventive Dentistry, Univ. Nijmegen, Nijmegen, The Netherlands).

Incubation conditions: Air, incubated under acrobic condions; Ana, incubated under anacrobic conditions (80% N,, 10% H,, 10% CO,) in a Coy glove box
(Model 12467, Coy Laboratory Products Inc., Ann Arbor, Ml); CO,, incubated under microaerophilic conditions (5% CO;) in a CO,incubator (Napco
Controlled Environment 6100, National Appliance, Portland, OR); Shaking, incubated under acrobic condions with agitation; BHI, Brain-Heart Infusion

(Difco, Detroit, Ml); MRS broth (BDH Inc., Darmstadt, West Germany); TSBYE, Trypticase Soy Broth (Difco) enriched with 0.3% yeast extract (Difco);
B, 1% supplement B (Difco); FBS, 5% Fetal Bovine Serum (Gibco BRL, Grand Island, NY).

8¢l
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Table 4.2. Antibiotic resistance patterns of clinical and mouse isolates as determined by

antibiogram.

Organism

Neisseria meningitidis ATCC 13077

Neisseria gonorrhoeae
013x
o016
017
022
071940
141
167
265
31540
INF2
INF4
Enterococcus faecalis
ATCC 27275
2D4.22
2L5.07
78.4,S1.17
EF-Chul

D2.20, L2.4, M2.01

HL 1148
HL 900

Enterococcus hirae ATCC 8043

Staphylococcus aureus
ATCC 43300
R621

R629, R630, R694

R650
R678
R695

Antibiotic resistance pattern®

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-TE-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
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Table 4.2. Antibiotic resistance patterns (continued)

Organism Antibiotic resistance pattern®

Staphylococcus epidermidis

ATCC 12228 AM-P-G-TE

HL 3176 AM-E-K-L-OX-P

HL 1656 AM-E-K-L-OX-P-RA-S-TE

M3.i8 AM-P
Staphylococcus haemolyticus HL 2344 AM-C-E-K-L-NA-OX-P-S-TE-TMP
Staphylococcus xylosus MRL/LPR NA
Staphylococcus saprophyticus MRL/LPR NA

“  AM= ampicillin, CF= cephalotin, C= chloramphenicol, E= erythromycin, GM = gentamycin,
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, V= vancomycin.
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Table 4.3. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against four

Micrococcus luteus strains.

M. luteus MIC® (ug/ml)
strains Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin
B-Ny266
ATCC 272 0.05 0.7 0.5 2.1
(0.03-0.05) (0.3-1.1) (0.5-1.0) (1.1-2.1)
ATCC 400 0.2 0.3 0.5 4.1
(0.2-0.4) (0.3-0.3) (0.5-1.0) (2.1-4.2)
ATCC 4698 0.4 8.4 2.0 2.1
(0.4-0.8) (8.4-16.7) (1.0-2.0) (1.1-2.1)
ATCC 9341 0.2 1.1 1.0 0.02
(0.2-04) (0.5-2.1) (1.0-1.0) (0.01-0.03)

* The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least
three repetitions (as described in Table 4.1).
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Table 4.4. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against

enterococci.
Enterococci MIC? (ug/ml)
strains Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin
B-Ny266
E. hirae ATCC 8043 12.8 16.7 4.0 8.4
(6.4-16.0) (16.7-20.9) (4.0-4.0) (8.4-7.9)
E. faecalis
ATCC 27275 12.8 14.3 4.0 8.4
(12.8-25.6) (8.4-16.7) (2.0-4.0) (7.9-8.4)
Mouse isolates
2D4.22 154 18.8 20 15.9
(12.4-25.6) (16.7-33.4) 2.0-2.0 (15.8-31.7)
2Ls5.07 64 84 1.9 31.7
(6.4-12.8) (8.4-16.7) (1.9-2.0) (15.8-63.4)
78.4 1.6 84 20 11.9
(1.6-3.2) (8.4-8.4) (2.0-2.0) (8.4-11.9)
D2.20 19.2 13.6 4.0 8.4
(12.8-25.6) (8.4-16.7) (4.0-4.0) (8.4-8.4)
L24 12.8 8.4 4.0 8.4
(12.8-25.6) (8.4-20.9) (4.0-4.0) (4.2-8.4)
M2.01 144 8.4 4.0 8.4
(12.8-25.6) (8.4-16.7) (2.0-4.0) (6.0-15.9)
S1.17 12.8 16.7 20 8.4
(12.8-25.6) (8.4-23.7) (2.0-2.0) (8.4-11.9)
Clinical isolates
EF- Chul 6.4 8.4 >120 10.2
(6.4-6.4) (8.4-16.7) (7.9-15.9)
HL 1148 6.4 16.7 4.0 31.7
(6.4-12.8) (16.7-33.4) (3.8-7.5) (22.4-44.8)
HL 900 12.8 94 4.0 11.9
(8.0-25.6) (8.4-20.9) (4.0-4.0) (8.4-15.9)

* The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least

three repetitions (as described in Table 4.1).
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Table 4.5. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against

Listeria spp.
Listeria MIC® (ug/ml)
strains Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin
B-Ny266
L. grayi 04 1.2 03 4.2
ATCC 19120, HPB 29 (0.4-0.8) (1.1-2.1) (0.3-0.5) (4.0-4.2)
L. innocua 0.8 84 1.0 4.2
ATCC 33090, HPB 13 (0.8-1.6) (5.2-16.7) (1.0-2.0) (4.0-8.4)
L. ivanovii 0.8 2.1 1.0 4.2
ATCC 19119, HPB 28 (0.8-0.8) (1.1-2.1) (0.5-1.0) (2.1-6.0)
L. monocytogenes
ATCC 15313 0.6 42 09 2.1
(0.4-0.8) (3.74.2) (0.5-1.0) (1.4-2.1)
ATCC 19113 0.6 1.8 0.6 1.1
(0.4-1.6) (1.1-2.1) (0.5-2.0) (0.5-1.1)
FRDC 1089 0.8 52 1.0 4.2
(0.8-1.6) (4.2-84) (1.0-1.0) (2.1-4.2)
FRDC 88171 0.8 8.4 1.0 2.1
(0.8-1.0) (4.2-16.7) (1.0-1.0) (2.0-4.2)
FRDC 8853 1.6 4.2 1.0 84
(0.8-2.0) (2.1-8.4) (1.0-2.0) (8.4-15.9)
FRDC 8856 1.2 42 1.0 42
(0.8-1.6) (3.0-10.5) (1.0-2.0) (4.2-7.9)
FRDC Lm 04 1.6 4.2 1.0 6.0
(1.0-1.6) (2.1-8.4) (1.0-2.0) (4.2-8.4)
FRDC Lm 21 1.6 84 1.4 6.0
(0.8-1.6) 4.2-10.5) (1.0-2.0) (6.0-8.4)
L. murrayi 04 2.1 03 42
ATCC 25401, HPB 30 (0.4-0.8) (L.1-2.1) (0.3-0.5) (4.0-84)
L. seeligeri 0.8 2.1 0.5 0.8
ATCC 35967, HPB 62 (0.4-1.6) (1.3-4.2) (0.3-1.0) (0.5-2.1)
L. welshimeri 0.8 52 2.0 4.2
ATCC 35897, HPB 89 (0.8-0.8) (4.2-8.4) (1.0-2.0) (2.0-4.2)

* The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least
three repetitions (as described in Table 4.1).
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Table 4.6. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against

staphylococci.
Staphylococci MIC® (ug/ml)
strains Mutacin NisinA  Vancomycin  Oxacillin
B-Ny266
Staphylococcus aureus

ATCC 25923 32 7.1 4.0 0.3
(1.6-3.2) (6.0-8.4) (2.0-8.0) (0.3-1.1)

ATCC 43300 32 10.1 2.8 79
(3.2-6.4) (8.4-16.7) (1.9-8.0) (4.0-15.9)

ATCC 6538 1.6 42 2.0 0.2
(1.6-3.2) (1.54.2) (1.0-2.0) (0.1-0.2)

Clinical isolates

R621 3.2 8.4 23 23.8
(3.2-3.2) (5.9-8.4) (1.9-3.8) (15.9-31.7)

R629 1.6 4.2 1.9 38.3
(1.6-3.2) (2.1-8.4) (1.9-3.8) (31.7-44.8)

R630 1.6 5.7 38 383
(1.1-1.6) (2.1-8.4) (1.9-3.8) (31.7-44.8)

R650 32 8.4 38 44.8
(3.24.5) (4.2-8.4) (3.8-3.8) (15.9-63.4)

R678 32 84 2.7 15.9
(3.2-32) (4.2-8.4) (1.9-3.8) (15.9-63.4)

R694 23 2.1 2.3 31.7
(1.6-3.2) 2.1-2.1) (1.9-3.8) (22.4-63.4)

R695 3.2 5.9 2.7 31.7
(3.2-3.2) (5.9-8.4) (1.9-2.7) (15.9-63.49)

Mouse isolates -

D2.5 32 42 3.2 0.1
(1.6-3.2) (4.2-8.4) (1.9-5.3) (0.1-0.2)

M3.18 32 84 3.8 1.0

(1.6-3.2) 4.2-84) (3.8-5.3) (0.5-2.0)



Table 4.6. Activity against staphylococci (continued)

165

Staphylococci MIC® (pg/ml)
strains Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin
B-Ny266
S. epidermidis
ATCC 12228 0.8 2.1 20 0.3
(0.8-1.6) (2.1-6.0) (2.0-4.0) (0.1-0.4)
Clinical isolates
HL 1656 1.6 30 40 8.4
(1.1-3.2) (2.1-4.2) (2.0-4.0) (7.9-15.9)
HL 3176 1.6 30 38 >127
(0.8-1.6) 2.14.2) (2.0-4.0)
S. haemolyticus HL 2344 0.8 4.2 28 >127
(0.8-0.8) (2.1-4.2) (1.9-4.0)
S. saprophyticus BALB/c 0.2 2.1 2.0 2.1
(0.1-04) (2.1-2.1) (2.0-4.0) (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)

a

The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least
three repetitions (as described in Table 4.1).
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Table 4.7. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin

against streptococci.

Streptococci MIC® (pg/ml)
strains Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin
B-Ny266
S. agalactiae BALB/c 03 1.6 0.6 0.1
(0.3-0.8) (1.0-2.1) (0.5-1.0) (0.1-0.5)
S. bovis ATCC 35034 0.2 84 0.5 0.5
(0.2-0.4) (8.4-11.8) (0.5-0.5) (0.5-0.8)
Streptococcus group C 04 84 0.5 0.05
(0.2-0.4) (4.2-8.4) (0.3-0.5) (0.05-0.1)
Streptococcus group F 1.6 59 1.0 0.5
(0.8-1.6) (5.9-84) (1.0-1.0) (0.5-0.8)
Streptococcus group G 04 84 0.5 0.1
(0.4-04) (8.4-16.7) (0.3-0.5) (0.05-0.1)
S. mutans
ATCC 33534 03 1.1 0.3 0.2
(0.2-0.4) (0.3-1.1) (0.3-0.5) (0.1-0.3)
ATCC 33535 04 6.3 1.0 0.5
(0.4-0.4) (4.2-10.5) (0.5-1.0) (0.03-1.1)
ATCC 35668 0.6 334 1.0 0.1
(0.6-0.8) (16.7-33.4) (1.0-1.0) (0.1-0.1)
S. pneumoniae
ATCC 6303 0.8 2.1 0.5 0.05
(0.8-0.8) (1.1-2.1) (0.3-0.5) (0.02-0.05)
ULM 0.2 1.1 0.5 0.03
(0.1-04) (1.1-2.1) (0.5-0.5) (0.03-0.05)
S. pyogenes ULM 04 84 0.5 0.05
(0.2-0.8) (4.2-16.7) (0.3-0.5) (0.02-0.05)
S. suis serotype 2 1.6 2.1 0.5 0.9
(0.8-1.6) (2.1-4.2) (0.5-0.5) (0.5-1.1)
S. uberis ATCC 27958 0.04 1.1 0.5 0.1
(0.03-0.08) (0.5-2.1) (0.5-1.0) (0.05-0.1)

¢ The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least

three repetitions (as described in Table 4.1).
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Table 4.8. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against spore-

forming Gram-positive bacilli.

MIC* (ug/ml)
Organism Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin
B-Ny266

Bacillus cereus 52 8.4 1.0 >127
ATCC 2 (3.2-6.4) (4.2-10.5) (1.0-1.0)
B. coagulans 0.03 0.2 0.3 0.1
ATCC 7050 (0.006-0.06) (0.02-0.4) (0.1-0.3) (0.1-0.3)
B. subtilis 0.8 4.2 0.5 0.3
168 T (0.4-0.8) (2.2-5.2) (0.5-0.5) (0.3-0.3)
B. stearothermophilus 0.005 0.01 0.5 0.002
ATCC 7953 (0.005-0.005) (0.01-0.01) (0.4-0.5) (0.002-0.003)
Clostridium 0.2 0.5 0.3 2.1
bifermentans (0.1-0.2) (0.5-1.1) (0.3-0.3) (2.1-2.1)
2D1.04
C. butyricum 0.05 0.3 0.5 4.2
ATCC 860 (0.02-0.08) (0.1-1.1) (0.3-0.7) (2.1-4.2)
C. perfringens 0.05 0.2 03 0.07
ATCC 3628 (0.02-0.1) (0.1-1.1) (0.3-0.5) (0.07-0.1)
C. sporogenes 1.6 4.2 4.0 1.1
ATCC 19404 (0.8-3.2) (1.1-4.2) (2.0-4.0) (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).
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Table 4.9. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against

miscellaneous Gram-positive pathogens.

MIC® (ug/ml)
Organism Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin
B-Ny266

Actinomyces viscosus 04 83.6 0.5 0.5
Nyl (0.4-0.8) (41.8-83.6) (0.5-1.0) (0.5-0.8)
Peptostreptococcus 04 1.1 0.8 0.2
magnus ATCC 29328 (0.2-0.8) (1.1-2.1) (0.5-1.0) (0.1-0.3)
Peprostreptococcus 04 2.1 0.5 0.3
micros (0.4-0.8) (1.1-2.1) (0.5-1.0) (0.3-0.5)
ATCC 33270
Corynebacterium 0.4 4.2 1.0 2.1
diphtheriae 1.SPQ 3076 (0.4-0.8) (4.2-84) (0.5-1.0) (1.1-2.1)
Gardnerella vaginalis 0.03 1.1 0.4 0.1
ATCC 14018 (0.01-0.05) (1.1-2.1) (0.3-0.5) (0.07-0.1)
Mycobacterium smegmatis 40.0 84 8.0 63.4
ATCC 35797 (24.6-69.9) (7.4-14.8) (8.0-8.0) (63.4-127)
M. smegmatis 36.9 8.4 8.0 127
ATCC 35798 (24.6-49.2) (7.4-14.8) (8.0-15) (63.4-127)
Propionibacterium acnes 1.6 2.1 1.0 0.8
EXC-1 (0.8-1.6) (2.1-4.2) (1.0-1.0) (0.5-1.1)
Propionibacterium acnes 0.8 2.1 0.5 0.5
UD (0.8-1.6) (1.1-4.2) (0.5-1.0) (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).
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Table 4.10. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against Gram-

negative pathogens.

MIC® (ug/ml)
Organism Mutacin Nisin A Vancomycin  Oxacillin
B-Ny266

Bordetella bronchiseptica 49.2 >836 >120 >127
LSPQ 2021 (25.6-80.0)
Campylobacter jejuni 0.07 1.1 1.0 0.1
ATCC 29428 (0.01-0.1) (0.3-1.5) (1.0-2.0) (0.05-1.5)
Haemophilus influenzae 12.8 66.9 >120 63.4
ATCC 8142 (12.8-25.6) (33.4-83.6) (44.8-63.4)
Helicobacter pylori 0.03 0.1 1.0 0.5
ATCC 43504 (0.03-0.05) (0.07-0.1) (1.0-1.0) (0.3-0.5)
H. pylori 04 1.5 0.9 0.8
NCTC 11638 (0.4-0.9) (1.5-2.1) (0.7-1.0) (0.4-1.1)

a

The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least
three repetitions (as described in Table 4.1).
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Table 4.11. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against

Neisseria strains.

Neisseria MIC? (pg/ml)
strains Mutacin Nisin A Vancomycin Oxacillin
B-Ny266
Neisseria meningitidis 1.6 6.3 >120 2.1
ATCC 13077 (1.6-3.2) (4.2-8.4) (2.1-4.2)
Neisseria
gonorrhoeae
ATCC 27628 1.6 8.4 8.0 0.3
(1.6-3.2) (4.2-8.4) (7.5-15.0) (0.2-0.5)
Clinical isolates
INF2 23 8.4 60.2 31.7
(2.3-2.3) (8.4-8.4) (30.1-60.2) (15.9-31.7)
INF4 2.0 7.1 30.1 15.9
(1.1-3.2) (4.2-16.7) (30.1-30.1) (7.9-15.9)
007 1.6 8.4 21.3 > 127
(1.6-2.3) (8.4-8.4) (15.1-60.2)
013x 1.6 42 30.1 127
(0.8-3.2) (4.2-8.4) (30.1-42.6) (127-127)
016 32 8.4 30.2 > 127
(1.6-3.2) (8.4-8.4) (15.1-31.0)
017 23 8.4 30.6 > 127
(1.6-3.2) (4.2-8.4) (30.1-42.6)
022 3.2 11.8 60.2 31.7
(2.2-6.4) (8.4-16.7) (30.1-120.4) (22.4-63.4)
141 0.8 59 15.1 0.6
(0.8-1.6) (4.2-8.4) (8.0-30.1) (0.2-0.8)
167 1.6 7.1 25.7 95.1
(0.8-1.6) (5.9-8.4) (15.1-60.2) (63.4-126.8)
265 1.6 59 21.3 13.5
(1.2-2.3) (5.9-84) (15.1-30.1) (11.2-15.9)
31540 3.1 8.4 72.7 54.1
(1.6-3.2) (5.9-11.8) (30.1-85.1) (31.7-63.4)
071940 1.6 4.2 30.1 9.8
(1.6-1.6) (4.2-4.2) (30.1-60.2) (8.5-11.2)

¢ The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least
three repetitions (as described in Table 4.1).
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Table 4.12. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against other
lantibiotic-producing strains.

Producing Lantibiotic MIC® (ug/ml)
strains produced Mutacin Nisin A Vancomycin  Oxacillin
B-Ny266

Bacillus subtilis Subtilin 1.6 8.4 0.5 0.5
ATCC 6633 (1.0-1.6) (8.4-10.5) (0.3-0.5) (0.5-0.5)
Lactococcus lactis Nisin A 1.0 27.2 0.5 2.1
subsp. lactis (0.8-1.6) (20.9-33.4) (0.5-1.0) (1.1-4.2)
ATCC 11454
Lactococcus lactis Nisin Z 0.8 334 1.0 4.0
subsp. lactis var. (0.8-1.6) (33.4-41.8) (0.5-1.0) (3.0-4.2)
diacetylactis UL 719
Staphylococcus Epidermin 12.8 83.6 8.0 0.2
epidermidis DSM (8.8-18.2) (66.8-83.6) (7.5-15.1) (0.1-0.3)
3095
Staphylococcus Gallidermin 1.6 2.1 2.0 0.8
gallinarum DSM 4616 (1.6-1.6) (2.1-3.0) (2.0-2.0) (0.8-1.1)
Streptococcus Mutacin b 0.8 16.7 0.5 0.2
mutans BHT (0.4-0.8) (8.4-16.7) (0.5-0.5) (0.2-0.4)
Streptococcus Mutalipocin 0.8 83.6 0.8 0.1
mutans 32K (0.8-1.6) (41.8-83.6) (0.5-1.0) (0.1-0.3)
Streptococcus Mutacin 1.6 41.8 1.0 0.05
mutans JH1140 B-1140 (0.8-1.6) (41.8-83.6) (1.0-1.0) (0.05-0.1)
Streptococcus Mutacin 48 334 1.0 0.1
mutans Ny266 B-Ny266 (3.2-6.4) (16.7-33.4) (1.0-1.0) (0.03-0.1)
(ATCC 202022)

¢ 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 4.13. Activity of mutacin B-Ny266, nisin A, vancomycin and oxacillin against nisin-resistant mutants.

MIC* (pg/ml)
Antimicrobial Listeria monocytogenes Scott A Pediococcus acidilactici
substances Resistant mutants® Resistant mutants*
HPB 3 ATCC ATCC ULS Rl RIM TS5
700301 700302
Mutacin 1.6 1.0 1.4 04 08 3.2 1.6
B-Ny266 (0.8-1.6) (0.8-1.6) (0.8-1.6) (0.2-0.4) (0.8-0.8) (3.2-3.2) (1.6-1.6)
Nisin A 59 16.7 16.7 0.03 6.8 418 418
4.2-10.5) (16.7-16.7) (16.7-16.7) (0.02-0.07) (3.4-84) (23.7-47.3) (41.8-41.8)
Vancomycin 1.4 1.0 1.0 > 120 > 120 >120 >120
(1.0-2.0) (1.0-1.0) (1.0-1.0)
Onxacillin 79 1.5 26 79 4.0 28 2.1
(5.6-8.5) (1.5-2.1) (2.1-3.0) (79-159) (2.84.2) (2.0-3.0) (2.0-4.0)

“ The MIC data are expressed as the median and range (in parentheses) obtained from at least three repetitions
(as described in Table 4.1).

" Crandall et al. (14); Mazzotta et al. (48)
¢ Goulhen et al. (27)

<Ll
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CHAPITRE V

DISCUSSION ET CONCLUSIONS
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L’ensemble des expériences a permis d’atteindre les objectifs fixés au début de la thése.
Nous avons sélectionné une souche de S. mutans (Ny266) productrice de bactériocine avec un
spectre d’activité étendu contre les souches pathogénes d’intérét alimentaire et clinique
(objectif 1). Nous avons purifié€ le peptide actif et établi sa structure primaire et nous avons
effectué sa caractérisation (objectif 2). Nous avons comparé 1’efficacité de la mutacine B-
Ny266 a celle de la nisine et 2 celles de deux antibiotiques de dernier recours (oxacilline et
vancomycine) afin de proposer son usage comme bioconservateur alimentaire ou comme
agent thérapeutique contre différentes 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 dépdt de demande de brevets canadien (No 2,209,893) et américain (dossier No

12406.3) et ont également suscité un intérét de la part de I’industrie pharmaceutique.

SELECTION D’UNE SOUCHE PRODUCTRICE

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 posséde 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

Campylobacter jejuni et d' Helicobacter pylori testées.

CARACTERISATION

La mutacine B-Ny266 a été purifiée, séquencée et caractérisée. C’est un lantibiotique de
type A appartenant 2 la classe Al (séquence signal du type NFLD)et au groupe épidermine.
Comme pour les lantibiotiques de la classe Al, la mutacine B-Ny266 est cationique (+3). La
séquence de la pro-mutacine B-Ny266 (Mota-Meira er al. 1997) a été confirmée récemment
par la séquence du géne de structure (lanA; G. LaPointe, communication personnelle). Tous

les résidus Cys (4), Ser (4) et Thr (2) du pro-peptide sont modifiés dans le peptide mature.
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Quatre ponts thioéthers sont formés 3 I'aide de quatre Cys et de trois dhA (deux Lan ou A-S-A
et un AviCys en C-terminal) 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 a 1’éthanethiol alcalin, et

sur I’analogie de la molécule avec I'épidermine (substance proche a la mutacine B-Ny266).

La structure primaire proposée par (Mota-Meira et al. 1997) pour la Mutacine B-Ny266 est

la suivante:
S S 1
F-K-A-W-U-F-A-Abu-P-G-A-A-K-O-G-A-F-N-A-Y-A
L < | I \
= S NH
N 7
C=C

Mutacines et groupe épidermine. Les lantibiotiques du groupe épidermine sont:
épidermine, gallidermine, [V1,L6]-épidermine, mutacine B-Ny266, mutacine B-JH1140 et
mutacine B-III (méme séquence en acides aminés que la mutacine B-JH1140). Les trois
mutacines font partie des mutacines du groupe B (Morency et al. 1995 et Morency et al.
1999). Leurs séquences différent par 2 acides aminés en positions +6 et +13 et par 6 résidus
dans le peptide signal (positions -9 a -12, -19 et -22) (G. LaPointe, communication
personnelle). La localisation des résidus dhA et dhB ainsi que des deux premiers ponts
thioéthers semblent étre différents pour les mutacines B-Ny266 et B-JH1140 (Hillman et al.
1998) et similaires pour les mutacines B-Ny266 et B-III. Cette différence reste cependant a
confirmer par spectroscopiec RMN. La mutacine B-Ny266 différe des épidermines par cing
résidus localisés en N-terminal. Sahl et Bierbaum (1998) ont classé la mutacine B-Ny266
comme é€tant un variant de I'épidermine ([F1,K2,W3,US,F6]-épidermine). Cependant, ces
molécules différent au niveau de 23% des acides aminés, tandis que les variants gallidermine
et [V1,L6]-épidermine ne différent que par 4,5 % et 9 % respectivement. De plus, la séquence
signal de la mutacine B-Ny266 (41 résidus) différe de la séquence signal de |'épidermine (30
résidus) (G. LaPointe, communication personnelle). Etant donné la similarité des épidermines

et des mutacines B-Ny266 et B-JH1140, ces peptides ont été classé dans le groupe épidermine
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EFFICACITE ET APPLICATIONS POTENTIELLES

Nous avons déterminé I’activité de la mutacine B-Ny266 par rapport a la nisine A et a deux
antibiotiques (oxacilline et vancomycine). La concentration minimale inhibitrice (CMI) contre
des souches pathogénes et des souches multirésistantes aux antibiotiques a été utilisée comme
critére de comparaison des quatre substances. Nos résultats indiquent que, pour la plupart des
souches testées, I'activité de la mutacine B-Ny266 et de la nisine A sont semblables a celle de
la vancomycine et de 1’oxacilline. Cependant, la mutacine B-Ny266 est active contre les
souches résistantes a la nisine, a la vancomycine ou 3 I’oxacilline. La mutacine B-Ny266 a un
spectre d’action étendu. Elle est active contre les souches résistantes a la nisine et aux
antibiotiques classiques et aucun mutant résistant stable a la mutacine B-Ny266 n’a pu étre
obtenu jusqu’a présent (Dagry, 1996 M.Sc.; 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 mémes 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 étre préalablement réalisées.
Dans ce contexte, une compagnie pharmaceutique a manifesté un intérét pour la mutacine B-
Ny266 suite a la publication de l1a structure de la molécule et les résultats concernant I’activité
de la mutacine (CMI) contre des souches pathogeénes. L’étape suivante pour |'application de la
mutacine B-Ny266 est la réalisation de tests, in vivo, chez des rongeurs. Cependant, 1’étape

limitante pour ce test demeure 1’obtention d’une quantité suffisante de mutacine pure.
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Conservateur alimentaire: La nisine, sous forme de nisapline, est utilisée comme
bioconservateur alimentaire pour contrdler la contamination microbienne due a Clostridium
sp. et L. monocytogenes. Généralement, L. monocytogenes est sensible aux antibiotiques
utilisés actuellement. Cependant, des plasmides qui conférent la résistance & certains
antibiotiques ont été retrouvés chez plusieurs isolats cliniques (Swaminathan er al. 1995). De
plus, I’utilisation d’antibiotiques dans les aliments est généralement prohibée. Comme pour la
nisine, on pourrait envisager |’utilisation de la mutacine B-Ny266 comme conservateur
alimentaire pour contrdler la contamination microbienne due 3 L. monocytogenes et aux
Clostridium dans les produits laitiers tel le fromage 2 tartiné par exemple. La mutacine B-
Ny266 est plus active que la nisine contre les 23 souches de Listeria testées, incluant celles
résistantes a la nisine et I’activité de la mutacine est Iégérement supérieure a 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 considérée comme « pathogéne » et par le caractére trés limitant de la
législation (reglementée par le FDA). 11 serait donc préférable de cibler une utilisation dans le
secteur médical et vétérinaire. Cependant, SO % 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 I’intestin gréle 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 §.
uberis) et de staphylocoques (S. aureus) impliquées dans la mammite (Mota-Meira et al.
1999). L’oxacilline est trés efficace contre ces souches, cependant, son utilisation est
compromise par I’apparition de souches de S. aureus résistantes (MRSA) et par le fait que cet
antibiotique peut se retrouver dans le lait et compromettre son utilisation. Dans ce contexte, la
mutacine semble étre une candidate idéale pour le développement de produits contre la

mammite.
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Utilisation clinique: Puisque la mutacine B-Ny266 est active contre les souches
multirésistantes de staphylocoques, d’entérocoques et de Neisseria, elle pourrait étre utilisée
comme agent thérapeutique 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 étre utilisée dans les savons et produits de soin de la peau contre les staphylocoques et
comme conservateur dans les cosmétiques. L'utilisation de la nisine dans des cosmétiques
pour lutter contre I’acné a déja été proposée (Harlander, 1993). La mutacine B-Ny266 posséde
une activité égale ou supérieure 2 la nisine contre Propionibacterium acnes. Nous pouvons

donc envisager également son application topique contre I’eczéma et I’acné.

Ulcéres gastriques: Comme la nisine la mutacine B-Ny266 pourrait étre utilisée dans les
traitements des ulcéres et des infections bactériennes du colon provoquée par Helicobacter
pylori et Campylobacter jejuni. La mutacine B-Ny266 démontre une activité supérieure a la

nisine contre ces deux bactéries (Mota-Meira er al. 1999).

Gonorrhée et méningite: Nos résultats ont démontré que la mutacine B-Ny266 est
efficace contre plusieurs souches de Neisseria. Elle pourrait donc étre utilisée dans le
traitemnent de la gonorrhée et de la méningite provoquées par Neisseria, mémes contre les

souches résistantes aux antibiotiques (Mota-Meira ez al. 1999).

Carie: L’utilisation de la nisine pour prévenir les caries (comme agent anti-plaque) a été
envisagée (Doel et Smith, 1993; Gaffar er al. 1994). Cependant, nos résultats démontrent que
la majorité des souches de S. mutans testées (sept souches) sont résistantes a ia nisine mais
sensibles a la mutacine B-Ny266 (Mota-Meira et al. 1999). Ce fait démontre I’avantage de
I'utilisation de la mutacine B-Ny266 par rapport a la nisine pour prévenir la carie dentaire. La
mutacine B-Ny266 pourrait étre incorporée dans les rince-bouches et dans les pates

dentifrices.
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PERSPECTIVES D’AVENIR

Plusieurs projets de recherche permettraient de poursuivre les études amorcées dans cette
thése de Doctorat. Deux avenues principales pourraient étre 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 fondamentales et appliquées soient effectuées avec les
mutacines des groupes A, C, D, I, K, L et M qui possédent un spectre d’action intéressant

contre des souches pathogénes d’intérét clinique (Morency er al. 1999).

A) APPLICATION

A.l. Tester la stabilité de 1a 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 a la température de la piéce serait une avantage pour son

utilisation.

A.2. Améliorer la production de la mutacine B-Ny266, par I'optimisation des
conditions de culture ou par le développement de mutants produisant une plus grande quantité
de mutacine. Ces mutants pourraient étre produits par exposition a des agents mutagénes ou

génétiquement en utilisant la mutagenése dirigée, clonage, transfert des génes, etc.

Les conditions de fermentation sont également importantes pour la production des
bactériocines. Des tests préliminaires (Morency et Lavoie, 1991) ont démonté une
augmentation de la production en présence du lactose. Normalement, le milieu M 17 est utilisé
pour la production de la mutacine B-Ny266. Cependant, c’est un milieu riche en protéines (ce
qui rend la purification difficile) et coliteux. 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, 3 pH contrlé donne une production équivalente ou supérieure

au milieu M17. L’avantage d’utiliser le perméat de lactosérum est qu’il est peu coliteux (rejet
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de I’industrie fromagére) 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 bactériocines produites par des bactéries lactiques
(Amiali et al. 1998). Des études sur les différents facteurs de croissance (température, pH,
agitation et oxygénation) et selon le mode de fermentation (en batch ou en continue avec des

cellules immobilisées ou non) sont également envisagées.

La production des bactériocines 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 a sa propre
mutacine a de faibles concentrations, de 1I’ordre de 5 pg/ml; contrairement a L. lactis ATCC
11454 par exemple, qui tolére une concentration de nisine A de I’ordre de 35 pug/mi (Mota-
Meira et al. 1999). Nous pensons que si S. mutans Ny266 devient plus résistant a sa prope

mutacine, le niveau de production pourrait augmenter.

A.3. Optimiser les méthodes de purification de la mutacine B-Ny266. Le rendement
de la purification de la mutacine B-Ny266 n’est actuellement que de I’ordre de | %. Une
amélioration de ce rendement constitue une étape essentielle a la poursuite des recherches tant
fondamentales qu’appliquées concernant la mutacine B-Ny266. D’autres méthodes de
purification qui viennent s’ajouter A la chromatographie par hydrophobicité devront étre
envisagées. D’autres méthodes de concentration a partir du surnageant devront également étre
testées: précipitation avec des solvants organique (chloroforme) et avec des sels (sulfate

d’ammonium) et ensuite la chromatographie ionique.
Ad. Tester Pefficacité de la mutacine B-Ny266 in vivo

A.S. Tester la toxicité de la mutacine B-Ny266, in vitro, sur des cultures cellulaire et,

in vivo, avec des rongeurs et des mammiferes.

A.6. Essais cliniques
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Les trois derniers projets (A.4 3 A.6) font actuellement I’objet de discussions avec une
companie pharmaceutique. Ils nécessitent cependant une trés grande quantité de mutacine B-

Ny266 pure.

B) ETUDES FONDAMENTALES

B.1. Déterminer avec exactitude la localisation des ponts thioéthers 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 a son clivage protéolytique (van den Hooven et al. 1996;
van de Kamp e al. 1995). Comme pour la gallidermine, nous pensons que le clivage trypsique
couperait la molécule entre les résidus Lys13 et dhB14 et I’analyse des deux fragments
pourrait se faire par RMN (Freund et al. 1991). Nous suggérons aussi |’analyse en utilisant la
spectrométrie de masse (fragmentation de la molécule par MS/MS) suite au traitement de la
molécule a I’éthanethiol alcalin (Novak er al. 1996).

B.2. Etudier le mode d’action de la mutacine B-Ny266 sur les bactéries sensibles.

Le mode d’action principal des lantibiotiques de type A est la formation des pores dans la
membrane cytoplasmique et I’altération du potentiel transmembranaire. Le mécanisme
d’action peut étre divisé en trois étapes: |’interaction avec la membrane, I'insertion du peptide
a travers la phase lipidique et la formation des pores. Etant donné que la mutacine B-Ny266
est un lantibiotique de type A appartenant au groupe épidermine, 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 a
la nisine demeurent sensibles a la mutacine B-Ny266 ce qui peut indiquer un mécanisme
d’action différent ou une différence dans I'interaction avec les lipides membranaires. Nous
proposons une étude du mode d’action de 1a mutacine en trois volets portant sur: I'effet de la
mutacine sur I’intégrité membranaire (I’écoulement du matériel cytoplasmique et d’ions
potassium et magnésium); I’effet d’un gradient de pH et du potentiel membranaire;

I'interaction avec les membranes (conformation de la molécule dans les membranes
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artificielles, effet de I'incorporation de la mutacine dans la bicouche lipidique et organisation

moléculaire du complexe mutacine-lipide).

B.3. Séquencer au complet ’opéron de la mutacine B-Ny266 afin de comparer les
génes de la biosynthése, de I'immunité et de transport avec les geénes correspondants des

autres lantibiotiques. Cette étude est déja amorcée dans les laboratoires du Dr Giseéle LaPointe.
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