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Résumé 

L’usage abusif et excessif des antibiotiques a exacerbé le phénomène d’antibiorésistance, à travers la 

planète. Aujourd’hui, la lutte contre l’antibiorésistance est devenue une priorité mondiale en matière 

de santé publique. En effet, chaque année, elle est responsable de plus de 700,000 décès dans le 

monde et d'ici 2050, elle causera plus de 10 millions de décès par an, si des actions concrètes ne sont 

pas mises en place afin de freiner le développement de ce phénomène. En plus des pertes humaines, 

le coût financier des soins afférents à l’antibiorésistance pourra atteindre 100,000 milliards de dollars 

dans le monde. Pour faire face à cette crise annoncée, plusieurs stratégies innovantes, parmi lesquelles 

l’usage des peptides antimicrobiens (PAMs), ont été proposées. Dans cette perspective, les 

bactériocines, qui sont des PAMs synthétisés par voie ribosomique pourraient contribuer à la solution 

thérapeutique. Récemment, la souche Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-5369 s’est particulièrement 

distinguée pour son activité contre des germes pathogènes à Gram-négatif. Cette activité est due à 5 

nouvelles bactériocines codées par des gènes chromosomiques orf010, orf012, orf023, orf030 et 

orf038. Toutefois, l’activité est pH-dépendante, c’est-à-dire qu’elle est exercée, uniquement à une 

valeur de pH ≤ 5. Dans le cadre de cette thèse, nous avons dans un premier temps, vérifiée l’expression 

de ces gènes lors de la croissance de la bactérie, en utilisant la technique de qPCR. Ainsi, nous avons 

observé que ces 5 gènes sont exprimés après 24 h de croissance, de façon concomitante à l’apparition 

de l’activité antimicrobienne indiquant ainsi un lien entre l’expression génique et la production des 

cinq bactériocines. Ces 5 bactériocines ont été exprimées en système hétérologue chez Escherichia coli 

Rosetta. Seule la bactériocine codée par orf030, appelée lacticaséicine 30, a pu être produite en grande 

quantité, contrairement aux autres bactériocines qui ont été produites mais demeurent piégées dans 

la fraction insoluble. Dans un deuxième temps, nous avons étudié la relation entre la structure de la 

lacticaséicine 30 et son activité contre les bactéries à Gram-négatif. Les prédictions de structure ont 

suggéré une organisation en 5 hélices α de la lacticaséicine 30. La proportion d’hélice-α était plus 

importante à pH 5 qu’à pH 7. Pour identifier les régions impliquées dans l’activité contre les bactéries 

à Gram-négatif, nous avons produit des peptides dérivés de la lacticaséicine 30 par une approche de 

biologie moléculaire. Ces peptides dérivés sont obtenus en réduisant leurs tailles, ou en insérant des 

mutations ciblées dans différentes régions. Ainsi, nous avons généré des formes plus courtes de la 

lacticaséicine 30, contenant soit sa région N-terminale (acides aminés 1 à 39), soit les régions centrale 

et C-terminale (acides aminés 40 à 111). De la même manière, un peptide dérivé contenant 

uniquement la première hélice de la région N-terminale a été également produite. Les mutations 

introduisant des substitutions des acides aminés ont été introduites au sein des hélices-α. Au regard 

de leurs activités, ces peptides dérivés ont permis de localiser l’activité antibactérienne 

essentiellement dans la région N-terminale, et nécessite à minima deux hélices-α. Par ailleurs, l’activité 

de ces variants peptidiques E32G, T33P, T52P et D57G reste sensiblement identique, contrairement à 

celles des variants E6G, T7P, D57G T52P, A74P, Y78S, Y93S et A97P qui ont été significativement 

altérées. Dans la dernière partie, nous avons testé l’activité de la lacticaséicine 30 contre un panel de 

souches cliniques à Gram-négatif et portant des résistances à la colistine. Les résultats obtenus ont mis 

en lumière une synergie entre la lacticaséicine 30 et la colistine et la réduction significative de 

l’expression des gènes mcr-1 et mcr-9, responsables de la résistance à la colistine.   

 Mots clés : Bactériocine, activité antimicrobienne, expression hétérologue, relation structure-activité, 

expression de gènes, colistine. 
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Abstract 

The excessive use of antibiotics has exacerbated the phenomenon of antibiotic resistance throughout 

the world. Today, the fight against antibiotic resistance has become a global public health priority. 

Indeed, every year, it is responsible for more than 700,000 deaths in the world and by 2050, it will 

cause more than 10 million deaths per year, if concrete actions are not implemented to curb the 

development of this phenomenon. In addition to the human losses, the financial cost of antibiotic 

resistance-related care could reach 100,000 billion dollars worldwide. To face this crisis, several 

innovative strategies, including the use of antimicrobial peptides (AMPs), have been proposed. In this 

perspective, bacteriocins, which are ribosomally APMs, could contribute to the therapeutic solution. 

Recently, the Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-5369 strain has been particularly distinguished for 

its activity against Gram-negative pathogens. This activity is due to 5 new bacteriocins encoded by 

chromosomal genes orf010, orf012, orf023, orf030 and orf038. However, the activity is pH-dependent, 

i.e., it is exerted, only at a pH value ≤ 5. In the framework of this thesis, we first verified the expression 

of these genes during the growth of the bacteria, using the qPCR technique. Thus, we observed that 

these 5 genes were expressed after 24 h of growth, concomitantly with the appearance of 

antimicrobial activity indicating a possible link between gene expression and the production of the five 

bacteriocins. These 5 bacteriocins were expressed in a heterologous system in Escherichia coli Rosetta. 

It should be noted that only the bacteriocin encoded by orf030, called lacticaseicin 30, could be 

produced in large quantities, in contrast to the other bacteriocins which were produced but remain 

trapped in the insoluble fraction. In a second step, we investigated the relationship between the 

structure of lacticaseicin 30 and its activity against Gram-negative bacteria. Structural predictions 

suggested a 5-helix organization of lacticaseicin 30. The proportion of helix-α was greater at pH 5 than 

at pH 7. To identify the regions involved in the activity against Gram-negative bacteria, we produced 

lacticaseicin 30-derived peptides by a molecular biology approach. These derived peptides are 

obtained by reducing their sizes, or by inserting targeted mutations in different regions. Thus, we 

generated shorter forms of lacticaseicin 30, containing either its N-terminal region (amino acids 1 to 

39), or the central and C-terminal regions (amino acids 40 to 111). Similarly, a derivative peptide 

containing only the first helix of the N-terminal region was also produced. Mutations introducing amino 

acid substitutions were introduced within the α-helices. With regard to their activities, these derived 

peptides localized antibacterial activity mainly in the N-terminal region, and requires at least two helix-

αs. Furthermore, the activity of these peptide variants E32G, T33P, T52P, and D57G remained 

essentially the same, unlike to those of the variants E6G, T7P, D57G T52P, A74P, Y78S, Y93S, and A97P, 

which were significantly impaired. In the last part, we tested the activity of lacticaseicin 30 against a 

panel of Gram-negative clinical strains with colistin resistance. The results obtained highlighted a 

synergy between lacticaseicin 30 and colistin and a significant reduction of the expression of the mcr-

1 and mcr-9 genes, responsible for colistin resistance. 

Keywords: bacteriocin, antimicrobial activity, heterologous expression, structure-activity relationship, 

gene expression, colistin.  
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Introduction générale 

General introduction 

 



La découverte de la pénicilline par Alexandre Fleming en 1928, de la gramicidine par René 

Dubos et des premiers antibiotiques synthétiques, ont fortement contribué dans la lutte contre 

de nombreuses maladies provoquées par des infections bactériennes et qui étaient considérées 

comme incurables. Depuis, l’utilisation de ces molécules antibactériennes produites par 

différents microorganismes n’a fait qu’augmenter (Mohr, 2016). A ce jour, il existe une grande 

variété d’antibiotiques pouvant être classés selon leurs origines, leurs natures chimiques, leurs 

mécanismes d'action et leurs spectres d'action. Ces molécules ont la capacité de tuer (effet 

bactéricide) ou limiter la multiplication (effet bactériostatique) des bactéries. Par exemple les 

antibiotiques appartenant à la famille des β-lactamines (les pénicillines, les céphalosporines…), 

et les glycopeptides (la vancomycine, la teicoplanine…) vont inhiber la synthèse de la paroi 

bactérienne en se fixant sur des enzymes indispensables à la synthèse du peptidoglycane 

(transpeptidases, transglycosylases et carboxypeptidases). Tandis que d’autres antibiotiques 

vont entraver la synthèse des protéines soit en interférant avec la traduction de l’ARNm ou alors 

en inhibant la formation des chaines peptidiques, c’est le cas notamment des aminosides 

(gentamicine, kanamycine…) et des macrolides (azithromycine…) (Fig. 1) (Kapoor et al., 

2017).   

 

Figure 1. Mode d'action des antibiotiques (Sanseverino et al., 2018).  

L’usage massif des antibiotiques et leur prescription inappropriée ont conduit à l’apparition et 

au développement de mécanismes de résistance envers ces molécules. Ces dernières années, de 

nombreux agents pathogènes bactériens associés aux épidémies ont évolué vers des formes 

multirésistantes. C’est le cas des bactéries responsables d’infections respiratoires et cutanées 
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(telles que Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes et les staphylocoques) et des 

bactéries responsables d'infections urinaires et de septicémies (telles que Enterobacteriaceae et 

Pseudomonas) qui sont désormais résistantes à pratiquement tous les anciens antibiotiques 

(Frieri et al., 2017). Cette résistance peut être causée par une mutation génétique affectant le 

chromosome bactérien ou par l'acquisition de matériels génétiques exogènes (plasmide, 

transposon…) portant un ou plusieurs gènes de résistance provenant d’une autre espèce 

bactérienne. Elle peut se traduire par différents mécanismes tels que la production d’une 

enzyme modifiant ou détruisant l’antibiotique ou bien par une modification de la cible de 

l’antibiotique (Blair et al., 2015).  

Parmi les antibiotiques d’importance majeure, la colistine est actuellement considérée comme 

un antibiotique de dernier recours pour traiter un nombre croissant d'infections dues à des 

bactéries à Gram-négatif multirésistantes. Cette molécule, connue aussi sous le nom de 

polymixin E, présente une excellente activité contre les bactéries à Gram-négatif 

multirésistantes, y compris Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et les bacilles non-

fermentants comme Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii. Le mode d’action 

de la colistine consiste à déplacer de manière compétitive les cations divalents des lipides 

membranaires en se liant au lipide A (endotoxine) du lipopolysaccharide (LPS) de la membrane 

externe des bactéries à Gram-négatif. Cette interaction électrostatique entre la colistine chargée 

positivement et le LPS chargé négativement perturbe la membrane externe en entrainant une 

fuite du contenu intracellulaire, causant par voie de conséquence la mort de la bactérie (Olaitan 

et al., 2014). Le statut de la colistine comme antibiotique de dernier recours commence à être 

remis en question suite à l’émergence des bactéries résistantes. Cette résistance est liée à la 

présence d’un gène de nature plasmidique responsable de la résistance à la colistine est 

couramment appelé gène mcr (Mendelson et al., 2018).  

La résistance aux antibiotiques est associée à une diminution rapide du nombre d'antibiotiques 

efficaces en thérapeutique. Depuis leur avènement et au fil des années, la découverte de 

nouveaux antibiotiques n’a fait que diminuer (Fig. 2). Le développement de nouvelles 

molécules antibiotiques est devenu un investissement peu attractif compte tenu du temps et de 

l’argent à y consacrer, contrairement aux médicaments utilisés contre les maladies chroniques 

qui sont plus intéressantes d’un point de vue financier pour les grandes industries 

pharmaceutiques.  
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Figure 2. Nombre de nouveaux antibiotiques approuvés par l'administration américaine des denrées 
alimentaires et des médicaments (U.S. FDA) par période de cinq ans (Guidos, 2011). 

 

Figure 3. Nombre de décès associés à l'antibiorésistance dans le monde en 2050, par rapport aux 
autres grandes causes de mortalité selon le rapport de Jim O’Neill (2016). 

La résistance aux antibiotiques (antibiorésistance) est devenue une priorité mondiale en matière 

de santé publique. Chaque année, elle est responsable de 700 000 décès dans le monde et d'ici 

2050, elle causera plus de 10 millions de décès par an (Fig. 3). En plus du coût en vies humaines, 
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le coût financier s'élèvera à plus de 100 000 milliards de dollars dans le monde (Jim O’Neill, 

2016). Selon un rapport établi par le ministère des solidarités et de la santé, chaque année, en 

France, 160 000 patients contractent une infection par une bactérie multirésistante aux 

antibiotiques, et plus de 12 500 patients en meurent (https://solidarites-sante.gouv.fr/).  

Pour l'organisation mondiale de la santé (OMS), la lutte contre la résistance aux antibiotiques 

est une priorité absolue. À ce titre, un plan d'action mondial de lutte contre ce phénomène a été 

approuvé par l'assemblée mondiale de la santé en mai 2015 (https://www.who.int/fr/). Ce plan 

s’articule autour de cinq objectifs stratégiques suivants : 

• Améliorer la sensibilisation et la compréhension du phénomène de résistance aux 

antibiotiques en faisant un travail de pédagogie. 

• Renforcer la surveillance et la recherche. 

• Réduire le nombre d’incidences des infections. 

• Optimiser l’usage des agents antibiotiques. 

• Développer des investissements durables pour combattre la résistance aux antibiotiques. 

Au cours de ces dernières années, plusieurs stratégies alternatives pour lutter contre la résistance 

aux antibiotiques ont été proposées (Cotter et al., 2005; Cegelski et al., 2008; Alexandre et al., 

2014; Ravat et al., 2015). L’une des alternatives qui suscite de plus en plus d’intérêt, est 

l’utilisation des bactériocines. Pour rappel, les bactériocines sont des peptides antimicrobiens 

(PAMs) produits par les bactéries. (Drider and Rebuffat, 2011). Les bactériocines produites par 

les bactéries lactiques (BLs), notamment par celles appartenant aux genres Lactobacillus ou 

Lactococcus, ont la particularité de posséder le statut GRAS (Generally Recognized As Safe). 

Elles sont généralement actives contre les espèces phylogénétiquement proches de la souche 

productrice et elles peuvent parfois être actives contre des pathogènes à Gram-positif tels que 

Listeria monocytogenes, Clostridium…  (Drider et al., 2006). 

En revanche, les bactéries à Gram-négatif sont généralement résistantes aux bactériocines 

produites par les BLs grâce à leur membrane externe qui les protège des macromolécules 

hydrophobes (Helander et al., 1997). Cependant, il existe quelques bactériocines comme les 

bactériocines ST28MS et ST26MS produites respectivement par les souches de Lactobacillus 

plantarum ST28MS et ST26MS, qui sont capables d’inhiber la croissance de certaines bactéries 

à Gram-positif (Lactobacillus casei, Lactobacillus sakei, Staphylococcus aureus, Enterococcus 

faecalis) et à Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Acinetobacter 

baumannii) (Todorov and Dicks, 2005). Il en est de même pour la bactériocine OR-7 produite 

https://solidarites-sante.gouv.fr/
https://www.who.int/fr/
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par Lactobacillus salivarus NRRL B-30514 qui est active contre la bactérie à Gram-négatif 

Campylobacter jejuni (Stern et al., 2006). 

Cette thèse a été réalisée au sein de l’UMRT INRAE BioEcoAgro 1158 (Université de Lille), 

Elle a pour objectifs de caractériser les bactériocines produites par Lacticaseibacillus paracasei 

CNCM I-5369, plus particulièrement la lacticaséicine 30 et comprendre son activité contre les 

bactéries à Gram-négatif.  

Ce manuscrit comprend une première partie bibliographique exposant les différentes stratégies 

suggérées pour lutter contre l’antibiorésistance, y compris les bactériocines produites par les 

BLs, une revue bibliographique décrivant les principaux modes d’action et les mécanismes 

d’immunité des bactériocines produites par les BLs et leur potentiel d’application ainsi que leur 

expression en système natif et hétérologue.  

La deuxième partie comporte l’ensemble des résultats obtenus dans le cadre du projet de cette 

thèse et présentés sous formes d’articles publiés ou en cours de publication. Ces résultats 

débutent par l’étude de l’expression des cinq bactériocines L. paracasei CNCM I-5369 en 

systèmes natif et hétérologue et leurs « partielles » caractérisations, ensuite viennent les 

résultats afférents à la relation entre la structure de la lacticaséicine 30 et son activité contre les 

bactéries à Gram-négatif, et enfin vient la partie afférente au développement d’une formulation 

basée sur la combinaison de la lacticaséicine 30 et la colistine, et l’évaluation de l’activité 

antibactérienne contre un panel de souches cliniques multirésistantes.   

La dernière partie de ce manuscrit est consacrée à une discussion générale et la contextualisation 

du sujet de recherche. Cette thèse se termine par une conclusion ainsi que la suggestion et 

argumentation de différentes perspectives pour entrevoir la suite de ce projet dans un futur 

proche, c’est-à-dire à court-terme.  
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1. Quelles alternatives thérapeutiques à mettre en place pour lutter contre le 

phénomène d’antibiorésistance 

Comme évoqué, la problématique de l’antibiorésistance est une crise de santé publique, qu’il 

convient de considérer au plus haut point. En effet, les indicateurs épidémiologiques, mais 

surtout prévisionnels laissent à penser à une exacerbation de cette crise qui se traduira par un 

nombre de morts plus élevé, par des couts économiques très élevés et même par un impact 

socio-économique majeur car de nombreuses personnes se retrouveront dans des difficultés 

sociales. Pour réduire l’impact de cette crise de l’antibiorésistance, il convient de jouer sur 

plusieurs leviers en limitant l’émergence et le développement des bactéries multirésistantes. Il 

est clair que la prescription et la consommation des antibiotiques doivent être mieux gérées tant 

en santé humaine, qu’en médecine vétérinaire. Même si des efforts sont faits dans ce sens, le 

chemin à parcourir reste long. D’autre part, il convient de mieux gérer le stock d’antibiotiques 

dont nous disposons actuellement, étant donné les faibles investissements de l’industrie 

pharmaceutique, en termes de recherches de nouveaux antibiotiques, ou de la modification des 

structures des antibiotiques existants. Des alternatives aux antibiotiques, pour entrer dans l’ère 

post-antibiotique, sont tout à fait souhaitables et possibles. Dans ce sens, plusieurs perspectives 

et mesures ont été évoquées et suggérées durant cette dernière décennie afin de contribuer à 

réduire les impacts négatifs de l’antibiorésistance sur nos sociétés. 

1.1.  La thérapie d’anti-virulence 

Comme précédemment indiqué, les antibiotiques agissent sur différents cibles et processus 

cellulaires tels que la biosynthèse de la paroi cellulaire, ou encore celle des protéines. Ils 

peuvent aussi agir sur la réplication de l’ADN, la transcription de l’ADN en ARN messager qui 

sont des mécanismes cruciaux pour la croissance et la survie bactérienne. Comprendre la 

virulence des bactéries multirésistantes par les outils de biologie moléculaire et par les 

techniques dites « omiques » est un objectif de recherche important, pouvant aider à mieux 

concevoir les molécules antibiotiques ou des approches ciblant ces facteurs de virulence. 

L’atténuation de l’expression des gènes impliqués dans la virulence/pathogénicité bactérienne 

est une stratégie innovante. Ces stratégies visent à perturber le cycle infectieux, en inhibant les 

processus d’adhésion, invasion, ou encore de neutralisation des défenses de l’hôte, la 

perturbation de la synthèse des toxines endo ou exotoxines (Cegelski et al., 2008). 

Contrairement aux antibiotiques à spectre large, la thérapie d’anti-virulence éviterait sans doute 

une altération du microbiote intestinal de l’hôte permettant aux bactéries symbiotiques de 

garder et exercer leurs fonctions vitales et bénéfiques pour l’organisme hôte. 
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1.1.1.  Cible de l’attachement et de la colonisation microbienne  

L’une des premières étapes d’une infection bactérienne est la colonisation de l’hôte. Les 

bactéries vont s’adhérer aux cellules de l’hôte par des protéines appelées « adhésines », chacune 

interagissant spécifiquement avec des récepteurs situés à la surface de la cellule hôte. Les 

bactéries pathogènes peuvent présenter de multiples adhésines pouvant se lier à différents sites 

spécifiques chez l’hôte à des moments particuliers au cours d'un cycle infectieux complexe 

(Tableau 1). En général, la plupart des adhésines sont intégrées dans des complexes de fibres 

extracellulaires hétéropolymériques appelées pili ou fimbriae (Hung and Hultgren, 1998). Les 

pili P, pili assurant l’adhérence d’Escherichia coli, sont impliqués dans l’infection des voies 

urinaires chez l’Homme par l’intermédiaire d’une adhésine appelée PapG (Voet and Voet, 

2016). L'adhésine PapG, située à l’extrémité du bout flexible des Pili P, se lie spécifiquement 

aux groupements digalactoside α-D-galactopyranosyl-(1=>4)-β-D-galactopyranose (Hultgren 

et al., 1989). En revanche, l’adhésine FimH, généralement présente aux extrémités des pili de 

type I, se lie aux groupements mannoses du récepteur uroplakine 1a des cellules épithéliales 

urinaires (Sauer et al., 2016).   

Tableau 1. Exemples d’adhésines associées à des maladies chez l’homme (Cegelski et al., 2008) 

Adhésine  Fibres adhésive Organismes Maladies 

associées 

FimH Pili de Type 1 Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae et espèces de Salmonella

  

Cystite 

 

 

PapG Pili P E. coli Cystite et 

pyélonéphrite 

 

PrsG Pili Prs E. coli Cystite 

 

SfaS Pili S E. coli Infection des 

voies urinaires et 

méningite du 

nouveau-né 

 

HifE Pili Hif Haemophilus influenzae Otite moyenne et 

méningite 

 

FimD Pili de type 2 et 3 Bordetella pertussis Coqueluche 

 

L’adhésion est un facteur de virulence important chez les bactéries pathogènes. La possibilité 

d’empêcher l’adhésion d’une bactérie pathogène représente une stratégie idéale pour lutter 
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contre les maladies infectieuses. L’une des options pouvant être envisagée, est d’inhiber la 

fonction médiée par les fibres adhésives (pili) (Cegelski et al., 2008): 

• Soit en empêchant la liaison des bactéries pathogènes aux cellules hôtes.  

Par exemple, les dérivés carbohydrates des ligands de l'hôte, tels que le 4-méthylumbelliferyl 

α-mannoside et le p-nitro-o-chlorophényl α-mannoside, se sont révélés efficaces pour bloquer 

les propriétés adhésives des pili de type 1 et P. Ils peuvent être employés comme agents 

thérapeutiques dans le but de prévenir l'adhérence in vivo des souches pathogènes exprimant 

des pili de type 1 (Firon et al., 1987). 

• Soit en interrompant l'assemblage des pili, ce qui bloque également l'adhésion médiée 

par ces structures ainsi que la colonisation et la formation de biofilms intracellulaires. 

Les pili de type 1 et P, les plus étudiés, sont assemblés par une famille de protéines appelées 

« chaperonne-usher ». Ces dernières années, afin de lutter contre la virulence des bactéries 

pathogènes, une nouvelle classe de molécules appelée « pilicide » a été développée pour inhiber 

la fonction de ces protéines. Les pilicides vont inhiber la biogénèse des pili et par la suite vont 

entraver l’invasion et la formation de biofilms intracellulaires (Aberg and Almqvist, 2007).   

1.1.2.   Altération ou destruction de la production de toxine  

Certaines bactéries pathogènes ont la particularité de produire des toxines dangereuses 

(Tableau 2). Certaines toxines agissent à l’extérieur de la cellule en se liant à des récepteurs 

cellulaires ou en formant des pores dans la membrane, tandis que d’autres toxines sont capables 

d’induire la translocation d’un fragment catalytique dans le cytoplasme.  

Tableau 2. Exemple de toxines bactériennes associées à des maladies chez l’Homme 

Toxines Organismes Maladies associée 

Toxine cholérique Vibrio cholerae Choléra 

Toxine pertussique Bordetella pertussis Coqueluche 

Toxine diphtérique Corynebacterium diphtheriae Diphtérie 

Toxine tétanique  Clostridium tetani Tétanos 

Toxine botulinique  Clostridium botulinum Botulisme  

Shiga-toxine  E. coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) Gastro-entérite 

 

Altérer la production de toxine s’avère être une stratégie intéressante pour inhiber la virulence 

de ce type de bactéries. Dans cette optique, Hung et ses collaborateurs (2005) ont mis en 
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évidence une petite molécule, l'acide 4-[N-(1,8-naphtalimide)]-n-butyrique, appelée 

couramment la virstatine, qui inhibe la régulation de la virulence chez Vibrio cholerae.  En 

effet, la virstatine inhibe le régulateur transcriptionnel ToxT (impliqué dans la transcription du 

gène de la toxine du choléra) et par la suite empêche l'expression de deux facteurs de virulence 

critiques de V. cholerae, qui sont la toxine cholérique et le pilus.   

Une autre alternative qui peut être envisagée contre la production de toxines, est l’utilisation 

d’anticorps. Bien que leur utilisation dans le traitement des infections bactériennes ait été 

largement surpassée par celle des antibiotiques, les anticorps restent une alternative intéressante 

qui peut être envisagée pour traiter les maladies provoquées par la production de toxines telles 

que la diphtérie, le tétanos et le botulisme....  

1.1.3.  Perturbation de la régulation de l’expression des gènes de virulence 

Chez certaines bactéries, la régulation des facteurs de virulence se fait par « quorum sensing ». 

Ce mécanisme repose sur la communication entre les bactéries à travers des petites molécules 

de diffusion dans le but de coordonner leur comportement et leur adaptation vis-à-vis de leur 

environnement. Ainsi, lorsque la densité bactérienne augmente, la quantité de ces molécules 

croît jusqu'à atteindre un seuil déclenchant l'activation ou la répression de certains gènes chez 

l'ensemble des bactéries (Le Berre et al., 2006). Chez Pseudomonas aeruginosa, une bactérie 

pathogène provoquant des infections aiguës ou chroniques parfois graves et mortelles, les 

facteurs de virulence (système de sécrétion, des adhésines, capacité de former des biofilms…) 

sont régulés de manière hiérarchique et précise par le QS (Fig. 4). Différents types de 

molécules, tels que les acyl homosérine lactones (AHL), sont produites et détectées par 

différents systèmes de QS tels que LasR-LasI et RhlR-RhlI (Fig. 4). Ensuite, ces signaux se 

lient aux régulateurs de transcription et induisent l'expression des gènes de virulence et la 

formation du biofilm (Rasko and Sperandio, 2010).   
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Figure 4. Mécanisme de quorum sensing chez les bactéries (Coquant et al., 2020).  

Plusieurs stratégies ont été développées pour inhiber les systèmes de QS qui sont impliqués 

dans l’expression des gènes de virulence des germes pathogènes. Elles consistent notamment à 

utiliser des molécules identifiées à l'aide d'un criblage à haut débit de librairies de molécules 

chimiques, ou des antagonistes modélisés sur la base de la structure moléculaire du signal et/ou 

du récepteur. D’autres stratégies font appel à l’utilisation des enzymes qui dégradent le signal 

de QS appelées quorum quenching (Rasko and Sperandio, 2010). C’est le cas de Bacillus spp, 

qui exprime une molécule appelée lactonase, impliquée dans l’inhibition du mécanisme de QS 

chez P. aeruginosa. L'acyl-homosérine lactonase (AHL-lactonase) inactive l'activité des AHL 

en hydrolysant la liaison lactone des AHL. Des études réalisées sur des plantes transgéniques 

exprimant l'AHL-lactonase ont montré une résistance significativement accrue à une infection 

bactérienne dépendante du QS (Dong et al., 2001). 

Les médicaments ciblant les systèmes de signalisation bactériens sont intéressants en raison de 

leur toxicité spécifique, étant donné que ces systèmes sont généralement absents chez les hôtes 

eucaryotes. La perturbation de la virulence bactérienne est une approche intéressante, car elle 

exerce une pression sélective moins importante sur le développement de la résistance 

bactérienne contrairement aux antibiotiques à spectre large, qui visent à tuer toutes les bactéries 

ou à empêcher leur croissance.  
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1.2.  La thérapie phagique (phagothérapie)  

Les bactériophages, appelés également phages, sont des virus qui n’infectent que les bactéries. 

Comme pour la plupart des virus, l’infection débute par la liaison du virion à des récepteurs 

spécifiques de la surface cellulaire, suivie d'une réplication intracellulaire. De par sa grande 

spécificité, un phage ne reconnait qu’une espèce, voire une sous-espèce de bactérie (Chan et 

al., 2013). Présents dans l’ensemble de la biosphère, les phages constituent le groupe d'entités 

biologiques le plus abondant et le plus diversifié de la planète (Rohwer, 2003). Ils sont présents 

dans tous les écosystèmes, y compris dans les milieux les plus hostiles et contribuent à 

l’évolution génétique de nombreux micro-organismes en régulant la croissance des bactéries 

(Ravat et al., 2015).  

1.2.1. Structure et mécanismes d’action des phages 

De manière générale, un phage contient de l’acide nucléique (pouvant être de l’ADN ou de 

l’ARN), enfermé dans une capside, constituée soit de protéines ou de lipoprotéines. La taille de 

leur génome est très variable pouvant aller de quelques milliers de paires de bases, à plus d’une 

centaine de milliers. Leurs morphologies peuvent varier d’une famille à une autre, ils peuvent 

être polyédriques, cubiques, filamenteux ou encore pléomorphes (Fig. 5). En général, les 

phages avec une capside polyédrique possèdent en plus une queue qui leur permet de se fixer 

aux bactéries et de les infecter. Cette queue peut être contractile (famille des Myoviridae), 

longue et non-contractile (famille des Siphoviridae) ou courte et non-contractile (famille des 

Podoviridae) (Kutter and Sulakvelidze, 2004).  

 

Figure 5. Schéma représentatif et simplifié d’un bactériophage (www.pherecydes-pharma.com).  

http://www.pherecydes-pharma.com/
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Comme tous les virus, les phages sont des parasites intracellulaires, qui doivent infecter une 

bactérie pour pouvoir se multiplier. Selon leur cycle biologique, deux types de bactériophages 

peuvent être différenciés, les phages dits lytiques représentant ainsi la majorité des phages et 

les phages dits tempérés (Ravat et al., 2015).  

Les phages lytiques ont la capacité de détruire les bactéries qu’ils infectent, après avoir détourné 

la machinerie bactérienne à leur profit pour se reproduire et se multiplier. Lors de la lyse de la 

bactérie, plusieurs dizaines de nouveaux phages identiques à l’original sont libérés dans le 

milieu extracellulaire et s’attaquent à d’autres bactéries de la même espèce. Le cycle lytique 

des phages comprend différentes étapes (Fig. 6) (Ravat et al., 2015): 

• L’arrimage, correspondant à la fixation du phage sur la bactérie grâce à des récepteurs 

spécifiques au phage et à l’espèce bactérienne à laquelle il s’attaque. 

• La pénétration suivie de l’injection du matériel génétique. Au cours de cette étape, 

une endolysine virale va percer un pore dans la membrane bactérienne et permet ainsi 

la pénétration de la queue du bactériophage dans le cytoplasme de la bactérie, afin d’y 

injecter son matériel génétique.  

• La réplication. Dans cette étape, le génome viral va détourner le métabolisme bactérien 

à son profit. Une nucléase phagique va fragmenter le génome bactérien, dans le but de 

le rendre inutilisable et donc il n’y aura plus de multiplication bactérienne. 

• Maturation et assemblage des différents éléments du phage. 

• Lyse bactérienne permettant la libération des phages nouvellement formés dans le 

milieu extracellulaire.  

Seuls les phages lytiques présentent un intérêt pour la phagothérapie car ils entrainent la mort 

des bactéries cibles qui leur sont spécifiques.   
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Figure 6. Les deux types de bactériophages (lytiques, tempérés) et leurs cycles associés (lytique et 
lysogénique) (Ravat et al., 2015). 

Les phages tempérés ont la particularité d’intégrer leur génome au chromosome bactérien, via 

un mécanisme appelé transduction. Durant leur cycle phagique, appelé cycle lysogénique, les 

phages tempérés peuvent conférer de nouvelles propriétés à la bactérie hôte, telles que des gènes 

de virulence, gène de résistance à un antibiotique…. Ils peuvent rester quiescents pendant très 

longtemps avant d’entamer leur reproduction et d’entrer dans un cycle lytique (Fig. 6). 

Contrairement aux phages lytiques, les phages tempérés ne peuvent pas être utilisés comme un 

outil thérapeutique (Ravat et al., 2015). 

1.2.2. Potentiel thérapeutique des phages 

Découverts en 1917 par Francis d’Herelle, chercheur ayant travaillé à l’Institut Pasteur de Paris, 

les bactériophages ont suscité peu d'intérêt pour la communauté médicale moderne, d’autant 

plus avec le développement et l’usage des antibiotiques, qui furent rapidement érigés en 

traitement de choix dans la médecine occidentale (Dublanchet and Bourne, 2007). Seuls les 

pays de l’ancienne Union Soviétique, n’ayant pas accès aux antibiotiques, avaient continué 

d’utiliser les bactériophages pour traiter les maladies infectieuses d'origine bactérienne chez les 
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soldats (fièvre typhoïde, dysenterie bacillaire, staphylococcies, streptococcies, gangrène 

gazeuse…). Cependant les résultats de ces essais cliniques ont été très peu publiés dans la 

littérature scientifique, à cause de la guerre froide qui ne permettait pas la communication 

scientifique entre les blocs de l’Est et de l’Ouest, d’autant plus que cette approche était 

déconsidérée chez les spécialistes et les autorités sanitaires du bloc de l’Ouest (Sulakvelidze et 

al., 2001). Après l’effondrement de l’Union Soviétique, certains centres comme celui de Tbilissi 

en Géorgie (Phage Therapy Center), le plus connu, et également celui de Wroclaw en Pologne 

(Institut d'immunologie et de thérapie expérimentale) ont toutefois continué à se spécialiser en 

phagothérapie. 

Aujourd'hui, avec l’émergence des bactéries multirésistantes, la phagothérapie est de nouveau 

envisagée comme une approche alternative dans la lutte contre les infections. En plus des 

centres de recherches cités précédemment, plusieurs startups spécialisées dans la phagothérapie 

ont vu le jour ces dernières années. En effet, des traitements antibactériens basés sur l’utilisation 

de phages ont été développés afin de lutter contre les infections bactériennes chez l’Homme, 

notamment celles qui sont causées par les souches Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

aureus et E. coli qui ont été reconnus par l’OMS comme les agents causant les infections les 

plus dangereuses (https://www.who.int/). Certains phages ont déjà été administrés dans le cadre 

de traitements compassionnels en France sous la supervision des autorités sanitaires françaises. 

Des patients atteints d'une infection récidivante du genou prothétique à S. aureus, pour laquelle 

l'explantation n'était pas envisageable, ont été traités par des phages au cours d'une intervention 

chirurgicale dite DAIR (Debridement Antibiotics Implant Retention) suivie d'une thérapie 

antimicrobienne suppressive (Ferry et al., 2020). Les phages peuvent être aussi utilisés en 

agriculture pour lutter contre les pathogènes des plantes tels que Pseudomonas syringae et 

Xanthomonas campestris. Il existe aussi des préparations de phages qui peuvent être utilisées 

en bioconservation pour lutter contre la croissance de Listeria monocytogenes dans les aliments, 

et validé par l'Organisation pour l'alimentation et l'agriculture (FAO) aux USA (LISTEX P100). 

Bien évidemment, la phagothérapie compte de nombreuses limites qui pourraient entraver son 

développement (Ravat et al., 2015). Il est difficile de trouver des phages contre certaines 

bactéries cibles et leurs applications ne peuvent se faire qu’en contact direct avec la bactérie, 

car chez l’homme l’injection de phages paraît vouée à l’échec puisque ceux-ci seront en 

principe détruits par le système immunitaire (Ravat et al., 2015). Il en est de même pour les 

infections produites par des bactéries intracellulaires, bactéries dont le développement dépend 

de leur cellule-hôte pour l’accès aux nutriments (tuberculose, légionellose par…). 

https://www.who.int/
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Actuellement, il n’existe pas de cadre réglementaire quant à l’usage de la phagothérapie, car les 

phages ne sont pas considérés comme des médicaments, ni des organes, ni des vaccins, ni des 

dispositifs médicaux. Ils sont juste considérés comme des préparations magistrales, ce qui rend 

difficile leur emploi dans un cadre réglementaire (Aminov et al., 2017). 

1.3.  Utilisation des probiotiques 

L’une des stratégies alternatives qui a été proposée pour lutter contre la résistance aux 

antibiotiques est l’usage des probiotiques. Au cours de ces dernières années, plusieurs 

définitions du terme probiotiques ont été proposées. Aujourd’hui, la définition qui est 

communément acceptée par l’ensemble de la communauté scientifique est celle de l’OMS, 

selon laquelle, « les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés 

en quantité suffisante, exercent des effets bénéfiques sur la santé de l’hôte, au-delà des effets 

nutritionnels traditionnels ». Bien que les probiotiques appartenant au groupe des BLs, plus 

particulièrement aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium, soient les plus étudiés, d’autres 

bactéries à Gram-positif et à Gram-négatif ainsi que des levures, ont été reconnu comme étant 

des probiotiques (Tableau 3) (Millette, 2007).  Aujourd’hui, pour qu’un micro-organisme soit 

considéré comme un probiotique, celui-ci doit remplir plusieurs critères, parmi lesquels : 

• La démonstration de l’identité et origine, celles-ci doivent être établies 

• Une innocuité démontrée 

• Une viabilité au site d’action 

• Des effets bénéfiques avérés 

 

Tableau 3. Exemple de formulations de probiotiques commercialisées (Kaur et al., 2002)  

Nom du produit Bactéries probiotiques présentes 

Kyo-Dophilus® capsules (Wakunaga 

Probiotics)  

Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium 

bifidum, Bifidobacterium longum 

 

TH1 Probiotics tm (Jarrow Formulas) Bifidobacterium longum, Saccharomyces 

boulardi, Lactobacillus casei, Lactobacillus 

plantarum 

 

Subalin Probiotique recombinant (Bacillus subtilis) 

 

Colinfant, Mutaflor® Non entéropathogène Escherichia coli 
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Les bénéfices possibles liés à l’usage des probiotiques sont divers et comprennent des effets 

immunomodulateurs, la prévention de la diarrhée et des effets anticancéreux… (Prescott et al., 

2018).  

Les probiotiques sont considérés actuellement comme une option thérapeutique attractive, du 

fait de l’évolution de l’incidence des résistances aux antibiotiques, qui ne cesse de croître parmi 

les pathogènes. Selon Alexandre et al. (2014), les effets protecteurs des probiotiques contre les 

bactéries pathogènes reposent sur trois processus biologiques (Fig. 7) :  

• Modulation du système immunitaire, en stimulant les défenses immunitaires innées 

(phagocytose, cytokines pro-inflammatoires), et en agissant favorablement sur la durée 

d’une infection ; 

• Renforcement de la fonction barrière de l'épithélium, en inhibant par exemple 

l’adhésion de certaines souches pathogènes à une catégorie de lignée cellulaire ; 

• Activité antimicrobienne directe ;  

 

Figure 7. Principaux mécanismes d'action des probiotiques d’après O’Toole et Cooney (2008). 

L’activité antimicrobienne des souches probiotiques est due en grande partie à la production de 

composés antimicrobiens tels que les PAMs (y compris les bactériocines), le peroxyde 

d'hydrogène, les acides organiques… (Oelschlaeger, 2010). 
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1.4.  Les peptides antimicrobiens 

Les PAMs sont des protéines de faible masse moléculaire et dont beaucoup sont chargés 

positivement. Ces molécules produites par toutes les formes de vie, allant des micro-organismes 

aux êtres humains, éliminent les bactéries  par divers mécanismes (Mahlapuu et al., 2016).   

À ce jour (21/10/2021), 3,273 peptides antimicrobiens, appartenant aux six règnes répertoriés, 

ont été recensés dans la base de données des peptides antimicrobiens de référence de l’université 

du Nebraska aux USA (https://aps.unmc.edu/)(Tableau 4).  

Tableau 4. Nombre de peptide antimicrobien en fonction des règnes.  

Règne Nombre de peptide antimicrobien 

Animaux (y compris les peptides synthétiques) 2424 

Plantes 361 

Champignons 22 

Protistes 8 

Archées 5 

Bactéries 369 

2. Les bactériocines 

Le terme "bactériocine" a été inventé à l'origine pour décrire les peptides antimicrobiens 

produits par Escherichia coli, y compris la colicine, qui fut la première bactériocine découverte 

en 1925 par le professeur André Gratia. Aujourd'hui, ce terme est utilisé pour définir un groupe 

beaucoup plus large des peptides antimicrobiens non cytotoxiques, synthétisés par voie 

ribosomale. Ces peptides sont produits à la fois par des bactéries à Gram-positif et à Gram-

négatif (Riley and Wertz, 2002).  

Les bactériocines constituent un groupe très hétérogène de peptides antimicrobiens. Elles 

diffèrent par leur masse moléculaire, leur spectre d’action, leur mode d'action, leur mécanisme 

de biosynthèse et de sécrétion et leur mécanisme d'autoprotection (Salazar et al., 2017). Elles 

sont capables de tuer des micro-organismes phylogénétiquement proches de la souche 

productrice, alors on parle de spectre étroit, ou un large éventail de micro-organismes, alors on 

parle de spectre large (O’Connor et al., 2020). Les bactériocines ont la capacité de médier la 

compétition entre différentes espèces bactériennes d'une même niche écologique (Rezaei Javan 

et al., 2018).  

https://aps.unmc.edu/)
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2.1. Les bactériocines produites par les bactéries à Gram-négatif 

Plusieurs bactériocines produites par les bactéries à Gram-négatif ont déjà été identifiées. Elle 

peuvent être classées en deux groupes en fonction de leur taille, leur structure et leur mode 

d’action (Gordon et al., 2007).  

2.1.1. Les microcines  

Les microcines sont des bactériocines de faible masse moléculaire (inférieur à 10 kDa), 

produites principalement par les entérobactéries (en particuliers par les souches d’E. coli). Elles 

possèdent une résistance aux protéases, aux pH extrêmes et aux températures élevées (Baquero 

et al., 2019). Généralement de nature hydrophobe, elles forment une classe de bactériocines très 

restreinte mais hétérogène, avec une dizaine de représentants identifiés à ce jour (Rebuffat, 

2012). 

La biosynthèse des microcines implique un cluster de gènes organisés en un seul ou plusieurs 

opérons, composé de gènes codant le précurseur de la microcine, des gènes codant les protéines 

impliquées dans les mécanismes d'immunité, des gènes codant les protéines responsables de la 

sécrétion de la microcine et les gènes codant les enzymes responsables des modifications post-

traductionnelles (Duquesne et al., 2007b). 

Comme bon nombre de bactériocines, les microcines sont synthétisées sous forme de peptide-

précurseur, correspondant à la partie structurale de la bactériocine (core-peptide) rattachée à un 

peptide leader. Le peptide-précurseur est maturé pendant sa sécrétion au cours de laquelle le 

peptide leader est clivé. Pour se protéger contre leurs propres bactériocines, les souches 

productrices vont exprimer simultanément des protéines impliquées dans les mécanismes 

d’immunité contre leurs propres microcines (Duquesne et al., 2007a). 

Selon leur masse moléculaire et leurs caractéristiques structurales (présences de ponts 

disulfures, modifications post-traductionnels…), les microcines peuvent être divisées en deux 

grandes classes (Duquesne et al., 2007b): 

- La classe I contient les microcines dont la masse moléculaire est inférieur à 5 kDa et 

qui subissent de nombreuses modifications post-traductionnelles avant d’être actives 

(MccB17, MccC et MccJ25). Les gènes impliqués dans la biosynthèse des microcines 

de classe I sont portés par un plasmide.  

- En revanche, les microcines appartenant à la classe II ont une masse moléculaire 

comprise entre 5 et 10 kDa et peuvent être subdivisées en deux sous-classes :  
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• La classe IIa rassemble les microcines codées par un plasmide, qui ne sont pas 

soumises à des modifications post-traductionnelles mais peuvent quand même 

comporter un voire deux ponts disulfures (MccL, MccV et MccN).  

• Les microcines de classe IIb, dont le gène est présent dans le chromosome 

bactérien, sont linéaires est peuvent subir une modification post-traductionnelle 

au niveau C-terminal (MccE492, MccM et MccH47).   

Généralement les microcines sont actives contre des bactéries étroitement liées aux souches 

productrices. Bien qu’il existe très peu d’homologie structurelle entre les différentes microcines 

identifiées, elles utilisent la même stratégie appelée « cheval de Troie » pour tuer leurs cibles. 

En effet, soit elles miment un nutriment essentiel, par exemple un complexe sidérophore de fer, 

permettant leur reconnaissance par des récepteurs spécialisés de la membrane externe et leur 

translocation ultérieure dans l'espace périplasmique de leurs cibles. Ou alors, elles sont 

sécrétées sous forme de molécules inoffensives et se transforment dans les bactéries cibles en 

molécules toxiques (Fig. 8) (Rebuffat, 2012).  

 

Figure 8. Exemples de mécanismes d’actions des microcines en fonctions de leurs classes (Alvarez et 
al., 2017). 

Par exemple, la microcine E492 produite par Klebsiella pneumoniae, subit une modification 

post-traductionnelle se traduisant par l’attachement à son extrémité C-terminale de dérivés 

glycosylés de l'entérochéline (salmochéline), un sidérophore largement utilisé par les 

Enterobacteriaceae. Ce composé est crucial pour l'activité antibactérienne, car il permet la 
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reconnaissance de la toxine et son transfert dans le périplasme par les récepteurs de catécholate 

ferrique situés dans la membrane externe des cellules cibles. Une fois dans l’espace 

périplasmique, la microcine E492 interagit avec la mannose perméase, induit à la fois une 

formation de pores et une dépolarisation de la membrane interne, entrainant la mort cellulaire 

(Marcoleta et al., 2018). 

Un autre exemple, la microcine J25, modèle d’étude des lasso-peptides, présente un cycle 

macrolactame fermé entre l'extrémité N-terminale et la chaîne latérale de l'acide glutamique en 

position 8, à travers lequel la région C-terminale est enfilée et piégée, formant une structure très 

originale dite en lasso. Ce cycle macrolactame est reconnu par un récepteur de ferrochrome 

(FhuA), permettant l’introduction de la microcine dans les cellules cibles. Une fois dans les 

cellules cibles, la microcine J25 va inhiber au moins deux cibles intracellulaires, le canal 

secondaire de l'ARN polymérase, entraînant une altération de la transcription, et les 

cytochromes bd-I et bo3, entraînant une inhibition de la respiration cellulaire (Mathavan and 

Beis, 2012; Shang et al., 2021). 

En revanche, la microcine C, la plus petite microcine décrite à ce jour, pénètre dans les cellules 

cibles via la porine OmpF de la membrane externe et est transférée à travers la membrane 

interne à l’aide d’un transporteur de type ABC (ATP-Binding Cassette). Une fois à l’intérieur 

de sa cible, la microcine C contenant un adénosine monophosphate modifié attaché de manière 

covalente à l'aspartate de la région C-terminale, va cibler la traduction. En effet, elle est clivée 

dans la bactérie cible pour générer une entité toxique qui inhibe l’aspartyl ARNt synthétase. 

(Metlitskaya et al., 2006; Baquero et al., 2019).  

2.1.2. Les colicines  

Les colicines sont des bactériocines, produites par des souches d’E. coli, qui présentent une 

activité contre des espèces proches de la souche productrice. D’autres bactériocines de type 

colicine sont produites par d’autres espèces de bactéries à Gram-négatif (Gordon et al., 2007). 

Par exemple, certaines souches de Pseudomonas aeruginosa et de Salmonella produisent des 

bactériocines appelées pyocin-S (pour Pseudomonas aeruginosa) et salmocin (pour 

Salmonella) présentant les mêmes caractéristiques structurales que les colicines (Michel-Briand 

and Baysse, 2002; Schneider et al., 2018). Contrairement aux microcines, les colicines et les 

bactériocines de type-colicine sont des bactériocines avec des masses moléculaires très élevées 

allant de 40 à 80 kDa (Cascales et al., 2007). Leurs modes d’action reposent sur leurs 

interactions avec un récepteur de la membrane externe de la bactérie cible, suivi de leur 

translocation à l’intérieur de la cellule cible où elles peuvent exercer leur action létale. Selon le 
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système de translocation emprunté (Tol ou TonB), les colicines peuvent être classées en deux 

groupes. Le groupe A comprend les colicines qui sont transloquées par le système Tol, telles 

que les colicines A, E1 à E9, K, L, N, S4, U et Y, tandis que le groupe B comprend les colicines 

qui utilisent le système TonB, telles que les colicines B, D, H, Ia, Ib, M, 5 et 10 (Bouveret et 

al., 2002). 

Les gènes impliqués dans la biosynthèse des colicines sont portés par un plasmide 

colicinogénique et sont organisés en structure opéronique. L’opéron colicine est constitué du 

gène structural de la colicine, d’un gène codant une protéine d’immunité et d’un gène codant 

une protéine de lyse permettant de libérer les colicines produites dans le milieu extérieur. 

L’ensemble des gènes constituant l’opéron colicine sont régulés par le promoteur SOS, qui n’est 

induit qu’en période de stress. En revanche la protéine d’immunité est sous le contrôle d’un 

promoteur constitutif qui le maintient en permanence à un niveau basal d’expression afin de 

protéger la cellule productrice (Gordon et al., 2007). Les plasmides colicinogéniques peuvent 

être divisés en deux classes en fonction de leurs tailles (Lehrbach and Broda, 1984): 

• Les plasmides de type I ont une taille allant de 6 à 10 kb et sont présents en plusieurs 

copies par cellule. Ils codent les colicines appartenant au groupe A.   

• Les plasmides de type II ont une taille d’environ 40 kb et sont présents en une seule 

copie par cellule. Ils sont capables de se conjuguer en permettant le transfert horizontal 

de gènes. Ils codent les colicines appartenant au groupe B.  

La synthèse de l’ensemble des colicines appartenant au groupe A ainsi que la colicine D 

appartenant aux groupe B, est un processus létal pour les cellules productrices, car la protéine 

de lyse est coexprimée avec la colicine. En revanche, le mécanisme de libération des colicines 

appartenant aux groupe B exceptée la colicine D, reste encore inconnu. Néanmoins, aucune 

protéine de lyse n’a été identifiée suggérant ainsi que le mécanisme n’est pas létal pour la cellule 

productrice (Cascales et al., 2007).  

La colicine est organisée en trois domaines fonctionnels (Cascales et al., 2007):  

• Le domaine central, qui est impliqué dans la liaison de la colicine avec le récepteur 

membranaire de la cellule cible. 

• Le domaine N-terminal, qui est impliqué dans la translocation de la colicine du milieu 

extracellulaire au milieu intracellulaire, en interagissant avec les protéines Tol (pour les 

colicines appartenant au groupe A) et TonB (pour les colicines appartenant au groupe 

B). 
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• Le domaine C-terminal, qui est responsable de l’activité cytotoxique de la colicine, soit 

par une activité nucléasique ou alors par une activité ionophorique (à travers la 

formation de pores).  

Comme indiqué précédemment, la colicine peut présenter différents modes d’action en fonction 

de la structure de son domaine catalytique situé dans la région C-terminale.  

Le domaine catalytique peut être impliqué dans la formation de pores en deux étapes. C’est le 

cas notamment pour les colicines A, E1, N, Ia et Ib. La première étape qui est voltage-

dépendante, correspond à l’association du domaine catalytique de la colicine avec la membrane 

interne de la cellule cible. Plusieurs modèles ont été proposés pour décrire l’organisation 

structurale de la colicine au niveau de la membrane (Padmavathi and Steinhoff, 2008; Peraro 

and van der Goot, 2016). L’un des plus récents est celui proposé par Peraro et van der Goot, 

(2016), qui suggèrent une dimérisation de la colicine permettant la formation d’un pore 

suffisamment large pour favoriser le passage de certains ions. La deuxième étape qui est aussi 

voltage dépendante correspond à l’ouverture du pore, qui est associé au transfert d’une partie 

du domaine catalytique dans le cytoplasme.  La formation de pores au niveau de la membrane 

interne entraine une dépolarisation de la membrane et la fuite de petites molécules, conduisant 

à la mort cellulaire (Fig. 9) (Cascales et al., 2007).  

 

Figure 9. Modèle putatif de formation de pores par la colicine. Le domaine C-terminal se lie dans un 
premier temps à la membrane (1). L’insertion du cœur hydrophobe au sein de la membrane 
s’accompagne d’un changement conformationnel, et le domaine catalytique adopte alors une 
conformation en « parapluie ouvert » (2). Une fois insérés, les domaines catalytiques vont se dimériser 
afin de permettre la formation de pores dans la membrane (3) (Peraro and van der Goot, 2016).  

Toutes les colicines, exceptée la colicine M, présentent un domaine catalytique ayant une 

activité nucléasique. Elles vont cibler les acides nucléiques et les dégrader en hydrolysant les 

liaisons phosphodiesters (Papadakos et al., 2012) :  

• Les colicines E2, E7, E8 et E9 dégradent l’ADN chromosomique en le coupant de 

manière non spécifique. Elles peuvent aussi dégrader l’ADN simple brin et l’ARN.  
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• Les colicines E3, E4 et E6 ciblent l’ARN ribosomique 16S. Par exemple, la colicine E3 

clive la liaison entre les nucléotides A-1493 et G-1494 au niveau du site A du ribosome, 

ce qui empêche la formation des liaisons peptidiques et affecte également la fixation des 

ARNt chargés au niveau du site A. Ces colicines sont responsables d’un arrêt de la 

synthèse protéique.  

• Les colicines D et E5 sont responsables de la dégradation des ARNt, conduisant 

également à l’arrêt de la synthèse protéique. 

2.2. Les bactériocines produites par les bactéries à Gram-positif 

De nombreuses bactériocines produites par les bactéries à Gram-positif ont pu être identifiées 

grâce au développement des outils de bio-informatique tels Bagel4 

(http://bagel4.molgenrug.nl/) et antiSMASH (https://antismash.secondarymetabolites.org/) 

(Acedo et al., 2018; Marques-Bastos et al., 2020). Les bactériocines produites par les bactéries 

à Gram-positif, le sont majoritairement par les BLs, en particulier par les genres Lactobacillus, 

Lacticaseibacillus et Lactococcus qui bénéficient du statut GRAS attribué par la FDA  (Drider 

et al., 2006; Rea et al., 2011; Acedo et al., 2018).  

Au cours de ces dernières années, plusieurs classifications des bactériocines produites par les 

BLs ont été proposées (Klaenhammer, 1993; Heng and Tagg, 2006; Alvarez-Sieiro et al., 2016; 

Dicks et al., 2018; Soltani et al., 2021). Cependant, nous retiendrons la classification qui a été 

proposée par Alvarez-Sieiro et al. (2016), qui comprend trois grandes classes : 

• La classe I regroupe les peptides thermostables de faible masse moléculaire (≤10 kDa), 

ayant subi une ou des modification(s) enzymatique(s) post-traductionnelles au cours de 

leurs processus de biosynthèse. 

• La classe II regroupe les bactériocines thermostables, non modifiées, ayant une faible 

masse moléculaire (≤10 kDa).  

• La classe III contient les bactériocines thermolabiles, non modifiées et possédant une 

masse moléculaire élevée (≥10 kDa). 

http://bagel4.molgenrug.nl/
https://antismash.secondarymetabolites.org/
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3. Classification des bactériocines produites par les bactéries lactiques 

3.1. Classe I, les peptides synthétisés par voie ribosomale et ayant subi une 

modification post-traductionnelle (RiPPs) 

Les RiPPs appartiennent à un groupe de peptides antimicrobiens connus pour leurs 

modifications enzymatiques post-traductionnelles au cours de leur processus de biosynthèse. 

Ces modifications post-traductionnelles vont entrainer la formation d’acides aminés et de 

structures inhabituelles (lanthionine, hétérocycles, cyclisation tête-queue, glycosylation…), qui 

vont par la suite jouer un rôle majeur dans l’activité antimicrobienne de ces peptides (Alvarez-

Sieiro et al., 2016). Comme la plupart des bactériocines, les RiPPs possèdent un peptide ou une 

séquence leader attachée à leur extrémité N-terminale (Arnison et al., 2013). Parfois, dans de 

très rare cas, cette séquence leader peut être située à l’extrémité C-terminale de la bactériocine. 

C'est le cas de la bottromycine, produite par Streptomyces bottropensis DSM 40262, qui est une 

bactériocine présentant une activité contre les Staphylococcus aureus résistant à la méticilline 

(SARM) et les entérocoques résistants à la vancomycine (ERV) (Gomez-Escribano et al., 

2012). Ce n’est qu’après l’élimination de la séquence leader (pendant ou après la maturation) 

que le peptide devient actif (Oman and van der Donk, 2010). Les RiPPS sont produits à la fois 

par des bactéries à Gram-positif et à Gram-négatif et sont regroupés en fonction de leurs 

modifications post-traductionnelles (Li and Rebuffat, 2020).  

3.1.1. Les lantibiotiques 

Les lantibiotiques contiennent des acides aminés déshydratés inhabituels tels que les acides 

aminés thioéthers (lanthionine (Lan) et/ou β-méthylanthionine (MeLan)) et d’autres acides 

aminés modifiés tels que les acides aminés α,β-insaturés, 2, 3-didéhydroalanine (Dha) et 2,3-

didéhydrobutyrine (Dhb) résultant de la déshydratation des acides aminés sérine et thréonine 

(McAuliffe et al., 2001). En effet, la déshydratation de la sérine en Dha et de la thréonine en 

Dhb donnent des acides aminés modifiés avec des centres électrophiles pouvant réagir avec des 

groupes nucléophiles proches. Le thioéther Lan est formé lorsque la double liaison de Dha est 

attaquée par le groupe thiol d'un résidu de cystéine voisin, tandis que le MeLan est formé 

lorsque le partenaire réactionnel est Dhb (McAuliffe et al., 2001). Les lantibiotiques sont des 

structures polycycliques contenant un certain nombre de cycles Lan et MeLan, jouant un rôle 

important dans la rigidité du peptide, sa résistance à la dégradation protéolytique et au 

traitement thermique (Willey and van der Donk, 2007). 
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Les lantibiotiques sont divisés en deux classes (type A et type B) en fonction de leurs 

caractéristiques structurelles et fonctionnelles (Daly et al., 2012). Les lantibiotiques de type A 

sont des peptides cationiques et linéaires (nisine, épidermine, subtiline…). Ils agissent sur la 

membrane de leurs cibles en formant des pores entrainant la fuite de petites molécules (Wilson-

Stanford and Smith, 2011). Les lantibiotiques de type B sont des peptides globulaires 

(duramycine, mersacidine, actagardine…). Ils inhibent la synthèse de la paroi cellulaire de leurs 

cibles en perturbant la fonction enzymatique des lysozymes ou endo-β-N-acétylmuramidases 

impliqués dans la liaison β(1-4) glycosidique entre les résidus MurNAc et GlcNAc du 

peptidoglycane pendant l'étape de transglycosylation (Sahl et al., 1995; Brötz et al., 1997). 

Le cluster de gènes impliqué dans la biosynthèse des lantibiotiques est porté soit par un 

plasmide ou par le chromosome bactérien. Il est constitué de plusieurs gènes, comprenant le 

gène codant pour le peptide précurseur (LanA), une protéine d'immunité (LanI, LanFEG), un 

transporteur ABC (ATP-binding cassette) dédié (LanT), et des enzymes impliquées dans les 

modifications post-traductionnelles ( LanM, LanB,C) (Chatterjee et al., 2005; Cheigh and Pyun, 

2005; Bierbaum and Sahl, 2009). Selon les enzymes impliquées dans leur modification post-

traductionnelle, les lantibiotiques de type A peuvent être subdivisés en deux groupes 

(McAuliffe et al., 2001): 

• Les lantibiotiques de type A-I (nisine, épidermine, subtiline et Pep5) sont modifiés par 

les enzymes LanB et LanC ; 

• Les lantibiotiques de type A-II (lacticine 481, lactocine S, cytolysine et mersacidine) 

sont modifiés par l'enzyme LanM ; 

3.1.2. Les bactériocines circulaires 

Les bactériocines circulaires sont des peptides dont les extrémités N-terminale et C-terminale 

sont reliées par une liaison peptidique suite à une modification post-traductionnelle. Leurs 

structures leur permettent de résister aux variations de température et de pH et leur assurent une 

protection contre de nombreuses protéases. Le terme "circulaire" a été adopté pour éviter toute 

confusion avec les peptides cycliques également produits par les microorganismes via de 

nombreuses étapes enzymatiques (Craik, 2004). Les bactériocines circulaires sont divisées en 

deux groupes en fonction de leurs homologies de séquence et de leurs caractéristiques physico-

chimiques. Le groupe I contient des bactériocines circulaires cationiques avec un point 

isoélectrique élevé, tandis que le groupe II contient des bactériocines circulaires hautement 



28 
 

hydrophobes avec de nombreux résidus acides et un point isoélectriques bas (van Belkum et 

al., 2011). A ce jour, près d’une vingtaine de bactériocines circulaires ont été caractérisées, ce 

nombre devrait être appelé à augmenter car plusieurs nouvelles séquences codant pour des 

bactériocines circulaires ont été récemment identifiées (Vezina et al., 2020). 

La biosynthèse des bactériocines circulaires comprend trois étapes, dont le clivage du peptide 

leader, la circularisation de la molécule et enfin son transport vers le milieu extracellulaire (Fig. 

10).  

 

Figure 10 : Biosynthèse des bactériocines circulaires (Gabrielsen et al., 2014). 

Il a été démontré que le clivage de la séquence leader est crucial pour déclencher les autres 

étapes (Gabrielsen et al., 2014).  En effet, des études de mutagenèse dirigée réalisées sur la pré-

bactériocine entérocine AS-48 produite par Enterococcus faecalis AS-48 ont révélé que le 

résidu histidine-1 était impliqué dans la reconnaissance du site de clivage, car sa substitution 

par une isoleucine perturbait la production de la bactériocine dans le surnageant de culture 

cellulaire (Cebrián et al., 2010). Toujours dans la même optique, Cebrián et al. (2010) ont 

démontré que la substitution de la méthionine par l'alanine en position 1 de l'entérocine AS-48 

diminuait significativement l'efficacité de la circularisation. De même, la substitution du 

tryptophane en C-terminal par l'alanine empêcherait également la circularisation de la 

bactériocine, confirmant ainsi que les résidus N- et C-terminaux sont cruciaux pour le processus 

de circularisation. 
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Cependant, l'analyse in silico des clusters de gènes de bactériocines circulaires n'a montré aucun 

gène de peptidase et/ou de protéase qui pourrait être impliqué dans le clivage du peptide leader, 

suggérant que la réaction de clivage est réalisée par une ou plusieurs peptidases n'appartenant 

pas aux clusters de gènes de biosynthèse (Gabrielsen et al., 2014). Néanmoins, Gabrielsen et 

al. (2014) ont montré que le gène garX codant une grande protéine transmembranaire et les 

gènes garBCDE codant une protéine immunitaire putative suivie d'une ATPase et de deux 

protéines transmembranaires sont impliquées dans la circularisation de la garvicine chez 

Lactococcus garvieae DCC43. En effet, la délétion de ces gènes a conduit à la formation de la 

forme linéaire de la garvicine. 

3.2. Classe II, bactériocines non modifiées de faible masse moléculaire (moins de 10 

kDa) 

La classe II constitue un groupe relativement hétérogène de bactériocines de faible masse 

moléculaire (moins de 10 kDa). Elles ont la particularité d'être thermostables et de ne pas subir 

de modifications post-traductionnelles. Bien qu'elles soient le plus souvent synthétisées sous 

forme de pré-peptides, dont la séquence leader N-terminale est clivée, elles ne nécessitent pas 

d'enzymes pour leur maturation hormis une peptidase leader et/ou un transporteur. Cette classe 

comprend une grande variété de structures, ce qui a conduit à la création de plusieurs sous-

classes. 

3.2.1. Bactériocines de classe IIa, ou bactériocines de type pédiocine (Pediocin-like)  

Les bactériocines de classe IIa, connues sous le nom de bactériocines de type pédiocine, sont 

des polypeptides linéaires comptant jusqu'à 60 acides aminés qui sont dotés d'une forte activité 

anti Listeria, y compris Listeria monocytogenes. De plus, elles sont capables de tuer les 

bactéries cibles à des concentrations de l’ordre du nanomolaire (Cotter et al., 2005). 

Ces polypeptides linéaires possèdent dans leur domaine N-terminal une séquence conservée de 

cinq acides aminés (YGNGV), appelée la "pédiocine-box" (Drider et al., 2006; Belguesmia et 

al., 2011). Néanmoins, dans certains cas, cette séquence peut être altérée par le remplacement 

de la valine par la lysine (Nissen-Meyer et al., 2010). Par ailleurs,  cette pédiocine-box est 

incluse dans la séquence conservée YGNGVxCxK/NxxC (où X est un acide aminé quelconque) 

de la région N-terminale (Drider et al., 2006). Les deux cystéines présentes dans cette séquence 

vont former un pont disulfure qui va aider à la stabilisation de la structure de la bactériocine.  
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Les gènes impliqués dans la biosynthèse des bactériocines de classe IIa sont souvent situés dans 

le même opéron ou dans deux opérons distincts. Généralement, ces opérons contiennent un 

gène structurel qui code pour le pré-peptide et d'autres gènes qui codent pour une protéine 

d'immunité, un transporteur ABC (ATP-binding cassette), une protéine accessoire pour la 

translocation extracellulaire de la bactériocine et dans plusieurs cas, deux protéines régulatrices. 

Les bactériocines de classe IIa sont aussi synthétisées sous forme de pré-peptides inactifs avec 

une séquence leader située à l’extrémité N-terminale. Le peptide leader est souvent clivé au 

niveau d'une double glycine lors de l'exportation par le transporteur ABC, afin que le peptide 

mature soit libéré dans le milieu extracellulaire. Certaines bactériocines de classe IIa, tels que 

l’entérocine P produite par Enterococcus faecium P13 et la bactériocine T8 produite par E. 

faecium T8 sont exportées dans le milieu extracellulaire par un système Sec-dépendant (Cintas 

et al., 1997; De Kwaadsteniet et al., 2006).  

3.2.2. Bactériocines de classe IIb, ou bactériocines à deux peptides 

Ces bactériocines sont composées de deux peptides différents (généralement nommés α- et β-

peptide) et présentent une activité antimicrobienne élevée à partir d’une concentration de l’ordre 

du pico- au nano-molaire. Généralement, l’activité optimale est obtenue pour un mélange 

équimolaire des deux peptides, à noter qu’un peptide seul est inactif ou faiblement actif. De 

plus, la combinaison de l'un des deux peptides avec le peptide complémentaire d'une autre 

bactériocine homologue peut donner une activité similaire. En effet, lorsque l'un des peptides 

de la lactococcine G  a été combiné avec le peptide complémentaire de la lactococcine Q ou de 

l'entérocine 1071, une activité similaire à celle des deux peptides natifs combinés a été obtenue 

(Nissen-Meyer et al., 2010). 

Des études structurales réalisées sur la lactococcine G (Hauge et al., 1998; Rogne et al., 2008), 

la plantaricine EF (Hauge et al., 1999, 199; Fimland et al., 2008) la plantaricine JK (Rogne et 

al., 2009), la carnobactériocine XY (Acedo et al., 2017) et la plantaricine S (Ekblad and 

Kristiansen, 2019) ont révélé le comportement et l'interaction des deux peptides en fonction de 

l'environnement. En solution aqueuse, les peptides ne sont pas structurés et n'interagissent pas 

entre eux. En revanche, dans un environnement hydrophobe, ils adoptent une structure 

hélicoïdale et lorsqu'ils sont en présence de liposomes membranaires, les peptides 

complémentaires se replient et interagissent entre eux.  

Tous les peptides de cette classe de bactériocines contiennent à l'intérieur de leurs domaines 

hélicoïdaux au moins un motif GxxxG, à l'exception de la plantaricine Sβ et de la plantaricine 
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NC8β, où le motif GxxxG est remplacé par le motif AxxxA (pour la plantaricine Sβ) et SxxxS 

(pour la plantaricine NC8β) (Nissen-Meyer et al., 2010). Ces motifs sont connus pour médier 

les interactions hélice-hélice dans les protéines membranaires (Senes et al., 2004). 

 

3.2.3. Classe IIc, bactériocines sans séquence leader 

Les bactériocines de classe IIc ne subissent aucune modification post-traductionnelle et sont 

dépourvues de séquence leader. Ces bactériocines sont synthétisées directement sous leur forme 

active, ce qui interroge  sur les mécanismes d’immunité de la cellule productrice des 

bactériocines (Perez et al., 2014). Ce groupe est très hétérogène, notamment en ce qui concerne 

le nombre de peptides composant la bactériocine mature, pouvant être des bactériocines mono-

peptidiques, à deux, trois ou quatre peptides.  

3.2.4. Classe IId, bactériocines mono-peptidique 

La classe IId est constituée d'un groupe de bactériocines hétérogènes dont la principale 

caractéristique est d'être des mono-peptides linéaires qui ne présentent pas de motifs communs 

aux Pediocin-like, comme la lactococcine A, la lactococcine 972 ou l'entérocine B (Alvarez-

Sieiro et al., 2016). 

3.3. Classe III, bactériocines non modifiées de plus de 10 kDa avec un mécanisme 

d'action bactériolytique ou non lytique 

La classe III comprend toutes les bactériocines thermolabiles ayant une masse moléculaire élevé 

(supérieur à 10 kDa). En général, elles sont constituées de plusieurs domaines qui peuvent avoir 

des fonctions différentes, telles que la translocation, la liaison à un récepteur ou l'activité létale 

(Cotter et al., 2005, 200; Alvarez-Sieiro et al., 2016). 

Les gènes de biosynthèse des bactériocines de classe III, incluant les gènes de structure et 

d'immunité, sont souvent portés par des plasmides. C'est le cas du gène de la lysostaphine (Iss), 

une bactériocine produite par Staphylococcus simulans biovar staphylolyticus ATCC1362 et de 

son gène d'immunité (lif). Comme la plupart des bactériocines, la lysostaphine est produite sous 

forme de propeptide. Cependant, la séquence N-terminale du peptide leader est clivée pendant 

sa sécrétion par une protéase à cystéine. Les gènes Iss et lif sont entourés de séquences 

d'insertion, ce qui suggère que S. simulans a pu recevoir ces gènes par un transfert horizontal 

(Thumm and Götz, 1997; Bastos et al., 2010). 
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Il en est de même pour l'entérolysine A qui est une bactériocine de classe III produite par 

Enterococcus faecalis LMG 2333, active contre Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus et 

Lactobacillus (Nilsen et al., 2003). Cette bactériocine est produite sous la forme d'une pré-

protéine de 343 acides aminés avec un peptide leader de 27 acides aminés, suivi d'une séquence 

correspondant à la région N-terminale de la protéine mature. L'analyse de la séquence de 

l'entérolysine A a révélé la présence de deux domaines distincts, un domaine catalytique en N-

terminal et un domaine de reconnaissance du substrat en C-terminal. De plus, la région N-

terminale présente des homologies avec des séquences de domaines catalytiques de différentes 

protéines de dégradation de la paroi cellulaire à structure modulaire, telles que ALE-1, et LytM 

qui sont toutes deux des endopeptidases appartenant à la famille des protéases M37 (Barrett and 

Rawlings, 1996; Nilsen et al., 2003). 

4. Les principaux modes d’action et les mécanismes d’immunité des bactériocines 

produites par les bactéries lactiques 

Les bactériocines produites par les BLs peuvent être utilisées comme alternative aux 

antibiotiques conventionnels. Elles peuvent être utilisées seules, ou dans certains cas comme 

agents potentialisateurs pour traiter les infections bactériennes. De même, elles peuvent 

également être utilisées dans la bio-préservation des aliments. Si l'on veut envisager les 

applications cliniques des bactériocines produites par les BLs comme une approche 

thérapeutique raisonnable et souhaitable, il est donc nécessaire de comprendre leurs modes 

d'action et les mécanismes de résistance développés par les bactéries productrices pour se 

protéger contre leurs propres bactériocines. 

 La plupart des modes d’action des bactériocines produites par les BLs sur les bactéries à Gram-

positif sont connus et décrites dans la littérature. Certaines d’entre elles vont perturber la 

membrane cytoplasmique par la formation de pores, tandis que d’autres vont inhiber la 

biosynthèse de la paroi cellulaire ou la dégrader.  Toutefois, certaines bactériocines produites 

par les BLs présentent un mode d'action qui n’est pas encore caractérisé, notamment celles qui 

sont actives contre les bactéries à Gram-négatif. En ce qui concerne l'immunité, la plupart des 

souches productrices de bactériocines possèdent un mécanisme d'immunité leur permettant de 

se protéger contre leurs propres bactériocines. Ce mécanisme d’immunité peut impliquer une 

protéine d'immunité et/ou un système de transport de type ABC (ATP-Binding Cassette) dédié. 

Cependant, ces mécanismes d'immunité varient d'une bactériocine à une autre. 
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Dans la revue qui va suivre, les différentes modes d’action des bactériocines produites par les 

BLs ainsi que leurs mécanismes d’immunités associés, vont être abordés. En effet, leur 

compréhension permettrait de prévenir l'émergence de bactéries potentiellement pathogènes et 

l'apparition de résistances aux bactériocines.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Publication 1 : Connaissance actuelle des modes d'action et 

des mécanismes d'immunité des bactériocines produites 

par les BLs  

Current knowledge of the mode of action and immunity 

mechanisms of LAB-bacteriocins 

 

 

 

 



Microorganisms 2021, 9, 2107. https://doi.org/10.3390/microorganisms9102107 www.mdpi.com/journal/microorganisms

Review 

Current Knowledge of the Mode of Action and Immunity 
Mechanisms of LAB-Bacteriocins
Adrián Pérez-Ramos †, Désiré Madi-Moussa †, Françoise Coucheney, Djamel Drider * 

UMR Transfrontalière BioEcoAgro 1158, Univ. Lille, INRAE, Univ. Liège, UPJV, YNCREA, Univ. Artois, Univ. 
Littoral Côte d’Opale, ICV—Institut Charles Viollette, F-59000 Lille, France;  
adrian.perez-ramos@univ-lille.fr (A.P.-R.); desire.madimoussa.etu@univ-lille.fr (D.M.-M.);  
francoise.coucheney@univ-lille.fr (F.C.) 
* Correspondence: djamel.drider@univ-lille.fr
† These authors contributed equally to this work.

Abstract: Bacteriocins produced by lactic acid bacteria (LAB-bacteriocins) may serve as alternatives 
for aging antibiotics. LAB-bacteriocins can be used alone, or in some cases as potentiating agents to 
treat bacterial infections. This approach could meet the different calls and politics, which aim to 
reduce the use of traditional antibiotics and develop novel therapeutic options. Considering the 
clinical applications of LAB-bacteriocins as a reasonable and desirable therapeutic approach, it is 
therefore important to assess the advances achieved in understanding their modes of action, and 
the resistance mechanisms developed by the producing bacteria to their own bacteriocins. Most 
LAB-bacteriocins act by disturbing the cytoplasmic membrane through forming pores, or by cell 
wall degradation. Nevertheless, some of these peptides still have unknown modes of action, espe-
cially those that are active against Gram-negative bacteria. Regarding immunity, most bacteriocin-
producing strains have an immunity mechanism involving an immunity protein and a dedicated 
ABC transporter system. However, these immunity mechanisms vary from one bacteriocin to an-
other. 
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1. Introduction
Production of bacteriocins can give a bacterium a competitive advantage in its natu-

ral environment. Bacteriocins are synthesized by both Gram-negative and Gram-positive 
bacteria, and also by Archaea, using the ribosomal machinery [1]. LAB-bacteriocins are 
usually active against phylogenetically related bacteria [2]. Nevertheless, some of them 
possess a broader spectrum that includes activity against more phylogenetically distant 
bacteria [3,4]. In this respect it has been reported that LAB-bacteriocins such as bacteriocin 
OR-7 [5], bacteriocin SMXD51 [6], and E20 fraction [7] are even active against Gram-neg-
ative bacteria such as Campylobacter jejuni and Escherichia coli, including E. coli strains car-
rying mcr-1 gene, which is responsible for colistin resistance [8]. The mode of action of 
LAB-bacteriocins against Gram-negative bacteria remains to be understood. 

To date, a large number of bacteriocins have been isolated and characterized, which 
has permitted academic advances and possibilities of potential applications. Related to 
that, LAB-bacteriocins have been also shown to display other biological functions such as 
antiviral activity, inhibition of biofilm formation and anti-cancer activity [9,10]. Different 
classifications of bacteriocins have been proposed and include LAB-bacteriocins as well 
as those produced by other Gram-positive or Gram-negative bacteria [11–16]. 

Rebuffat and coworkers [17] have suggested classifying bacteriocins produced by 
Gram-negative bacteria into two main classes. The first includes high molecular mass 
modular proteins (30–80 kDa) termed colicins-like, whilst the second contains low 
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molecular mass peptides (from 1 to 10 kDa) termed microcins-like. Recently, a novel clas-
sification containing bacteriocins from Gram-positive bacteria and Gram-negative bacte-
ria has been proposed by Soltani et al. [16], and also proposes two main classes. The first 
contains ribosomally synthesized and post-translationally modified peptides (RiPPs) and 
the second encompasses unmodified peptides [16]. Importantly, there is not a common, 
universally accepted classification and this issue has to be considered as important by the 
growing scientific community dedicated to bacteriocins. In this review, we will be mostly 
referring to the classification proposed by Alvarez-Sieiro et al. [14], which categorizes 
LAB-bacteriocins into three main classes (Figure 1). Class I consists of low molecular 
weight bacteriocins (≤10 kD), carrying post-translational modification characterized by 
the presence of unusual amino acids (lanthionin), class II consists of other low molecular 
weight bacteriocins (≤10 kD) which do not undergo post-translational modification and 
class III consists of all high molecular weight bacteriocins (10 kD). 

 
Figure 1. Suggested classification scheme for LAB-bacteriocins, adapted from Alvarez-Siero et al. [14]. 

Applications of LAB-bacteriocins have been mostly limited to the food sector [18,19], 
and only the lantibiotic nisin (E234) and, to a lesser extent, the pediocin PA-1/AcH are 
currently approved and commercialized as a food preservative by the Food and Drug 
Administration (FDA) [20]. Further bacteriocins such as colicins and salmocins, which are 
produced by Gram-negative bacteria are considered by the FDA [21]. Nevertheless, safe 
and potent antibacterial agents, such as LAB-bacteriocins, are expected to be used in the 
framework of the novel approach to food preservation, named biopreservation; a method 
which is gaining in importance and meeting societal and industrialists’ expectations, in 
terms of substitution of currently used chemicals, and food shelf-life extension. In addi-
tion, LAB-bacteriocins has others potential applications such as treatment or prevention 
of diseases and human/animal health (Table 1). 

Table 1. Overview on the potential of LAB-bacteriocins applications. 

Class Bacteriocin Producer bacteria Applications Reference 

Class I 
Lantibiotic Nisin  Lactococcus lactis spp.  

Food industry: natural pre-
servative, inhibits most of 
the food-borne pathogens 

[18] 
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Human health: infection 
diseases, oral care, cancer 

therapy 
[22] 

GP15cin Lactobacillus plantarum GP15 

Patented bacteriocin for 
control of unwanted bacte-
ria in ethanol fermentation 

plants 

[8] 

Salivaricin A2/B Streptococcus salivarius K12 

Active against Halitosis 
producing bacteria and 
Streptococcus pyogenes, 

which causes pharyngitis 

[23,24] 

Lacticin 3147  Lactococcus lactis 3147  

Inhibits the growth of many 
Gram-positive food-borne 

pathogens 
[25] 

Treatment for bovine masti-
tis [26] 

Class I 
cyclic 

Enterocin AS-48  Enterococcus faecalis subsp. 
liquefaciens   

promising perspectives to 
be used as biopreservatives 

in food 
[27] 

Active against uropatho-
genic enterococci [28] 

Class IIa 
Pediocin-like 

Pediocin PA-1 Pediococcus acidilactici PAC1.0  

Food industry: natural pre-
servative [29] 

Potential activity against 
fish pathogens [30] 

ST4V  Enterococcus mundtii ST4SA  

antibacterial and antiviral 
activity [31] 

effective against middle ear 
infections [32] 

Staphylococcin 188 Staphylococcus aureu AB188 
Anti-enterococci and antivi-

ral activity [33] 

Enterocin CRL35 Enterococcus faecium CRL35 

Anti-Gram-positive patho-
gens and anti-Gram-nega-
tive pathogens when hy-

bridized to microcin V 

[34] 

ST5H Enterococcus faecium ST5Ha 
Active against human food 

pathogens and virus [35] 

Fermenticin HV6b 
Lactobacillus fermentum HV6b 

MTCC 

inhibits pathogens which 
causes vaginal infections in 
humans and has a spermi-

cidal activity.  

[36] 

Pediocin K2a2–3 Pediococcus acidilactici K2a2–3 
Anti-cancer activity against 

HT-29 colon adenocarci-
noma cells 

[37] 

Class IIb 
two-peptide 

Durancin A5-11a/b Enterococcus durans A5-11 Antifungical activity [38] 

Plantaricin EF Lactobacillus plantarum 
NCIMB8826-R 

Anti-inflammatory effect 
and reduction of weight in 

obese mice 
[39] 
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Abp118 Lactobacillus salivarius UCC118 

Enhancement of the bacte-
ria probiotic effect and 

modulation of the mouse 
and pig intestinal microbi-

ota 

[40] 

Class IIc 
Leaderless Enterocin SL-5 Enterococcus faecalis SL-5 

Active against inflamma-
tory acne lesions caused by 

Propionibacterium acnes 
[41] 

Class III Lysostaphin Staphylococcus simulans 
Active against Staphylococ-
cus aureus and other patho-
gens of endometritis sows 

[42,43] 

As mentioned above, LAB-bacteriocins have been shown to display multiple biolog-
ical functions [9,10]. Nonetheless, replacement of traditional antibiotics or potentiating 
their activity is timely, because of the increasing antimicrobial resistance in the globe and 
the lack, in some cases, of therapeutic alternatives. Bacteriocins, and ultimately LAB-bac-
teriocins may help to save us from a well-acknowledged crisis. 

To protect themselves from their own bacteriocins, producing strains have developed 
different mechanisms to overcome the toxicity of their own bacteriocin arsenal. [12,44,45]. 
Genes coding for bacteriocins and those coding for immunity proteins are usually located 
in the same cluster and are often co-regulated. 

This review discusses the mode of action and immunity mechanisms of LAB-bacte-
riocins and highlights recent and pertinent advances achieved in these fields. We will also 
show how the immunity systems, and mode of actions, can be connected. Overall, under-
standing advances achieved in these fields can help improve LAB-bacteriocin production 
rates as well as in the engineering of novel bacteriocins with potent antibacterial activity. 

2. RiPPs, the Bacteriocins with Versatile Modes of Action 
RiPPs belong to a group of antimicrobial peptides (AMP) known for their ability to 

undergo post-translational enzymatic modifications during their biosynthesis. As men-
tioned above, these AMP contain unusual amino acids and structures which play a major 
role in their antimicrobial activity (e.g., lanthionine, heterocycle, head-to-tail cyclization, 
glycosylation). They are produced by Archaea, as well as by bacteria and eukaryotic cells, 
and their classification is based on the post-translational modifications [46]. 

2.1. Class Ia: Lantibiotics 
Lantibiotics are low molecular weight RiPPs which contain unusual dehydroamino 

acids such as the thioether amino acids lanthionine (Lan) and/or β-methylanthionine (Me-
Lan) and various other modified residues, such as α,β-unsaturated amino acids 2,3-dide-
hydroalanine (Dha) and 2,3-didehydrobutyrine (Dhb) resulting from the dehydration of 
serine and threonine residues, respectively. They can next form thioether β-carbon link-
ages with cysteines (Figure 2A) [44]. These unusual amino acids play an important role in 
the rigidity of the peptide and its resistance to proteolytic degradation and to heat treat-
ment [47]. 

Lantibiotics are subdivided into types A and B, according to their structural and func-
tional characteristics (Figure 2B) [48]. Type A lantibiotics, includes nisin, epidermin and 
subtilin are cationic and linear peptides with similarities in the arrangement of their Lan 
bridges. They act on the membrane of their targets by pore-forming leading to the leakage 
of small molecules [49]. Type B lantibiotics include duramycin, mersacidin and actagardin 
which are globular peptides that inhibit the synthesis of the cell wall of their targets by 
disrupting the enzyme function. 
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Figure 2. (A) Biosynthesis of the thioether lanthionines during lantibiotic maturation. Dha (2,3-didehydroalanine) and 
Dhb (2,3-didehydrobutyrine) are obtained from the dehydration of L-serine and L-threonine, respectively. Then, Dha and 
Dhb react with L-cysteine to form a Lan thioether resulting in lanthionine (meso-lanthionine) and β-methyllanthionine 
(threo-β-lantionine), respectively. Lantibiotics are divided in two types, A and B. (B) Molecular structure of nisin A (type 
A), and mersacidin (type B), where the modified amino acids are highlights in different colors. Adapted from McAuliffe 
et al. [44]. 

2.1.1. Mechanism of Action of Lantibiotics 
Lantibiotics act by disrupting the cell wall biosynthesis of their target bacteria, or/and 

by forming a pore in their membranes. Of note, lantibiotics have been shown to bind to 
lipid II and interfere with the transport of peptidoglycan subunits from the cytoplasm into 
the cell wall and consequently inhibit cell wall formation. They can also use lipid II as a 
docking molecule to initiate pore formation and lead to rapid cell death (Figure 3) 
[45,50,51]. 
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Figure 3. Scheme showing the mechanism of action for lantibiotic bacteriocins, mainly forming a pore into the target 
membrane by electrostatic interaction (wedge-like pores) or by binding to lipid II. Lipid II is formed in two steps: (i) the 
UDP-N-acetylmuramyl-pentapeptide is linked to the undecaprenyl phosphate by the enzyme MraY to obtain the lipid I; 
(ii) then, a unit of N-acetylglucosamine is linked to the N-acetylmuramyl by the enzyme MurG to obtain the final lipid II. 
After its formation, the lipid II is translocated across the membrane to the outer side, and oligomerized to form the cell 
wall. The cationic type-A lantibiotics (like nisin, depicted in the figure) can form a target-mediated pore using lipid II as a 
docking molecule. In addition, the hijacking of lipid II molecules for the formation of pores in the membrane can destabi-
lise the formation of the wall, thereby weakening it. 

A) Pore formation  
Lantibiotics can interact with the cytoplasmic membrane of their targets and form 

pores [52]. These peptides of generally cationic nature can cause the dissipation of the 
proton motive force (PMF), through the formation of pores in the cytoplasmic membrane 
[44]. The PMF results from the electrochemical gradient of protons across the cytoplasmic 
membrane, it is constituted of an electrical component, the membrane potential (ΔΨ), and 
a chemical component, the pH gradient (ΔpH) [53,54]. The disruption of the PMF induced 
by the bacteriocin, leads to cell death by stopping the reactions requiring energy. 

Type A lantibiotics such as nisin, Pep5, subtilin, lacticin 3147 and streptococcin FF22, 
form pores in the membranes of the target cells in a process of several steps, starting from 
the interaction of the bacteriocin with the membrane to its insertion in the phospholipidic 
bilayer that causes the release of low molecular weight intracellular compounds such as 
amino acids, ions and ATP [55–57]. These cationic peptides interact with the anionic sur-
face of the cytoplasmic membrane. The C-terminal region containing the majority of pos-
itively charged residues binds to the head group of anionic phospholipids in the cytoplas-
mic membrane by electrostatic interactions [58]. The insertion of lantibiotics into the cyto-
plasmic membrane is generally mediated by the hydrophobic residues of their N-terminal 
region (Figure 3) [59]. 

Two different models of pore formation by lantibiotics have been proposed: "barrel-
stave” and “wedge” models [60]. In the barrel-stave model, the lantibiotic monomers bind 
by electrostatic interaction to the outer leaflet in an orientation parallel to the membrane 
surface. Thus, a water-filled pore is formed following the interaction of the hydrophobic 
lipid core of the membrane with the non-polar side chains of the bacteriocin. The size and 
stability of the barrel-stave pore depends on the number of peptides involved [56,60]. 
However, in the wedge model, a local deformation of the membrane is observed due to 
the interaction between cationic bacteriocins and the head groups of the phospholipids 
which are anionic allowing the insertion of the hydrophobic residues of the bacteriocin 
inside the membrane (Figure 3) [61]. 
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The formation of the pores in the cytoplasmic membrane is accompanied by an in-
crease of the free energy [62]. The electrical transmembrane potential (Δψ), generated by 
bacterial cells in the metabolic phase is considered as the main driving force for activity. 
Experiments on black lipid membranes (which are lipid membrane models used for the 
investigation of biomembrane properties) indicated that when the trans-negative electri-
cal potential is reached the nisin formed pores, the similar orientation is obtained in the 
bacterial membrane. [55,63]. Similarly, the pore formation can be impacted by pH. Garcera 
et al. [64] reported that at high pH, the nisin monomers aggregate outside the membrane, 
which significantly reduces its activity. 

Pore formation can be enhanced by the association of lantibiotics with the polyiso-
prenoid-linked cell wall precursor, lipid II. Its structure is highly conserved in bacteria, 
and consists of a pentapeptide bound to the disaccharide unit N-acetylmuramyl–N-acetyl-
glucosamine (MurNAc-GlcNAc), as well as a bactoprenol carrier lipid (C55-P), which is 
linked to the disaccharide unit via a pyrophosphate bridge [65]. Nisin and epidermin, use 
lipid II as an anchor molecule to bind specifically to the cytoplasmic membrane. Moreo-
ver, the presence of lipid II causes pore stabilization and enhances the sensitivity of the 
target membrane to nisin (Figure 3) [51,66]. In vitro experiments have shown that the pres-
ence of lipid II significantly increases the activity of nisin (from a micromolar to nanomo-
lar concentration) [67]. NMR analysis of the interaction of nisin and lipid II has shown a 
network of five intermolecular hydrogen bonds between the peptide backbone of nisin 
and the pyrophosphate domain [68]. Similarly, other studies revealed the presence of a 
conserved motif in the N-terminal region that would be involved in the binding to lipid II 
and this motif is present in some type A(I) lantibiotics such as subtilin, epidermin, 
gallidermin and mutacin [69]. In addition to forming highly specific pores, nisin can also 
inhibit cell wall synthesis through its binding to lipid II, as we detail in the next section. 
The combination of two mechanisms of action increases markedly the bactericidal activ-
ity, being effective even down to the nanomolar range [51]. 

B) Inhibition of peptidoglycan biosynthesis mediated by Lipid II interaction 
Lantibiotics such as gallidermin that bind to lipid II kill bacteria without permeabiliz-

ing their membranes, indicates another lipid II-mediated mode of action [70]. Indeed, the 
type-B lantibiotics mersacidin and actagardin, whose structures are completely different 
from nisin, impede the transglycosylation reaction during biosynthesis of the peptidogly-
can by forming a complex with lipid II (Figure 3). Of note, it was established in the Staph-
ylococcus simulans 22 strain, that mersacidin blocks the incorporation of glucose and D-
alanine into the cell wall, thus stopping its biosynthesis and leading to cell death [60]. In 
vitro studies performed on membranes capable of synthesizing peptidoglycan showed 
that inhibition of peptidoglycan synthesis by mersacidin was dependent on the availabil-
ity of lipid II [60,71]. 

The highly conserved cyclic structure in both lantibiotics could be involved in the 
antibacterial activity. Comparison of mersacidin with other similar lantibiotics suggests 
the presence of a conserved motif in the N-terminal region that is involved in lipid II bind-
ing [72]. The binding site of mersacidin and actagardin on lipid II is not the same as that 
of nisin, they interact mainly with the disaccharide-pyrophosphate fraction of lipid II 
[71,73]. 

C) Other mechanisms of action 
Bierbaum and Sahl [74] showed that both nisin and Pep5 can induce autolysis in 

staphylococci. They suggested that nisin and Pep5 bind to lipoteichoic and teichoic acids 
and displace the enzymes N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase and N acetylglu-
cosaminidase, which normally interact with teichoic acids, leading to activation of the en-
zymes involved in cellular lysis. Some lantibiotics can act also inhibit the germination of 
Bacillus spores. It has been reported that the mechanism of action of subtilin in Bacillus 
cereus T vegetative cells, or spores can follow different molecular pathways, and also it 
was observed that the Dha residues at position 5 of the molecule were essential in the 
inhibition of spores [75]. 
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2.1.2. Lantibiotic Immunity 
This system consists of an immunity protein (LanI) or an ABC transporter (composed 

of 2 or 3 LanEF(G) subunits). Both, LanI and LanEF(G) can act independently or interact 
together to confer autoimmunity. Of note, in some cases, an accessory protein called LanH 
is involved in this overall self-protection network [44]. 

The regulation of biosynthesis of many lantibiotics is controlled by a two-component 
signal transduction system, the histidine kinase (LanK) and the response regulator (LanR). 
The pre-lantibiotic activates its biosynthesis and other proteins involved in transport and 
immunity, by acting as a pheromone peptide through a quorum sensing and allowing 
autophosphorylation of the histidine kinase. LanK transfers its phosphate group onto 
LanR, which activates the transcription of genes belonging to bacteriocin clusters 
[14,44,76]. In certain cases there is an independent promoter PnisI, which provides the cell 
with a basal level of immunity through a weak constitutive activity, thereby protecting it 
during its first encounter with nisin [77]. 

Nevertheless, it has been established that Lactococcus lactis nisin producing strains are 
able to prevent the deleterious effects of its own nisin by using two distinct cooperative 
mechanisms. The first is related to expression of the specific NisI immunity protein, which 
is a lipoprotein able to bind to nisin, and thereby prevents it from accessing its predicted 
target lipid II (Figure 4) [78]. The second mechanism involves the ATP-binding cassette 
transporter NisFEG, which expels nisin outside of the membrane prior to pore formation 
[79,80]. These mechanisms involving NisI and NisFEG were among the first reported, 
since full immunity was only observed in the presence of both proteins (Figure 4) [81]. 
Moreover, other studies also showed the influence of both systems, and reported immun-
ity levels of 5-20% for each mechanism [81,82]. A modification of the lipid profile allowed 
the anchoring of NisI extracellular side of the membrane, but a lipid-free form of the NisI 
also exists, secreted into the surrounding medium, and both forms were shown to bind 
nisin [79,83]. NisFEG seemed to recognize the C-terminal domain of nisin since deletion 
of the last six amino acids and last ring lowered the degree of immunity displayed by 
NisFEG [84]. Nevertheless, knowledge of the physiology and regulation of genes involved 
in this self-immunity is limited. Involvement of other genes in nisin immunity through 
direct or indirect interactions has been reported by Zhu et al. [85]. These authors estab-
lished that the Mu-transposon occurring within the chromosomal feuD gene in L. lactis N8 
provided a derivative strain L. lactis L58 with an enhanced nisin immunity system. Inter-
estingly, the gene cluster feuABCD encoding for an ATPase of the ABC-type cobala-
min/Fe3+ siderophores transporter FeuABCD including FeuD has been observed in many 
bacterial species [86]. This result suggested that FeuD was a component of transporter 
FeuABCD. 
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Figure 4. Mechanisms of immunity in the nisin producing L. lactis to protect itself from the action of the nisin. The lipo-
protein NisI can be anchored to the membrane or released into the medium, and in both cases, it is able to bind to nisin, 
inhibiting pore formation. The ABC transporter NisEFG expels nisin from the membrane, thus avoiding pore formation. 

Similarly, the Gram-positive Bacillus subtilis has similar mechanisms to prevent tox-
icity of subtilin. This occurs through expression of the SpaI immunity protein and ABC 
transporters SpaFEG [87]. Recently, expression of SpaI and NisI in a subtilin nonproduc-
ing strain, permitted responsive resistance to both lantibiotics [88]. NMR resolution of 
NisI lipoprotein revealed two structurally similar domains, namely N-and C-terminal do-
mains, which are homologous to SpaI [78,89]. The N-domain interacts with the membrane, 
whereas the C-terminal domain plays a role in the nisin recognition [78,89]. The N-termi-
nal domain (1-111 residues) is linked to the C-terminal domain (112-226 residues) through 
a flexible linker (112-119 residues) [90]. Recently, it was reported that the inter-domain of 
NisI could form a deep cleft and a groove which is recognized as a binding site for nisin, 
among other molecules [91]. 

Whilst knowledge on NisI and NisFEG is increasing, it is important to know whether 
these mechanisms are unique or interchangeable, as recently reported for subtilin [88]. 

Although subtilin is the lantibiotic sharing the closest similarity with nisin (i.e. 63% 
sequence identity), the SpaI-NisI fusion protein, expressed in L. lactis, where the corre-
sponding 21 amino acid fragment of the subtilin immunity peptide, SpaI, has been re-
placed by that of NisI conferred immunity to nisin, confirming that the specific protective 
capabilities against nisin are located at the C-terminus of the LanI proteins [78]. 

In contrast, the immunity protein PepI that protects the Staphylococcus epidermidis 
strain from its own bacteriocin Pep5 has a different mode of action than nisin. Indeed, this 
protein, containing an apolar N-terminal and a positively charged hydrophilic C-terminal 
region, accumulates at the interface of the membrane-cell wall. Experiments aimed at dis-
rupting the N-terminal or the C-terminal region of PepI have shown that the N-terminal 
region is required for the transport of PepI, and the C-terminal region is important to con-
fer the immunity phenotype [92]. 

2.2. Class Ib or Circular Bacteriocins 
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Circular bacteriocins are peptides post- translationally circularized by a head-to-tail 
peptide bond. This is particularly important to ensure high resistance to temperature and 
pH variations and protection against many proteases. Circular bacteriocins are produced 
by Gram-positive bacteria mainly from the Firmicutes phylum. They are classified into two 
groups based on their sequence homologies, and their physico-chemical characteristics. 
Group I contains circular cationic bacteriocins with high isoelectric point, whereas group 
II contains circular and highly hydrophobic bacteriocins with more acidic residues, and 
low isoelectric points [93]. 

2.2.1. Mode of Action of Circular Bacteriocins 
The biochemical and biological characteristics of many of these bacteriocins are well-

known, especially enterocin AS-48 (AS-48), which has been widely studied and reviewed 
[93–97]. AS-48 was the first circular bacteriocin to be described. It is produced by Entero-
coccus faecalis subsp. liquefaciens strain S-48 [98], and is considered as the prototype of this 
family. Its active form is a cationic circular peptide of 70 residues and a molecular weight 
of 7.1 kDa, folding in an all-α-helix with five helical regions, where the recircularization 
of the backbone occurs in the middle of helix a5 [94]. Its mechanism of action has been 
thoroughly investigated, but there are still issues to be clarified. AS-48 has the cytoplas-
matic membrane as its target, where it destabilizes the membrane leading to the dissipa-
tion of the proton motive force and cell death. Crystallographic studies showed that the 
protein dimerizes and undergoes a transition from a dimer water-soluble form (DF-I) to a 
dimer membrane-bound state (DF-II) [99]. Dimer formation in DF-I is mediated by hydro-
phobic interactions, whereas in DF-II hydrophilic contacts occur between protomers, a 
hydrophobic surface is exposed to the hydrophobic core of the membrane and a polar 
surface remains in contact with the solvent. The experimental data suggest that AS-48 in 
the DF-I form reaches the membrane by an electrostatic approach. The acidic pH in the 
membrane surface would protonate the glutamic acids allowing the interactions with the 
phospholipids and leading the destabilization of the DF-I form. This situation would pro-
mote a rearrangement of the dimer provoking its insertion into the membrane and adopt-
ing the DF-II form [100]. Simulations of membrane permeation suggested that the protein 
inserted could organize itself to generate stable pores [101,102], however there are no ex-
periments to support this. In addition, there is no evidence of the requirement for a mem-
brane receptor for the bactericidal action of AS-48. Nevertheless, it was reported that the 
bactericidal activity of garvicin ML against L. lactis increased in the presence of the malt-
ose ABC transporter, suggesting that this membrane protein could be involve in the anti-
microbial activity [103]. 

N-terminal regions of circular bacteriocins carry several aromatic and/or hydropho-
bic amino acids suggesting that these residues play a key role in the biosynthesis and 
probably the antimicrobial activity [96]. Recently, a structural alignment study of different 
circular bacteriocins revealed the involvement of charged and aromatic conserved amino 
acids in antimicrobial activity [104]. Indeed, the authors showed that the substitution of 
phenylalanine and tryptophan residues by alanine by site-directed mutagenesis of the 
bacteriocin plantacyclin B21AG produced by Lactiplantibacillus plantarum B21 resulted in 
a strong reduction of the activity compared to the wild type. 

2.2.2. Immunity of Circular Bacteriocins 
The genetic determinants for the synthesis, transport and immunity of circular bac-

teriocins are clustered in one or several operons, which are located on plasmids or on the 
chromosome. A cluster of ten genes, as-48ABCC1DD1EFGH, located on the 68 kbp phero-
mone-response plasmid pMB2, has been described for AS-48 production [105]. Northern 
blotting studies demonstrated that they work as two coordinated operons, as-48ABC and 
as-48C1DD1EFGH respectively [106]. Both are essential for bacteriocin production and im-
munity. Recently, the promoters involved in the expression of both operons have been 
investigated and, also, an additional promoter involve in as-48D1EFGH expression was 
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confirmed [107]. D1 was first described as the immunity protein due to it conferring, by 
itself, a certain degree of bacteriocin resistance [108]. However, it has subsequently been 
reported that protein C plays an auxiliary role in self-protection [109]. Both are integral 
membrane proteins with two (D1) or four (C) putative transmembrane domains. Never-
theless, the mechanism of action by which they exert their immune function has not been 
elucidated, although it is speculated that they may interact with the putative pores formed 
by the bacteriocin. The as-48EFGH genes encode a secondary ABC transporter also in-
volved in self-protection. It conferred higher resistance when AS-48 was added into the 
medium, therefore it was postulated that this ABC transporter enhances the secretion of 
bacteriocin by expelling it from the membrane [106]. But this transporter cannot export 
the newly synthetized bacteriocin; that is carried out only by the main transporter formed 
by the C1D proteins. Then, the combined expression of the complementary ABC trans-
porter and the membrane proteins C and D1 are required to render a full immunity against 
AS-48. 

A similar immunity system was reported for circularin A, where cirGHI genes encode 
a multicomponent ABC transporter identical to that of AS-48, and CirE a transmembrane 
protein which would act like As-48D1 [110]. A secondary ABC transporter was also re-
ported for carnocyclin A [111] and for garvicin ML [112], thus it could be presumed to 
have a similar immunity system to AS-48. Other small transmembrane proteins were iden-
tified as immunity proteins in other circular bacteriocins, such as BviE in butyrivibriocin 
AR10 [113], or UblE in uberolysin [114]. In the latter, the secretory transporter UblCD was 
reported to confer low levels of immunity. 

3. Class II, A Group with Not Only Pore Forming Bacteriocins 
Class II constitutes a relatively heterogeneous group of low molecular weight bacte-

riocins (less than 10 kDa). They are characteristically thermostable and unmodified pep-
tides. Although they are most often synthesized as pre-peptides whose N-terminal leader 
sequence is cleaved, the maturation of class II bacteriocins do not require post-transla-
tional modification enzyme except a leader peptidase and/or a transporter. This class in-
cludes a wide variety of structures, which has led to the creation of several subclasses. 

3.1. Class IIa Bacteriocins, or Pediocin-Like Bacteriocins (PLBs) 
Class IIa bacteriocins, known as pediocin‐like bacteriocins, are linear polypeptides of 

up to 60 amino-acids with potent activity against Listeria, particularly Listeria monocyto-
genes, able to kill target bacteria at concentrations in the sub‐nanomolar range [45,115].  

These linear polypeptides have at least two residues of cysteine in the well conserved 
hydrophilic and charged N-terminal domain [12,116]. A second disulphide bond linkage 
can exist in the cases of sakacin G, plantaricin 423, pediocin PA-1/AcH, divercin V41, and 
enterocin A. This second disulfide bridge is expected to stabilize the 3D structure of the 
C-terminal domain, and correlate with spectrum of activity. Of note, the N-terminal do-
main of class IIa bacteriocins is recognized by the presence of the “pediocin box”, a se-
quence of 5 amino acids (YGNGV). Nevertheless, in some cases, this pediocin box can be 
altered by the replacement of the valine residue by lysine [117]. Finally, this pediocin box 
is included in the conserved N-terminal domain YGNGVxCxK/NxxC (where X is any 
amino acid) [12]. 

3.1.1. Mode of Action of Class IIa Bacteriocins 
These bacteriocins acts on the target membranes forming pores that result in the per-

meabilization of the membranes and cell death. Initially, it was thought that positively 
charged residues of the C-terminal domain were sufficient for bacteriocin interaction with 
the membrane, through the anionic phospholipids [12]. The first studies on Pediocin PA-
1 showed the ability of this bacteriocin to permeabilize lipidic vesicles, but the authors 
thought this effect occurred with higher concentrations of bacteriocin than necessary [118–
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120]. Thus, they proposed that a docking molecule is needed for a full efficiency of the 
process. Moreover, Fimland et al. [121], showed that the presence of the fragment derived 
from pediocin PA-1, peptide 15-mer, inhibited the bactericidal activity of pediocin PA-1, 
by interfering specifically with the pediocin–target cell interaction. This docking molecule 
proved to be the membrane-associated EIICD components for the mannose PTS system, 
which interact directly with the bacteriocin [122]. However, although both components 
are necessary for the receptor function, it is an extracellular loop in the N-terminal region 
of the IIC component that provides the specificity in recognition [123]. In addition, the 
mannose PTS system is clustered into three groups, and only members of group I are rec-
ognized by class IIa bacteriocins. All this causes the reduced spectrum of action of these 
bacteriocins, restricted basically to bacteria phylogenetically related to the producer 
strains. 

The discovery of the interaction of pediocin-like bacteriocins with the IICD compo-
nents led to the development of two possible models for their mechanism of action: 1) 
IICD are mere mediators to bring the bacteriocin to the membrane and thus favors its 
insertion, oligomerization and pore formation; 2) the binding of the bacteriocin to the 
membrane proteins causes a conformational change in them that leads to the permanent 
opening of the PTS channel [124]. Although the controversy has existed, recent studies 
conducted with a suicide probe have elucidated the issue. The studies were carried out in 
E. coli harboring a fused gene of etpM and ent35. Thus, the suicide probe is a chimeric 
peptide of the membrane protein EtpM and the class IIa enterocin CRL35 [125]. Enterocin 
CRL35 is not able to cross the outer membrane of E. coli, which is therefore resistant to the 
bactericidal activity of this peptide. However, the fused peptide EtpM-Ent35 is translo-
cated to the inner membrane, producing membrane permeability and cell death, without 
the presence of its specific receptor. These results showed how class IIa bacteriocins need 
their receptor to reach the membrane and insert in to form the pore (Figure 5A). 
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Figure 5. Model of the mechanism of action and immunity for the class IIa bacteriocin, based on the suggestions from 
enterocin CRL35 [125]. (A) The bacteriocin reaches the membrane via interaction with EIIC protein of maltose PTS trans-
porter (EIIC and EIID components). Then, the peptides organize themselves to form the pore. (B) The immunity protein 
(IP) is a soluble cytosolic protein, which interacts with the complex bacteriocin-receptor plugging the formed pore, avoid-
ing cell death. 

3.1.2. Immunity of Class IIa Bacteriocins 
It is still unclear how the immune protein exerts its protective effect. As already men-

tioned, the immune protein acts from inside the cell and is not capable of interacting with 
the bacterial membrane by itself [12]. Nevertheless, somehow the immune protein must 
interact with the bacteriocin and/or its specific receptor. Diep et al. [122] demonstrated the 
formation of a strong tertiary complex involving a bacteriocin, the immune protein and 
the mannose PTS system. This complex was formed only when bacteriocin was present in 
the extracellular medium. Therefore, the bacteriocin–receptor interaction should occur for 
the coupling of the immunity protein, probably blocking the channel and thus preventing 
cell death. Recently, direct interaction of the immune protein with the specific receptor 
has been reported. Complementation assays with the immune protein PedB and the IICD 
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components of different species, showed the existence of a recognition specificity, so the 
receptor protein could influence the functionality of the immunity protein [126]. However, 
once again the use of the suicide probe EtpM-Ent35 concomitantly expressed with the 
gene munC showed that the immunity protein MunC was able to avoid the deleterious 
effect of the enterocin CRL35 without the presence of the specific receptor [125]. This result 
suggests the direct bacteriocin–immunity protein interaction, where the role of the im-
munity protein might be blocking the pore formed by the cognate bacteriocin (Figure 5B). 

3.2. Class IIb Bacteriocins, or Two-Peptide Bacteriocins 
These bacteriocins are composed of two different peptides (usually named α- and β-

peptide) which exhibit a high antimicrobial activity at pico- to nano-molar concentration, 
only when they are combined in equal ratio. In addition, the combination of one of the 
two peptides with the complementary peptide from another homologous bacteriocin can 
render a similar activity. This has been reported in lactococcin G, when one of the peptides 
was combined with the complementary peptide from lactococcin Q or enterocin 1071 
[127]. 

All peptides from this bacteriocin class contain inside their helical domains at least 
one GxxxG-motif, except for plantaricin Sβ and plantaricin NC8β which contain the 
GxxxG-like motifs AxxxA- and SxxxS-motif, respectively [127]. These motifs are known 
to mediate helix–helix interactions in membrane proteins [128].  

3.2.1. Mode of Action of Class IIb Bacteriocins 
These bacteriocins act on the membranes of their targets by rendering them permea-

ble to certain cations such as Na+, K+, Li+ or H+. This characteristic of mediating the 
transport of specific cations indicates that the bacteriocins form relatively sophisticated 
pores [127]. Furthermore, this membrane permeability is related to low concentrations of 
peptides, which is consistent with pore formation, but not with a detergent-like disruption 
of the membranes. The narrow spectrum of these bacteriocins has suggested the involve-
ment of a receptor for their action, as described for pediocin-like bacteriocins. Recently, 
the undecaprenyl-pyrophosphate phosphatase, which is involved in peptidoglycan syn-
thesis, has been described as the receptor for lactococcin G [129]. Furthermore, other mem-
brane-associated proteins have been identified as the receptor for two-peptide bacteriocin 
such as plantaricin JK [130] and plantaricin EF [39]. 

3.2.2. Immunity of Class IIb Bacteriocins 
Regarding the immunity system, it has been described as being similar to those of 

pediocin-like bacteriocins, where there could be a direct interaction between the bacteri-
ocin and the immunity protein, or an indirect interaction through its membrane receptor 
[127]. Nevertheless, little research has been done on these type of immunity proteins and 
their mode of action is unknown. LagC is the immunity protein for lactococcin G. Muta-
tional studies revealed that LagC recognizes its own bacteriocin by the N-terminal part of 
lactococcin Gα (residues 1 to 13) and the C-terminal part of lactococcin Gβ (residues 14 to 
24) [130]. In addition, it has been reported some degrees of cross-immunity between lac-
tococcin G and its immunity protein LagC with the homologous enterocin 1071 [130], lac-
tococcin Q [131] and their immunity proteins, EntI and LaqC, respectively. Moreover, it 
was observed that the protective activity of the LagC and EntI proteins depended on the 
composition of the target cell membranes, suggesting the interaction of these immunity 
proteins with their cognate bacteriocin receptors [130]. On the other hand, some immunity 
proteins such as SkkI, PlnI and PlnL, involved in self-protection against their cognate bac-
teriocins sakacin 23K, plantaricin EF and plantaricin JK, respectively, have shown homol-
ogy to the Abi family of proteins, putative membrane-bound metalloproteases [132]. Thus, 
it has been suggested that these immunity proteins degrade their cognate bacteriocins by 
proteolysis. 
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All the immunity proteins for two-peptide bacteriocins have been describe as mem-
brane-associated proteins, containing at least one putative transmembrane domain. Re-
cently, experimental procedures corroborated the membrane-associated nature of LagC 
and LciM, immunity proteins for lactococcin G and lactococcin MN, respectively [133]. 
Both proteins contain four transmembrane domains, but differ in orientation across the 
membrane, length and sequence. Additionally, CbnZ has also been identified as the im-
munity protein for carnobacteriocin XY. CbnZ contains only one transmembrane domain, 
and it is the smallest (42 amino acids) immunity protein described for this kind of bacte-
riocin up until now. Two-peptide bacteriocin immunity proteins are composed of proteins 
with a great structural variety [133]. 

3.3. Class IIc, Leaderless Bacteriocins 
Bacteriocins are usually synthesized in an inactive form, with a leader peptide se-

quence that serve to guide it in its modification and secretion process. However, there is 
a group of bacteriocins that do not follow this scheme and do not undergo any transla-
tional modification and remarkably lack this leader sequence. These bacteriocins are 
thought to be synthesized in their active form, which raises questions about how the cell 
manages its own protection until the excretion of the peptide to the extracellular medium 
[97]. This group is very heterogeneous, especially regarding the number of peptides that 
compose the final bactericidal action, being able to be single-peptide, two-, three- or four-
peptides bacteriocins. Much remains to be elucidated regarding the mechanism of action 
and the immune system of this group of bacteriocins. 

3.3.1. Mechanism of Action of Leaderless Bacteriocins 
Regarding the mode of action, two mechanisms have been described. Lacticin Q 

binds to the target membranes by electrostatic interactions which provokes a rapid inte-
gration into the phospholipid bilayer. A large toroidal pore is formed leading to leakage 
of large intracellular components that causes cell death [134]. On the other hand, aureocin 
A53 has been shown to interact with the target membranes, leading to cell death, but with-
out pore formation [135]. In addition, leaderless bacteriocin do not seem to require a re-
ceptor molecule to exert their antimicrobial effects. Nevertheless, the leaderless bacteri-
ocin LsbB has been reported to interact with the zinc-dependent membrane metallopepti-
dase YvjB [136]. 

3.3.2. Immunity of Leaderless Bacteriocins 
The immunity systems of this heterogeneous group of bacteriocins are poorly under-

stood. In most cases, only possible candidate proteins that might be involved have been 
identified. In the case of aureocin A53, an ABC transporter has been demonstrated to be 
involved in self-protection, but for full immunity at least one more protein is necessary 
[137]. Two co-transcribed proteins, AucIA and AucIB, from orf10-11 could be involved. A 
mutant carrying both proteins and the ABC transporter resulted in higher self-protection 
than the wild-type strain. The authors could not exclude either AucIA or AucIB from the 
involvement in immunity. Nevertheless, AucIA shares certain characteristics with other 
described immunity proteins, such as being a cationic protein and being associated to the 
membrane by three putative transmembrane regions [137]. In aureocin A70, a four-pep-
tide leaderless bacteriocin, an ABC transporter was described that is involved in bacteri-
ocin externalization but not in self-protection. The immunity is given by the AurI protein, 
that is AucIA for aureocin A53, which is a cationic transmembrane protein [138]. The well-
known lacticin Q gene is adjacent to the structural gene in an operon of five genes, orf3-7, 
involved in transport and immunity [139]. Overexpression of the structural gene of lac-
ticin Q in L. lactis NZ9000 caused an intracellular toxicity that was suppressed by the co-
expression of the orf3-7 genes. The decrease in toxicity is due to the secretion of the pro-
duced bacteriocin into the extracellular medium and by the presence of an auto-immunity 
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mechanism. Orf6-7 form a transporter for the bacteriocin, whereas Orf3-5 are all mem-
brane proteins, of unknown function, that could be involved in the immunity process 
[139]. 

3.4. Class IId Bacteriocins, and Other Non-Pediocin-Like Single-Peptide Bacteriocins 
Class IId consists of a group of heterogeneous bacteriocins whose main characteristic 

is that they are linear single-peptides that do not have motifs common to pediocin-like 
peptides. Examples include lactococcin A, lactococcin 972 and enterocin B [14]. 

Lactococcin A is a bacteriocin produced by L. lactis subsp. cremoris LMG 213 that has 
activity against strains that are phylogenetically close to the producing strain. It is pro-
duced as a 75 amino acid precursor with a 21 amino acid N-terminal extension. The genes 
involved in the biosynthesis of lactococcin A, including the structural gene (lcnA), the im-
munity gene (lciA) and two genes (lcnC, lcnD) that encode the dedicated ABC transport 
system and its accessory protein, are carried on a plasmid of about 55 kb [140]. 

In vitro experiments performed with purified lactococcin A showed that this bacteri-
ocin could increase the permeability of the cytoplasmic membrane of the target cells by 
pore formation and also cause depolarization of the membrane potential. Similarly, it has 
been suggested that the specificity of lactococcin A may be mediated by a receptor protein 
associated with the cytoplasmic membrane [52]. Diep et al. [122] demonstrated that this 
specific receptor uses components of the mannose phosphotransferase system (man-PTS). 

Some class IId bacteriocins have a mode of action other than pore formation. This is 
the case for lactococcin 972 (Lcn972), a bacteriocin produced by L. lactis IPLA972 that in-
hibits septum biosynthesis in the target strain by binding to the cell wall precursor, lipid 
II. Because it lacks any lanthionine ring or even cysteines that could form intramolecular 
bridges, it has been suggested that Lcn972 recognizes another motif in lipid II other than 
the pyrophosphate cage that is recognized by lantibiotics [141]. 

In order to protect itself against its own bacteriocin, the L. lactis strain produces an 
immunity protein called LciA possessing an α-helix structure. Venema et al. [142] pro-
posed a model of immunity mode of action in which the LciA immunity protein interacts 
with the man-PTS receptor of the L. lactis strain, thereby preventing pore formation by the 
bacteriocin. 

4. Class III, “Wall Breaker” Bacteriocins 
Class III includes all the thermolabile bacteriocins with a molecular weight above 10 

kDa. Generally, they consist of several domains which can have different functions, such 
as translocation, receptor binding or lethal activity [14,45]. 

Enterolysin A is a class III bacteriocin produced by E. faecalis LMG 2333. It is active 
against Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus and Lactobacillus [143]. Of note, this bacteri-
ocin is produced as a pre-protein of 343 amino acids with a 27 amino acid sec-dependent 
signal peptide, followed by a sequence corresponding to the N-terminal region of the ma-
ture protein. Sequence analysis of enterolysin A revealed the presence of two distinct do-
mains, an N-terminal catalytic domain and a C-terminal substrate recognition domain. 
Moreover, the N-terminal region presents homologies with sequences of catalytic do-
mains of different cell wall degradation proteins with a modular structure, such as ALE-
1, and LytM which are both endopeptidases belonging to the M37 protease family 
[143,144]. 

4.1. Mode of Action of Class III Bacteriocins 
Enterolysin A-like, lysostaphin, zoocin and millericin B are known to be endopepti-

dases that act at the bacterial cell wall level. As a reminder, the cell wall of Gram-positive 
bacteria is composed of alternate units of N-acetyl glucosamine (NAG) and N-acetyl mu-
ramic acid (NAM) linked by β -1→ 4 bonds. The D-lactoyl group of each NAM residue is 
replaced with a peptide chain, containing most often L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala which is 
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called the stem peptide. Adjacent glycan strands are connected by cross-linking peptide 
chains between two peptide side chains. The lengths of these cross-linking chains, also 
called interpeptide bridges or cross-bridge, are very different between Staphylococcus au-
reus to Enterococcus faecium despite the similarities in other parts of peptidoglycan 
[145,146]. 

Depending on the nature of the lytic bacteriocin, the target may be either in the stem 
peptide, or in the interpeptide bridge, or both. Enterolysin A cleaves interpeptide bonds 
inside peptidoglycan units at two sites depending on the target strains. In L. monocytogenes 
NCTC 10884, S. aureus NCTC 4163 and E. faecalis No. 40, the cleavage occurs within the 
stem peptide between L-alanine and D-glutamic acid, whereas in L. helveticus, L. casei, L. 
delbrueckii ssp. bulgaricus, P. pentosaceus, L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris and L. 
helveticus strains the cleavage occurs between the L-lysine of the stem peptide and the D-
aspartic acid of the interpeptide bridge. It was reported that when enterolysin A cleaved 
within the peptide bridge between L-alanine and D-glutamic acid, the antimicrobial ac-
tivity observed was significantly higher (Figure 6) [147]. 

 
Figure 6. Mechanism of action and immunity of class III bacteriocins on the bacterial wall. These bacteriocins are endo-
peptidases that act on the bacterial cell walls. Lysostaphin cleaves specifically between the third and fourth glycine resi-
dues of the pentaglycine cross-bridge, while Enterolysin A cleaves interpeptide bonds inside peptidoglycan units between 
L-alanine and D-glutamic acid. Regarding the immunity, the Lif and Zif proteins add or modify the cross-bridged amino 
acids during the synthesis of peptidoglycan subunits in the cytoplasm. Therefore, the Zif protein increases the proportion 
of cross-bridges containing three L-alanines, while the Lif proteins are involved in the substitution of glycine by serine. 

The pentaglycine cross-bridge of the peptidoglycan represents the main target site of 
lysostaphin. For instance, in S. aureus and other staphylococcal species this bridge is con-
stituted of five glycine (Gly) residues (Figure 6). Specifically, lysostaphin cleaves between 
the third and fourth glycine of the pentaglycine cross-bridge. It has been reported that the 
peptidoglycan of relatively lysostaphin-resistant staphylococcal species generally con-
tains a greater amount of serine (Ser) than Gly [148]. 

However, some class III bacteriocins have a bacteriostatic instead of bactericidal 
mechanism of action, such as helveticin-M, a bacteriocin produced by Lactobacillus crispa-
tus, which has an antimicrobial activity against S. aureus, S. saprophyticus and Enterobacter 
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cloacae. In fact, the increase in cell membrane permeability caused by helveticin does not 
influence cytosolic enzymes, thus indicating a sublethal lesion [149]. The mode of action 
differs according to the bacterial species. It was reported that helveticin-M could disrupt 
the cell wall of Gram-positive bacteria and disrupt the outer membrane of Gram-negative 
bacteria, thus modifying the surface structure. Similarly, in Gram-negative bacteria, it also 
disrupted the inner membrane, resulting in leakage of intracellular ATP from the cells and 
depolarization of the membrane potential of target bacteria [149]. 

4.2. Immunity Mechanism of Class III Bacteriocins 
Very few studies have been done on the auto-immunity of bacteriolysin producing 

strains to their own bacteriocin. Gargis et al. [150] studied the resistance to lysostaphin in 
Staphylococcus simulans biovar staphylolyticus. The lysostaphin resistance gene (lif) en-
codes a FemABX-like immunity protein, which is a non-ribosomal peptidyltransferase in-
volved in the addition of cross-bridged amino acids during the synthesis of peptidoglycan 
subunits in the cytoplasm. In S. simulans bv. staphylolyticus, resistance to lysostaphin is 
due to the insertion of serines replacing certain glycines during peptidoglycan synthesis 
by the immunity protein. Indeed, it has been suggested that lysostaphin is unable to hy-
drolyze glycyl-serine or seryl-glycine bonds (Figure 6). 

Other studies have shown that the immunity of producer cells to the bacteriocin 
zoocin A, a D-alanyl-L-alanine endopeptidase, was due to the presence of the zoocin A 
immunity factor (Zif), which also showed high degrees of similarity to members of the 
FemABX protein family (MurM and MurN). The authors reported that the presence of the 
Zif protein increased the proportion of crossbridges containing three l-alanines instead of 
two, resulting in reduced linkage of the recombinant target recognition domain of zoocin 
A to the peptidoglycan (Figure 6). In contrast to Lif, the Zif protein conferred resistance to 
zoocin A by lengthening the peptidoglycan cross-bridge rather than by causing an amino 
acid substitution [151]. 

Although there is a gene encoding an immunity protein in helveticin producing 
strains, the mechanism of immunity of these strains against their own bacteriocins has not 
been described [152,153].  

5. Concluding Remarks and Future Prospects 
LAB are known to produce many different antimicrobial substances such as bacteri-

ocins, referred as LAB-bacteriocins. These molecules are of interest to the food industry, 
and can be used as biopreservative agents to replace chemical or heat treatments to pro-
duce foods with more natural preservatives, and rich in their organoleptic and nutritional 
properties [154]. Moreover, many LAB, particularly the genera Lactococcus and Lactobacil-
lus, are considered safe to be used in animal feed and human food and health, and there-
fore they are included in the list of microorganisms with QPS (Qualified Presumption of 
Safety) status by the European Food Safety Authority (EFSA) in Europe [155]; or GRAS 
(Generally Recognized As Safe) status by the Food and Drug Administration (FDA) in the 
United States [156]. 

Accordingly, another application of LAB-bacteriocins could be in human medicine 
as an alternative to traditional antibiotics. The lack of discovery of new classes of antibi-
otics and the massive use of the traditional antibiotics has resulted in a worldwide antibi-
otic resistance issue. By 2050, it is predicted that antibiotic resistance will cause more than 
10 million deaths per year, if no action is taken now. Apart from the cost in human lives, 
the financial cost of societal care will be more than USD 100 trillion worldwide [157]. 
Therefore, the use of LAB-bacteriocins in this context is completely justified. The majority 
of these molecules are safe [18] and also easy to be genetically modified in order to im-
prove their activity. Advances in the chemical peptide synthesis and the availability of 
tools for expression of recombinant proteins will facilitate production of small bacterioc-
ins with low post-translational modifications and extend their potential applications [158]. 
Moreover, bacteriocin-producing bacteria could be administrated to animals and humans 
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in order to produce in situ their bacteriocins along the microbiota and, in this way prevent 
or help to alleviate bacterial infections [159,160]. 

Sometimes, the association of bacteriocins with other molecules could improve their 
activities. Zgheib et al. [161] reported that the combination of bacteriocins with nanopar-
ticles could enhance their stability, their solubility, protect them from enzymatic damage, 
reduce their interactions with other drugs and improve their biopreservation. The under-
standing of the immunity mechanism is also a major issue. Indeed, it is important to know 
how the immunity proteins ensure protection against their associated bacteriocins in the 
producing strain. This would allow on the one hand a better understanding of the modes 
of action of bacteriocins and on the other hand it would prevent the emergence of potential 
pathogenic bacteria and emergence of resistance to bacteriocins. 
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5. Applications des bactériocines produites par les bactéries lactiques 

Au cours de ces dernières années, les bactériocines ont suscité un grand intérêt en tant qu’agents 

antimicrobiens potentiels contre différentes espèces bactériennes, fongiques et virales (Meade 

et al., 2020; Simons et al., 2020). En effet, en raison de leur faible toxicité envers les cellules 

Eucaryotes, les bactériocines produites par les BLs représentent une alternative pour remplacer 

les antibiotiques dans le traitement des maladies infectieuses, chez l’homme et l’animal, et 

peuvent être utilisées également dans la biopréservation des aliments (Cebrián et al., 2019; 

Negash and Tsehai, 2020; Ng et al., 2020). A ce jour, seule la nisine est approuvée par l’U.S. 

FDA en tant que conservateur alimentaire (E234) conformément à l'annexe du règlement CE 

1333/2008. Néanmoins, comme précisé précédemment (Pérez-Ramos et al., 2021), de 

nombreuses bactériocines identifiées au cours de ces dernières années, ont suscité un intérêt 

pour un usage thérapeutique.  

5.1.  Utilisation des bactériocines en agroalimentaire 

 Les bactériocines peuvent être utilisées seules ou associées avec d’autre techniques de 

conservation pour améliorer la biopréservation de nombreux aliments (viandes, produits 

laitiers, poissons, boissons alcoolisées, salades et légumes fermentés... ) (Vuyst and Leroy, 

2007). Elles peuvent être incorporées dans les aliments sous différentes formes (O’Connor et 

al., 2020) : 

• Bactériocine pure, c’est le cas notamment de la nisine Z, un variant de la nisine 

présentant une meilleure solubilité à un pH plus élevée, qui est commercialisée sous 

forme de nisine ultrapure (NisinZ®). Cette nisine est utilisée pour augmenter la durée de 

vie des aliments en inhibant la croissance des bactéries pathogènes tels que Listeria, 

Staphylococcus, Mycobacterium et les bactéries sporulées (Silva et al., 2018).  

• Bactériocines semi-purifiées. Par exemple la bactériocine pédiocine Pa-1 de classe IIa, 

dont l’activité anti-Listeria a été démontrée, n’est pas disponible sur le marché sous 

forme pure. Seule les fraction semi-purifiée et/ou des cultures lyophilisées produisant 

de la pédiocine, sont approuvées par la FDA (Bédard et al., 2018).  

• Souches productrices de bactériocines, notamment celles reconnues en tant que 

GRAS. Elles sont utilisées en tant que « starter de fermentation », dans le but 

d’améliorer la qualité sanitaire de l’aliment mais aussi de contribuer à ses qualités 

organoleptiques (goût, odeur, qualité nutritionnelle...). Pour les industries 

agroalimentaires, cette approche est plus avantageuse que l'utilisation de bactériocines 



62 
 

pures car faisant l'objet de moins de contrôles réglementaires, d’autant plus que cela 

revient moins cher. 

Ces dernières années de nombreuses bactériocines identifiées, produites par les BLs, ont montré 

un intérêt potentiel dans la biopréservation des aliments. Par exemple, la plantaricycline A, une 

bactériocine circulaire (Classe Ib) produite par Lactobacillus plantarum NI326, présente une 

activité contre la bactérie Alicyclobacillus acidoterrestris, responsable de l'altération des 

qualités organoleptiques des boissons et causant chaque année des pertes économiques 

importantes à ce secteur (Yue et al., 2013; Grande Burgos et al., 2014). 

Autre exemple, la lacticine 3147, lantibiotique à deux peptides présentant une activité 

antimicrobienne contre un grand nombre de bactéries à Gram-positif pathogènes et 

responsables de la dégradation des aliments, (Sobrino-López et Martín-Belloso, 2008 ; 

Martínez-Cuesta et al., 2010), s'est avérée être efficace pour inhiber Listeria et Bacillus présent 

dans les préparations de lait pour nourrisson, du yaourt naturel et fromage blanc (Morgan et al., 

2001; Silva et al., 2018).  

La souche Enterococcus mundtii CRL35 a par ailleurs montré des résultats prometteurs 

lorsqu’elle est utilisée comme starter de fermentation. En effet, elle inhibe la croissance de L. 

monocytogenes pendant la fermentation de la viande, grâce à la production d'entérocine CRL35, 

une bactériocine de classe IIa. La capacité d'E. mundtii à se développer dans un milieu salin et 

à exercer un effet protecteur dans les viandes fermentées est donc particulièrement avantageuse 

(Orihuel et al., 2018).  

5.2. Applications thérapeutiques des bactériocines en santé humaine et en 

médecine vétérinaire animale 

Les bactériocines produites par les BLs possèdent un immense potentiel dans le domaine 

pharmaceutique. En effet de nombreuses études préliminaires ont montré l’efficacité de ces 

molécules contre les bactéries pathogènes à Gram-négatif.  

Par exemple, Thapa et al. (2021) ont développé un hydrogel hybride appelé gel GarKS, 

composé de Pluronic F127 (PF127), de liposomes chargés d'acide éthylènediaminetétraacétique 

(EDTA), de glutathion (GSH) et de la garvicine (bactériocine de classe IId). In vitro, le gel 

GarKS a montré une activité antibactérienne et anti-biofilm puissante contre la bactérie 

Staphylococcus aureus. De plus, des résultats similaires ont été obtenus in vivo. En effet, le 

traitement des plaies de souris infectées par le S. aureus résistant à la méticilline (SARM) avec 
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du gel GarK, a montré une inhibition complète des bactéries SARM après plusieurs applications 

(une fois par jour pendant trois jours consécutifs) (Thapa et al., 2021). De même, certaines 

bactériocines, tels que l’enterocin DD14 et la nisine, ont montré un effet synergétique avec la 

colistine sur des souches résistantes à la colistine (Al Atya et al., 2016). 

Les bactériocines présentent aussi un intérêt potentiel dans la pratique vétérinaire. Elle 

pourraient ainsi être utilisées comme alternatives aux antibiothérapies pour traiter les infections 

bactériennes ou alors pour stimuler la croissance des animaux d’élevage (Ben Lagha et al., 

2017). Par exemple la lacticine 3147 (lantibiotique) produite par L. lactis subsp. lactis DPC 

3147, a montré une activité inhibitrice contre plusieurs souches de S. aureus et de streptocoques 

(S. agalactiae, S. dysgalactiae et S. uberis) responsables de la mammite bovine (inflammation 

des tissus internes de la glande mammaire). De même, des bactériocines produites par des 

souches de Staphylococcus (aureocin A70, aureocin A53, aureocin 215FN, Pep5, epidermin, 

epilancin K7 et epicidin 280) ont montré également une activité in vitro contre S. aureus et S. 

agalactiae (Schofs et al., 2020).  

5.3. Multifonction des bactériocines 

Les fonctions des bactériocines produites par les BLs ne se limitent pas qu’à leurs pouvoirs 

antibactériens. Ces dernières années, de nombreuses propriétés antivirales et anti-cancéreuses 

ont été ainsi révélées (Drider et al., 2016; Chikindas et al., 2018).  

Par exemple, l’entérocine CRL35 produite par Enterococcus faecium CRL35 présente une 

activité contre les virus humains tels que l'Herpès Simplex (HSV) de type 1 et 2 (Wachsman et 

al., 1999). Les auteurs ont montré que l’entérocine CRL35 inhibait la multiplication virale de 

façon dose-dépendante sans pour autant avoir un effet virucide. L’activité antivirale HSV-1 a 

également été observée chez d’autres bactériocines, telle que la pédiocine ST5Ha produite par 

Enterococcus faecium ST5Ha et la subtilosine produite par Bacillus amyloliquefaciens. Tout 

comme l'entérocine CRL35, la subtilosine semble inhiber les dernières étapes du cycle de 

réplication virale (Drider et al., 2016).  

De nombreuses études ont mis en évidence l’activité cytotoxique sélective de certaines 

bactériocines produites par les BLs envers des lignées cellulaires cancéreuses (Kaur and Kaur, 

2015; Nguyen and Nguyen, 2016; Baindara et al., 2018; Al-Madboly et al., 2020). Par exemple, 

la pédiocine PA-1 produite par Pediococcus acidilactici inhibait la croissance des lignées 

cellulaires A-549 (un carcinome pulmonaire humain) et DLD-1 (un adénocarcinome du côlon 

humain) (Beaulieu, 2005). De même, la bactériocine de classe IId, laterosporulin 10 produite 
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par Brevibacillus sp. SKDU10 provoque la mort apoptotique et nécrotique des cellules 

cancéreuses (MCF-7, HEK293T, HT1080, HeLa et H1299) à une concentration inférieure à 

10 μM (Baindara et al., 2018). Un autre exemple décrit dans la littérature est celui de la 

bactériocine circulaire entérocine LNS18, qui a montré un effet anticancéreux sur cellules 

HepG2, ceci sans aucun effet cytotoxique significatif sur les cellules de fibroblastes normales. 

Son mode d'action contre les cellules HepG2 pourrait être expliqué par son efficacité à induire 

des espèces réactives d’oxygène cellulaires, à diminuer les marqueurs CD de HepG2 et à arrêter 

les cellules en phase G0 (Al-Madboly et al., 2020).  

A noter que les bactériocines peuvent être impliquées également dans la régulation des 

microbiotes, y compris le microbiote intestinal (Drider et al., 2016). En effet, dans l'intestin, les 

bactériocines peuvent aider la souche productrice à survivre et à coloniser le tractus en inhibant 

les souches compétitives ou les souches pathogènes étroitement liées. Elles peuvent également 

influencer le système immunitaire de l'hôte grâce à leurs impacts sur les populations 

microbiennes intestinales (Umu et al., 2017).  

6. Expression des bactériocines produites par les bactéries lactiques 

Comme indiqué dans les chapitres précédents, la biosynthèse de la plupart des bactériocines 

produites par les BLs est régulée par un mécanisme de QS. En effet, cette biosynthèse est 

contrôlée par un système à trois composants contenant un peptide-phéromone (pré-

bactériocine), une histidine kinase et un régulateur transcriptionnel (Fig. 11). Dans certains cas, 

par exemple chez les lantibiotiques, c’est la bactériocine mature elle-même qui va déclencher 

sa propre production (Turovskiy et al., 2007; Kareb and Aïder, 2020). Une fois produite, les 

bactériocines sont secrétées dans le milieu extracellulaire via un ABC transporteur. 
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Figure 11 . Régulation de la production des bactériocines par Quorum Sensing (QS) (Wan et al., 2013).  

 

Pour être utilisées, les bactériocines sont en général purifiées à partir du surnageant de culture 

de la souche cible par des méthodes standards en trois étapes ; comprenant une étape de 

précipitation au sulfate d'ammonium, suivie d’une l'extraction/précipitation au 

chloroforme/méthanol et une étape de chromatographie liquide haute pression en phase inverse 

(Vuyst and Leroy, 2007) . Cependant avec ces méthodes, bien que la pureté des bactériocines 

obtenues soit très élevée (proche de 100%), le rendement reste faible. 

Grâce aux progrès des approches in silico et au développement des bases de données permettant 

l’identification des gènes putatifs de bactériocines, celles-ci peuvent maintenant être exprimées 

en système hétérologue directement en utilisant l’information génétique caractérisée en amont. 

Ceci permettant d’améliorer les rendements de production et la quantité disponible de 

bactériocines par rapport à ceux obtenus en système natif. Plusieurs facteurs (choix des 

systèmes hétérologues, milieu de culture, température…) permettent ainsi l’optimisation de leur 

production. Les souches d’E. coli en tant qu’hôte sont un choix intéressant pour l’expression 

des bactériocines en système hétérologue, du fait de leur croissance rapide sur des milieux peu 

coûteux, de leur caractérisation génétique approfondie et de la disponibilité d'outils de clonage, 

de systèmes d'expression et de souches polyvalentes (Mesa-Pereira et al., 2018).  
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Dans la majorité des cas, le gène structural de la bactériocine mature est suffisant pour la 

production de la bactériocine active en système hétérologue (Richard et al., 2004; Ingham et 

al., 2005). Dans d’autres cas, la co-expression du gène structural de la bactériocine mature avec 

d’autre gènes tels que les gènes impliqués dans les modifications post-traductionnelles de la 

bactériocine, sont nécessaires pour leurs expressions dans un système hétérologue (Gutiérrez et 

al., 2005; Shi et al., 2012). 

Il est à noter que l’expression des bactériocines dans un système hétérologue nécessite 

l’utilisation d’un vecteur d’expression (Fig. 12) contenant une origine de réplication, un 

marqueur de sélection (généralement des gènes codant pour la résistance aux antibiotiques), 

une région promotrice pour l'initiation de la transcription du gène, un site de clonage (MCS 

(multiples cloning site) pour faciliter le clonage des gènes de la bactériocine et une étiquette 

permettant soit la détection de la bactériocine lors de l’étape de purification (étiquette poly-

histidine) et/ou une étiquette améliorant leur solubilité en contribuant à leur repliement (Mesa-

Pereira et al., 2018).    

 

Figure 12 . Schéma du vecteur d’expression de la divércine V41  (plasmide pET32B-DvnV41) (Richard 
et al., 2004). 

Cependant, de nombreuses variables peuvent affecter la production de bactériocines en système 

hétérologue. Par exemple, dans certains cas la surexpression de bactériocines pourrait interférer 

avec la croissance et la viabilité de la souche utilisée comme système hétérologue, limitant ainsi 

leur production (Mesa-Pereira et al., 2018). 
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Récemment, des études réalisées au sein de notre laboratoire (l’UMRT BioEcoAgro 1158) ont 

pu mettre en évidence l’activité anti-Gram négative de la souche de Lacticaseibacillus 

paracasei CNCM I-5369. En effet, celle-ci produit cinq nouvelles bactériocines de classe II, 

très probablement de type leaderless, ayant une activité à la fois contre les bactéries à Gram-

positif et à Gram-négatif incluant des souches résistantes à la colistine (Belguesmia et al., 

2020a). Cette activité est due à l'action synergétique des bactériocines couplée à un pH acide 

(compris entre 4,5 et 5). L'analyse in silico du génome de L. paracasei CNCM I-5369, à l'aide 

du logiciel Bagel 3, a permis d'identifier 5 gènes (orf010, orf012, orf023, orf030, orf038) codant 

pour ces nouvelles bactériocines (Belguesmia et al., 2020a).  

Cette thèse a pour objectif fondamental de comprendre ou de donner les premiers éléments de 

compréhension du mode d’action des bactériocines produites par la souche de L. paracasei 

CNCM I-5369, contre les bactéries à Gram-négatif utilisées.  

Cette thèse a pour objectif appliqué de mettre en relief ces bactériocines, comme molécules 

alternatives aux antibiotiques, dans le secteur médical, plus particulièrement celui de la 

médecine vétérinaire. Pour ce faire, ces bactériocines seront testées seules, ou en combinaison 

avec des antibiotiques telle que la colistine, afin de générer de nouveaux sites actifs de 

formulations thérapeutiques utilisables dans la lutte contre les infections causées par les bacilles 

à Gram-négatif. 

Ainsi, les objectifs de cette thèse se déclinent en trois grandes parties :  

• Partie I : Nous caractériserons in silico les bactériocines de L. paracasei CNCM I-5369 

identifiées par Bagel3, puis nous étudierons leur expression en système natif. Ensuite, 

les gènes codant ces bactériocines seront exprimés en système hétérologue et leurs 

activités anti E. coli seront caractérisées en utilisant comme cible E. coli ATCC 8739. 

 

• Partie II : Nous étudierons la relation structure-activité d’une de ces bactériocines, plus 

particulièrement celle qui est codée par l’orf030 appelée lacticaséicine 30, en raison de 

sa facilité de production et de purification. Pour cela, la structure secondaire sera prédite 

avec le logiciel I-Tasser puis confirmée par une analyse en dichroïsme circulaire. 

Ensuite, nous déterminerons d’une part la région de la lacticaséicine 30 qui joue un rôle 

important dans l’activité antibactérienne. Pour cela des variants peptidiques contenant 

la partie N-terminale (N-ter-lacticaséicine 30), la partie centrale et C-terminale (C-ter-
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lacticaséicine 30), ou encore les premiers acides de la partie N-terminale (N-ter-H1-

lacticaséicine 30) seront générés et analysés pour leurs activités antibactériennes. Par 

ailleurs des dérivés de la lacticaséicine 30 contenant des mutations spécifiques dans des 

régions jugées déterminantes seront générés et testés contre les bactéries à Gram-

négatif.  

 

• Partie III : Nous testerons la lacticaséicine 30 contre de souches multirésistantes à 

Gram-négatif d’origines cliniques, puis nous évaluerons les effets de l’association de la 

lacticaséicine 30 et de la colistine contre ces souches cliniques. Outre l’analyse d’un 

effet synergique, nous identifierons les gènes responsables de la résistance à la colistine 

chez ces souches cliniques et étudierons leurs expressions par la technique de qPCR en 

présence des agents antibactériens seuls, ou en combinaison.  
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hétérologue 
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RESUME 

La souche de Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-5369, isolée à partir d’un produit laitier 

Algérien, a montré une activité anti E. coli à un pH compris entre 4,5 et 5. L’analyse in-silico 

du génome à l’aide du logiciel Bagel a permis d’identifier cinq gènes (orf010, orf012, orf023, 

orf030 et orf038) codant des bactériocines de classe II, très probablement de type leaderless, et 

qui sont respectivement nommées ORF010, ORF012, ORF023, ORF030 et ORF038. Ces cinq 

bactériocines présentent très peu voire pas d'homologies de séquences avec les bactériocines 

connues, selon les analyses bioinformatiques.  

Par ailleurs, l’analyse in-silico transcriptionnelle a permis d’identifier les régions régulatrices 

potentielles (promotrices et terminatrices) de chacun de ces gènes.  

De plus, le niveau d'expression de chacun de ces gènes en système natif a été analysé par qPCR. 

Pour cela, une culture de L. paracasei CNCM I-5369 a été réalisée. Des échantillons ont été 

prélevés au début (T=7h) et à la fin de la phase exponentielle (T=24h) de croissance. Les ARN 

totaux de chaque échantillon ont été extraits et convertis en ADNc, puis analysés par qPCR. 

Les cinq gènes de bactériocines sont exprimés à t= 24h, avec une surexpression des gènes 

orf023, orf030 et orf038. Le résultat de la qPCR semble être corrélé avec l'activité 

antibactérienne de la souche L. paracasei CNCM I-5369 indiquant un lien entre l’expression 

de ces gènes et la production des bactériocines. 

Nous avons ensuite décidé d'exprimer chaque gène en système hétérologue en utilisant E. coli 

Rosetta. Les conditions optimales pour l'expression des peptides ont été établies. Au terme de 

cette analyse, seule la bactériocine codée par l’orf030, appelée alors ORF030 et rebaptisée 

récemment lacticaséicine 30 a été produite et purifiée en grande quantité. Les autres 

bactériocines ont également été produites mais sont restées piégées dans les corps d'inclusion. 

Toutefois, un traitement avec 4 M d'urée a été mis au point, il a permis d’ailleurs de récupérer 

une faible partie de ces peptides recombinants présents dans les fractions insolubles. Tous les 

peptides produits en système hétérologue ont été caractérisés par la technique de spectrométrie 

de masse MALDI TOF et présentaient bien une activité anti-E. coli à un pH compris entre 4,5 

et 5, à l’image du surnageant de culture de la souche native d’origine. 
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Caractérisation in silico des bactériocines de classe II de Lacticaseibacillus paracasei 

CNCM I-5369 

Pour rappel, l’analyse in silico du génome de L. paracasei CNCM I-5369 à l’aide du logiciel 

Bagel (http://bagel4.molgenrug.nl/) a permis d’identifier cinq gènes de bactériocines nommés 

orf010, orf012, orf023, orf030 et orf038 (Fig. 13).   

 

Figure 13. Identification des cinq gènes de bactériocines de classe II chez L. paracasei CNCM I-5369 à 
l’aide de Bagel4. 

Les séquences en acides aminés des bactériocines ORF010, ORF012, ORF023, ORF030 et 

ORF038 ont également été obtenues à l’aide du logiciel Bagel. Par la suite, nous avons 

déterminé leurs caractéristiques biochimiques à l’aide du logiciel Expazy 

(https://www.expasy.org/) (Tableau 5). Comme nous pouvons le constater, les cinq 

bactériocines présentent une faible masse moléculaire (comprise entre 3 000 Da et 13 000 Da) 

et sont relativement hydrophobes. De même, leurs charges totales ont été définies à partir du 

nombre d’acides aminés chargés positivement (arginine et lysine) et chargés négativement 

(acide aspartique et acide glutamique) présents dans leurs séquences. Ils s’avèrent que à pH 7, 

les bactériocines ORF010, ORF023 et ORF030 sont des peptides anioniques tandis que les 

bactériocines ORF012 et ORF038 sont des peptides cationiques. Par ailleurs, l’analyse des 

séquences peptidiques des cinq bactériocines ne montrent aucune cystéine, excepté la 

bactériocine ORF038 qui présente deux cystéines, suggérant la présence de ponts disulfure 

potentiellement impliqués dans la stabilisation de la structure de ORF038. 

Les séquences protéiques des bactériocines de L. paracasei CNCM I-5369 ont été comparées 

avec celles d’autres bactériocines produites par les bactéries à Gram-positif, y compris les BLs, 

à l’aide du logiciel Bagel4 et de l’outil BLASTP de NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).  

 

 

http://bagel4.molgenrug.nl/
https://www.expasy.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tableau 5. Caractéristiques biochimiques des bactériocines de L. paracasei CNCM I-5369, déterminés 
à l’aide du logiciels Expasy 

Nom Séquences Masse 

moléculaire (Da) 

Pi 

ORF010 MYTMTNLKDKELSQITGGFAFVIPVAAILGFLASDAWSHADEIAGGATSGWSLA
DKSHSL 

Peptide anionique 

 

6300.12 4.86 

ORF012 MQQFMTLDNSSLEKIAGGENGGLWSIIGFGLGFSARSVLTGSLFVPSRGPVIDLV

KQLTPKN 

 Peptide cationique 

 

6581.61 

 

8.25 

 

ORF023 MLILGLIAIDAWSHTDQIIAGFLKGWQGM 

Peptide anionique 

3199.82 5.19 

ORF030 MTDKRETLMSMLSKAYANPTIKAEPALRALIETNAKKVDEGDDEKAYVTAVTQ

LSHDISKYYLIHHAVPEELVAVFNYIKKDVPAADIDAARYRAQALAAGLVAIPIV

WGH 
Peptide anionique 

 

12252.09 6.05 

ORF038 MYVKDSKVDLTQNNLLPFEEKRKIMSYNYRQLDDFQLSGVSGGKKKFDCAATF
VTGITAGIGSGTITGLAGGPFGIIGGAVVGGNLGAVGSAIKCLGDGMQ 

 

Peptide cationique 

10394.94 

 

8.62 

 

Résidus hydrophobes   

Figure 14. Blast des séquences protéiques des bactériocines de L. paracasei CNCM I-5369 sur Bagel4 

Les bactériocines ORF010, ORF012, ORF023, ORF030 et ORF038 montrent très peu, voire 

pas de similarités de séquences avec les bactériocines produites par les bactéries à Gram-positif 

(Fig. 14) présentes dans les bases de données. En effet, selon l’outil blast de Bagel, la 

bactériocine ORF012 présente un bit-score de 31,96 avec la plantaricine NC8 (bactériocine de 

classe II-b), ORF030 présente un bit-score de 74,33avec la carnocine CP52 (bactériocine de 

classe II-a), tandis que ORF038 présente un bit-score de 34,65 avec la thermophiline 13 qui est 

une bactériocine appartenant à la classe II. En revanche, les bactériocines ORF010 et ORF023 

présentent respectivement un bit score de 46,98 et 39,66 avec la bactériocine enterocin X 
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(bactériocine de classe II-b). A noter que la bactériocine ORF023 affiche un pourcentage 

d’identité de 56% et une e-value de 7-10 avec la région C-terminale de l’ORF010 (Fig. 15). Le 

bit-score est un autre indicateur statistique de similarité de séquence, il n’est significatif que 

lorsque il est supérieur à 50 (Pearson, 2013). 

Figure 15. Comparaison des séquences peptidiques de l’ORF010 et l’ORF023 réalisée à l’aide du logiciel 

Uniprot (https://www.uniprot.org/align/).  

Cependant la comparaison de séquences des bactériocines de L. paracasei CNCM I-5369 avec 

d’autres bactériocines telles que les microcines et les colicines ne montrent aucune homologie 

de séquences. 

L’expression des cinq bactériocines en systèmes natif et hétérologue ainsi que la caractérisation 

de leurs activités anti E. coli vont être abordées dans l’article ci-dessous. 

https://www.uniprot.org/align/
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A B S T R A C T

Five open reading frames viz orf010, orf12, orf023, orf030 and orf038 coding class II bacteriocins in
Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-5369 strain previously isolated from an Algerian dairy product, were
found to be expressed after 24 h of growth. The strain has also shown anti-E. coli activity in a narrow pH
range between 4.5 and 5. Then, expression and purification of these bacteriocins was conducted in the
heterologous host E. coli. This strategy enabled us to purify the peptide encoded by orf030 in large
quantities, in contrast to other peptides that were produced but required to be released from the
insoluble fraction following 4 M urea and desalting treatments. All peptides heterologously produced
were characterized by MALDI TOF Mass spectrometry and successfully tested for their anti-E. coli activity.
Furthermore, in silico transcriptional analysis was determined by Findterm tool and with Bagel4 software
permitted to locate potential promoters and co-transcription events.
© 2021 Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

In the 20th century, the discovery of antibiotics enabled a major
decline in bacterial infection-related mortality and morbidity.
Antibiotics impacted on the whole practice of medicine by
minimizing the risk of infectious diseases. The overuse and misuse
of antibiotics in human and veterinary medicine has led to the
development of resistant strains with compromised therapeutic
options, tending to threaten human health. Bacteria have devel-
oped a plethora of mechanisms of resistance including (i) the
production of enzymes that degrade or modify antibiotics, (ii) the
development of efflux pumps that drive antibiotics outside the cell,
(iii) the modification of the targeted sites. Genes involved in
intrinsic resistance to antibiotics of different classes, such as β-
lactams, fluoroquinolones and aminoglycosides have been identi-
fied. These genes can be transferred between bacteria [1], and
usually using mobile genetic elements such as plasmids, integrons
and introns [2,3]. The World Health Organization (WHO) is
continuously warning on this threat and encourages new strategies
and interventions to tackle drug-resistance [4].

Antimicrobial peptides (AMPs) can help curb the AMR crisis.
AMPs are present in all living cells [5,6], as part of the first line
defence against foreign attacks. Many AMPs have the particularity
of being cationic and can bind and interact with the negatively
charged bacterial cell membranes, causing leakage of intracellular
constituents, ATP depletion and cell death [7].

Bacteriocins are a class of AMPs ribosomally synthesized by
Gram-positive and Gram-negative bacteria [8,9], and are steadily
reported for their positive clinical outcomes [10]. These safe
molecules [11–13] can be of narrow or broad spectrum [14] which
offers numerous advantages over clinical antibiotics. The classifi-
cation of bacteriocins has regularly been updated taking into
consideration recent achievements and new knowledge. Currently
there is no any universally accepted scheme of bacteriocins
classification. Nevertheless, we refer here to the classification
proposed by Alvarez-Sieiro et al, [15], which includes 3 main
classes. Class I contains all peptides that undergo post-transla-
tional enzymatic modifications during their biosynthesis, leading
to unusual amino acids, such as lanthionine. Class II includes
unmodified bacteriocins with a low molecular weight (<10 kDa);
and class III contains unmodified bacteriocins with a molecular
mass higher than 10 kDa, and endowed with bacteriolytic or non-
bacteriolytic modes of action.

Bacteriocins among Gram-positive bacteria are most often
produced by lactic acid bacteria (LAB). These bacteriocins are

* Corresponding author.
E-mail address: djamel.drider@univ-lille.fr (D. Drider).

https://doi.org/10.1016/j.btre.2021.e00632
2215-017X/© 2021 Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Biotechnology Reports 30 (2021) e00632

Contents lists available at ScienceDirect

Biotechnology Reports

journa l homepage: www.elsevier .com/ locate /btre

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.btre.2021.e00632&domain=pdf
mailto:djamel.drider@univ-lille.fr
https://doi.org/10.1016/j.btre.2021.e00632
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://doi.org/10.1016/j.btre.2021.e00632
http://www.sciencedirect.com/science/journal/2215017X
www.elsevier.com/locate/btre


usually active against other Gram-positive bacteria, and seldom
against Gram-negative bacteria, which are recalcitrant because of
structure of their outer-membrane. The discovery and characteri-
zation of LAB-bacteriocins possessing activity against Gram-
negative bacteria is of paramount interest for clinical issues.

In regard to characterization of LAB-bacteriocins endowed with
activity against Gram-negative bacteria, our previous work
reported the isolation of Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-
5369 strain carrying five genes (orf010, orf012, orf023, orf030 and
orf038) coding for class II bacteriocins [16]. These bacteriocins
were heterologously expressed in E. coli BL21 and shown to be
active against E. coli ATCC 8739 [16]. The present study is a
continuation, which is aimed at evaluating the expression of each
gene coding for these bacteriocins and defining the appropriate
conditions for their effective purification.

2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains, culture conditions and plasmids

Bacterial strains used in this work are listed in Table 1. The strain
L. paracasei CNCM I-5369 was grown in de Man, Rogosa and Sharpe
medium (MRS, fromSIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA)supplemented
with 0.1 % Tween 80 at 37 �C [17]. All the E. coli strains were grown in
Luria-Bertani broth (LB) or Brain Heart Infusion (BHI, SIGMA-
ALDRICH Saint-Louis, USA) at 37 �C with shaking at 160 rpm.

2.2. Total RNA extraction and cDNA synthesis

Cells from L. paracasei CNCM I-5369 were harvested by
centrifugation from a culture of 10 ml at the beginning and at
the end of the logarithmic growth phase. Total RNA was extracted
using the NucleoSpin RNA Set for NucleoZOL (MACHERY-NAGEL,
Düren, Germany). Then, 1 mg of total RNA from each sample was
treated with DNase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, United
States) in order to remove all traces of DNA. After inactivation of
DNase with 50 mM EDTA (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
United States), the total RNA was converted to complementary
DNA (cDNA) using the Revert Aid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, United States),
following the recommended instructions.

2.3. In-silico transcriptional analysis

In-silico prediction of Rho-Independent terminator for each
bacteriocin gene was performed using the Findterm tool (http://

softberry.com) [18]. The putative promoter region of each gene was
suggested based on the consensus sequences for -10 box (TATAAT)
and -35 box (TTGACA) and considering their position upstream of
the start codon.

2.4. Primer design

The nucleotide sequences of the bacteriocin genes of L. paracasei
CNCM I-5369 were previously determined with Bagel 4 software
[16]. The house-keeping genes used to standardize the expression of
bacteriocin genes were the gyrA and 16S rRNA genes [19]. The
oligonucleotides used for RT-qPCR (Table 2) in this work were
designed using the Primer 3 tool (http://primer3.ut.ee/). The
specificity and the quality of the primer pairs have been verified
with NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/).

2.5. Quantitative PCR (qPCR) conditions and assessment of gene
expression

Each RT-qPCR reaction was performed in triplicate in a final
volume of 25 ml, containing 12.5 ml of 2X Brilliant III SYBR Green
QPCR Master Mix (Agilent Technologies, Santa Clara, USA), 1.25 ml
of each appropriate primer, 2 ml of cDNA and 8 ml of nuclease free
water. The RT-qPCR reactions were performed in the “CFX Connect
Real-Time PCR Detection System” thermocycler (BIO-RAD, Hercu-
les, USA) under conditions including an initial step at 95 �C for
10 min followed by 45 cycles of 95 �C for 15 s, 58 �C for 1 min, and
72 �C for 30 s. An additional step starting between 90 �C and 58 �C
was performed to establish a melting curve and check the
specificity of each primer pair [20]. Threshold cycle (Ct) values
for each sample were obtained using Bio-Rad's CFX Manager
software. The Ct value is the basis for the calculation of the relative
quantification, corresponding to the expression of the target gene
compared to the house-keeping gene. The analysis of the relative
expression of the target genes was determined using the 2�(DDCt)

method [21]. To know the reproducibility of the data, the efficiency
was determined according to the following equation E = [10-1/s�1]
*100, with s corresponding to the standard curve obtained from
several dilutions of the cDNA [22].

2.6. Heterologous production and purification of bacteriocins

Each gene was cloned under the control of the inducible T7
promoter as recently reported [16], using e-Zyvec technology. Each
recombinant plasmid (Table 1) was recovered and used to
transform the E. coli Rosetta (DE3) and E. coli BL21 (DE3) competent
cells by a heat shock method (42 �C). Briefly, SOC medium (Super
Optimal broth with Catabolic repression, Sigma Aldrich, St Louis,
USA) was added and the transformed cells were incubated at 37 �C
for 1 h with shaking (160 rpm). After overnight growth at 37 �C, the
E. coli transformants were selected on the LB agar medium
supplemented with ampicillin (100 mg/mL) and chloramphenicol
(30 mg/mL) (Sigma Aldrich, St Louis, USA). To produce the
recombinant bacteriocins, overnight cultures of E. coli Rosetta
(DE3) and E. coli BL21 (DE3) strain harbouring recombinant
plasmids were diluted to 1% (vol/vol) in 100 mL LB broth
containing ampicillin (100 mg/mL) and chloramphenicol (30 mg/
mL) and then were grown aerobically at 37 �C with shaking at
160 rpm until they had reached an OD600nm of 0.8. Expression was
induced by addition of 0.5 mM (IPTG) isopropyl -D-1-thiogalacto-
pyranoside (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) and the cells were
incubated for an additional 3�5 hours at 37 �C with shaking at
160 rpm.

After production, the cells were recovered by centrifugation
(4700 g for 20 min), resuspended in a lysis buffer containing
20 mM TRIS�HCl pH 8 and 300 mM NaCl supplemented with

Table 1
Strains and plasmids used in this study.

Strains and plasmids Source/references

Strains
Producer strain
Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-5369 [16]
Target strain
Escherichia coli ATCC 8739 Manassas, VA (USA)
Heterologous producer strain
E. coli Rosetta (DE3) Promega, Madison,

United States
E. coli BL21 (DE3) Merck Millipore,

Burlington, United
States

Expression Plasmids
pT7-6HIS-010 [16]
pT7-6HIS-012 [16]
pT7-6HIS-023 [16]
pT7-6HIS-030 [16]
pT7-6HIS-038 [16]
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10 mM imidazole (W10). Then, the cells were lysed in the cell
disruptor (CSL One Shot Machine 2700 bars, CellD, France) by
exerting a pressure of 1.035 bar to release the cytoplasmic proteins.
Three cycles were repeated for the same method. The lysate was
then centrifuged at 11,000 g for 1 h following purification of
bacteriocins by Ni-NTA affinity chromatography. To this end, the
supernatants were loaded onto a column containing Nickel resin
grafted on a nitrilo-tri-acetic (Ni-NTA) matrix (HisPurTM Ni-NTA
Spin Columns, 1 mL, de Thermo SCIENTIFIC, Waltham, United
States) previously equilibrated with TRIS�HCl buffer (20 mM
TRIS�HCl pH8 and 300 mM NaCl). Bacteriocins have a 6-histidine
(6-His) tag at their N-terminal site (Table 1). The 6-His tag interacts
with Ni2+ ions, and only the proteins of interest remain attached to
the resin. The resin was washed with 16 mL of the same buffer
supplemented with 30 mM imidazole and the peptides were
eluted with 1 mL of TRIS�HCl buffer supplemented with 400 mM
imidazole. A desalting step was performed using PD miditrap
columns (GE Healthcare Life Science, Pollard, United Kingdom) to
remove the imidazole. The purity is verified by Tricine-SDS-PAGE
[23].

2.7. Solubilization, separation and detection of bacteriocins

The inclusion bodies were resolubilized with 50 mM TRIS�HCl
pH8 buffer containing 4 M urea and incubated for 1.5 h at room
temperature with shaking at 160 rpm followed by centrifugation at
11,000 g for 1 h. The resolubilized proteins contained in the
supernatant were purified by Ni-NTA chromatography (as de-
scribed above) to renature the proteins and to isolate those of
interest.

The purification steps were analyzed on the Tricine-SDS-PAGE
[23]. Samples diluted in Laemmli Buffer [24] were heated at 90 �C
for 10 min before loading onto the gel. Migration was performed at
a constant voltage of 120 V and initial amperage of approximately
50 mA per gel for 45 min. After migration, the gels were stained
with InstantBlue TM (Expedeon, Cambridge, United Kingdom) for
20 min.

The final concentration of each bacteriocin after purification
was determined with the BCA (bicinchoninic acid) Assay protein
kit (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), as recommended by the
supplier.

2.8. Mass spectrometry

Mass spectra were obtained with a MALDI-TOF mass spectrom-
eter. The purified bacteriocin contained in the elution fractions,
was detected by matrix-assisted laser desorption ionization time-
of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF/MS). The analysis was
carried out using the Autoflex Speed MALDI TOF/TOF equipment
(Bruker Daltonics, Germany) and spectra were obtained using
flexAnalysis softewar (Bruker Daltonics, Germany). When re-
quired, the samples were concentrated using PierceTM C18 tips
(Thermo Scientific).

2.9. Bacteriocin activity

The antimicrobial activity of the bacteriocins was tested by the
agar diffusion test method [25], using E. coli ATCC 8739 as the
target strain. This strain does not contain the stx1 or stx2 genes
coding for Shiga toxins [26]. To titrate the antibacterial activity of
purified bacteriocins, the serial dilution method on agar medium
was used. Thus, purified bacteriocins were acidified to a pH
between 4.5 and 5 and sterilized by filtration. Serial double
dilutions of the samples were performed and was added to the
wells of BHI soft agar containing the E. coli ATCC 8739 indicator
strain. The Petri dishes were then incubated at 37 �C for 18 h. The
antibacterial activity was then determined in Arbitrary Units per
millilitre (AU/mL) according to the following formula: 2n x
(1000 ml/ deposited volume), with n corresponding to the highest
number of dilution at which growth inhibition of the sensitive
strain is observed [27].

3. Results

3.1. In-silico prediction and locations of putative promoters and
terminator regions

The nucleotide and protein sequences for the five bacteriocins
of L. paracasei CNCM I-5369 strain were identified using Bagel 4
software [16]. The putative sequences of promoter regions are
depicted for each gene in Fig. 1. The Rho-independent terminator is
based on a palindrome sequence downstream from the target
gene. The results of the analysis performed showed no palindrome

Table 2
Sequences of oligonucleotide primers used in this study.

Target gene Forward primer (5’ → 3’) Reverse primer (5’ → 3’) Theoretical and expected amplicon size (bp)

orf010 AGATCACTGGCGGTTTTGC GCACCACCAGCAATTTCATCT 100
orf012 AGCTTGGAAAAGATTGCTGGT CAGACTACCAGTAAGCACGC 99
orf023 ACGTAAATTCCTGACAATGCTGA GCCCTGCCATCCCTTTAAAA 100
orf030 TCCAACGATCAAAGCAGAGC ACAGCCGTCACATAAGCCTT 99
orf038 CGGCAGGTATTGGATCAGGA ACCCAACCGCTCCTAAGTTT 99
gyrA CTTCCACGCATGATGTCCTG AATCCCTTTTGCGGTTCGAC 101
16S rRNA GTAGGTGGCAAGCGTTATCC GATGCGCTTCCTCGGTTAAG 101

Fig. 1. In silico prediction of promoter regions for each bacteriocin coding gene. The putative sequences of promoter regions (�10 and �35) are depicted for each bacteriocin
gene.

D. Madi-Moussa, F. Coucheney and D. Drider Biotechnology Reports 30 (2021) e00632

3



sequences, indicating that the termination of these genes is
regulated by a Rho-dependent mechanism.

The distance between the orf012 and orf010 is very short, (28
nucleotides) and therefore we could not identify any putative
promoter sequences for gene orf10 and terminator sequences for
gene orf012. These orfs could be co-transcribed, and in order, to
confirm this hypothesis, we performed a PCR assay using the
cDNA of the L. paracasei CNCM I-5369 strain as a template,
and the primers: forward primer-orf012 and reverse primer orf010
(Table 2). We obtained an amplicon of about 300 bp which
favourably supported a co-transcription of orf10 and orf12 (data
not shown).

3.2. All genes coding for these five class II bacteriocins are
concomitantly expressed in the natural host

The growth of a culture of L. paracasei CNCM I-5369 was
monitored during 24 h. At the beginning (7 h) and at the end of the
logarithmic growth phase (24 h), the culture supernatant was
recovered, adjusted to a pH between 4.5 and 5 and tested against
E. coli ATCC 8739 as a target strain (Fig. 2a). It should be noted that
only the supernatant withdrawn at the end of the logarithmic
growth phase displayed bioactivity. Of note, this bioactivity was
abolished following treatment of the supernatant with proteolytic
enzymes like papain and proteinase K at a final concentration of
2 mg/mL, indicating a proteinaceous nature of the molecule(s)
responsible of this bioactivity.

At 7 and 24 h of growth, cells were collected and used to study
expression of each gene coding for these bacteriocins, using the RT-
qPCR method. As indicated in Fig. 2b, genes coding for these five
bacteriocin genes were uniquely expressed after 24 h of growth.
The RT-qPCR analysis revealed that orf023, orf030 and orf038 were
overexpressed.

3.3. Optimization of the production of bacteriocins

Plasmids carrying the bacteriocin genes were used to transform
the Rosetta and BL21 E. coli strains. Growth of the transformed
Rosetta strain was compared with that of the BL21 strain in LB

broth. No significant difference in the growth between the strains
and the growth rate were observed (data not shown).

The expression of orf010, orf012, orf023, orf030 and orf038 was
carried out in E. coli Rosetta and E. coli BL21, by using RT-qPCR
method. As shown in Table 3, the expression was remarkable in the
E. coli Rosetta strain, where the highest production levels were
obtained (Fig. 3). Finally, the E. coli Rosetta strain was selected to
perform the bacteriocin production. The conditions producing the
highest bacteriocin yields were observed following induction with
0.5 mM IPTG for 5 h at 37 �C.

The purification of bacteriocins by Ni-NTA affinity chromatog-
raphy was monitored by SDS-PAGE. Only the bacteriocin coded by
orf030 was purified under the pre-determined expression condi-
tion, as shown on Fig. 4. For the other bacteriocins coded by orf010,
orf012, orf023 and orf038, low concentrations were found in the
soluble fraction, suggesting that these bacteriocins were misfolded
and forming inclusion bodies (Table 4). To verify this hypothesis,
the total fraction was treated with a buffer containing 4 M urea.
Then a second Ni-NTA affinity chromatography was performed in
order to increase the purification yield. The SDS-PAGE analysis
showed that the urea treatment increased the concentration of
bacteriocins in the eluted fractions during purification (Fig. 5-A). In
addition, bacteriocins were analysed by MALDI-TOF mass spec-
trometry and the mass spectra of 5 bacteriocins were shown on
Fig. 5-B. Thus, a main peak corresponding to the expected m/z value
(m/z is the mass/charge ratio, where z is usually 1 and m
corresponds to the molecular weight) of each bacteriocin (8149.1
for ORF010, 8431.1 for ORF012, 5075.2 for ORF023, 14119.4 for
ORF030 and 10281.6 for ORF038) was observed.

Fig. 2. (a) Agar diffusion test against E. coli ATCC 8739 using the Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-5369 supernatant withdrawn after 7 and 24 h of growth. MRS broth,
adjusted to pH 5, was used as control. (b) Expression of orf010, orf012, orf023, orf030 and orf038 genes coding for five distinct class II bacteriocins in Lacticaseibacillus paracasei
CNCM I-5369. The black and the grey bars indicate the RT-qPCR data after 7 and 24 h of growth respectively. The error bars represent standard deviation.

Table 3
Bacteriocin genes expression levels in E. coli Rosetta strain in fold of the level found
in BL21 strain.

Genes Level of expression P-Value

orf010 12.75 0.15086
orf012 27.98 0.11891
orf023 47.55 0.06880
orf030 144.13 0.15235
orf038 5.54 0.05529
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The concentrations of bacteriocins obtained during the
purification steps after urea treatment, were quantified with
BiCinchoninic acid assay (BCA assay) (Table 5). Then, the
bioactivity of each bacteriocin was tested at pH 5 (Fig. 6) and
their minimal inhibitory concentrations are given in Table 5. After
the desalting step, we noted that concentration of bacteriocin

ORF030 was the highest one. All these 5 bacteriocins were active
against E. coli ATCC 8739. Due to its highest MIC, bacteriocin
ORF030 exhibited the lowest specific activity, while bacteriocins
ORF010 and ORF012 exhibited the highest one. Importantly, the
assessment of antimicrobial activity with all purified bacteriocins
revealed a synergistic effect with an improved activity, as depicted
on Fig. 6. Consequently, the combination of these 5 purified
bacteriocins at 80 mg/mL each, underpinned a significant total
activity of 3200 AU/mL. Similarly, the combination of bacteriocins
ORF010 and ORF012 also revealed a synergistic interaction (Fig. 6).

4. Discussion

LAB-bacteriocins have gained attention because of their low
toxicity, high potency, target specificities [28], and numerous other
related biological functions [10,29,30]. LAB-bacteriocins are
steadily reported as alternatives for traditional antibiotics espe-
cially in light of antimicrobial resistance (AMR), which is a global
public problem amplified by the overuse of clinical antibiotics, and
the lack of novel drugs in the pipeline. Therefore, demands of new
molecules and interventions are urgently required. Currently the
death rates are around 750,000 globally and it is expected to rise
up till 10 million per year by 2050 with a cumulative cost of US $
100 trillion [4]. To face this postulated crisis, AMPs such as
bacteriocins can act as efficient strategical plan to alleviate AMR
resistance on immediate grounds.

Previously, we have already reported the ability of the
multiproducing strain Lactobacillus paracasei CNCM I-5369 (now
renamed as per new nomenclature of classification L. paracasei
CNCM I-5369), to produce five distinct class II bacteriocins [16],
with activity against E. coli strains including those exhibiting
resistant to colistin, an antibiotic used as a last-line option to treat
infections caused by antibiotic-resistance bacteria such as
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, and
Klebsiella spp [31]. The multi bacteriocin producing strain
expressed activity against E. coli only when supernatant was
adjusted to pH between 4.5 to 5. Similar results were observed
when each bacteriocin was recovered from the insoluble fraction of
the heterologous strain E. coli Rosetta. The genes orf010, orf012,
orf023, orf030 and orf038 coding for five putative bacteriocins
previously identified [32], were expressed after 24 h of growth,
from the multi-bacteriocin producing strain L. paracasei CNCM I-
5369. The RT-qPCR data reveals the overexpression of the above
studied genes. The expression observed at the end of the
logarithmic growth phase, was correlated with the bioactivity,
delineating a possible link between mRNA stability and production

Fig. 3. Bacteriocins electrophoretic patterns on SDS-PAGE (12 % polyacrylamide). M: Markers of molecular weights, B: E. coli strain BL21, R: E. coli strain Rosetta; The arrows
indicated the position of each bacteriocin. The molecular weight of each bacteriocin with His-Tag are: 8136.10 Da for ORF010, 8 417.59 Da for ORF012, 5035.80 Da for ORF023,
14088.07 Da for ORF030 and 12 230.92 Da for ORF038.

Fig. 4. Ni-NTA purification (SDS-PAGE with 12 % polyacrylamide) of the bacteriocin
encoded by orf030. T: total fraction; S: soluble fraction; M: Size markers; E: Elution
with 400 mM imidazole; The arrows indicated the position of ORF030.

Table 4
Bacteriocins yields obtained before urea treatment.

Bacteriocin Concentration (mg/mL)

ORF010 1.02
ORF012 1.23
ORF023 1.27
ORF030 871.15
ORF038 1.36
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of these bacteriocins, as reported for different regulations systems
[20,33,34].

In terms of transcriptional analysis, the in-silico analysis
performed here enabled us to locate the putative promoters
controlling expression of orf023, orf030 and orf038. A more detailed
in silico analysis, revealed a possible common promoter for orf010
and orf012; two orfs that were co-transcribed according to our RT-
qPCR analysis.

Purification of bacteriocins from the natural hosts are usually
tedious and typically only low yields are recovered at the end of the

purification process [35]. The heterologous production of bacter-
iocins is a more suitable approach as genes coding for these
bacteriocins can be placed under inducible promoters and
controlled growth conditions allowing the isolation of greater
quantities of bacteriocins [36]. Of note, bacteriocins from Gram-
positive bacteria can be heterologously produced from synthetic
DNA leading as well to larger amounts of bacteriocins than
produced by the native host [37].

Here, the expression of each gene was studied in E. coli Rosetta
DE3 and E. coli BL21. Overall, the bacteriocins produced in such a

Fig. 5. (A) Ni-NTA purification (SDS-PAGE with 12 % polyacrylamide) of the 5 bacteriocins after urea treatment. S: soluble fraction; M: Size markers; E: Elution with 400 mM
imidazole; The arrows indicated the position of each purified bacteriocin.
(B) MALDI-TOF spectra of purified bacteriocins, ORF010, ORF012, ORF023, ORF030 and ORF038. The molecular weight of each bacteriocin with His-Tag are 8149.1 Da for
ORF010, 8431.1 Da for ORF012, 5075.2 Da for ORF023, 14119.4 Da for ORF030 and 10281.6 Da for ORF038.

Table 5
Molecular weights, concentration and antibacterial activity of the five bacteriocins after urea treatment.

Bacteriocins Molecular weighta (Da) Concentration (mg/mL) MIC (mg/mL) Activity (UA/mL) Specific activity (UA/mg)

ORF010 8 136.10 21. 3 2.66 800 37.55
ORF012 8 417.59 23.4 2.92 800 34.18
ORF023 5035.80 31.7 3.96 800 25.23
ORF030 14 088.07 317.4 39.67 800 2.52
ORF038 12 230.92 44.7 11.17 400 8.94

a The molecular weight of each bacteriocin with His-Tag was reported by Belguesmia et al. [16].
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manner have shown a better expression level, when they were
produced in E. coli Rosetta (DE3), a strain that harbours a plasmid
(pRARE) coding rare tRNAs. The analysis of each bacteriocin gene
revealed the presence of rare codons (AGG, AGA, CGG, CGA AUA,
CUA, CCC, and GGA) which could affect the translation outcome
[38]. E. coli Rosetta possess the required tRNAs for the codons AGG,
AGA, AUA, CUA, CCC, GGA and ensures efficient translation of the
recombinant bacteriocins [39]. In the purification process devel-
oped here only the bacteriocin encoded by orf030 gene was
obtained in the soluble fraction, the other ones were recovered
from the insoluble fraction. Fahnert et al. [40] reported that
overexpression of recombinant proteins can be lethal for the E. coli
host, yielding to inactive inclusion bodies associated with the
specific folding of these proteins [40]. The formation of the
inclusion bodies may be an advantage for bacteriocin purification
as they can remain protected from the deleterious actions of the
host proteases [36]. In addition to these two hypotheses,
expression of these bacteriocins in other hosts like lactic acid
bacteria, and yeasts could be advantageous.

In this study, the inclusion bodies were solubilized with 4 M of
urea. Urea is a chaotrope molecule that at high concentrations can
lead to denaturation of the secondary structures of proteins. It is
used to inhibit protein aggregation during the folding process,
improving the recovery of bioactive proteins [41]. The solubilized
inclusion body proteins are refolded by removal of the solubilisa-
tion agent. In this study, Ni-NTA affinity chromatography was used
for refolding of solubilized proteins.

5. Conclusions

The in-silico analysis and expression in the native system of the
5 bacteriocin genes of L. paracasei CNCM I-5369 strain was studied.
Their expression was successfully conducted heterologously using
E. coli as a host system. Each bacteriocin heterologously produced
was purified, characterized by MALDI TOF Mass spectrometry and
tested against E. coli ATCC 8739. A synergistic activity was observed
when these five bacteriocins were tested concomitantly on this
target strain.
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RESUME 

Dans ce chapitre, nous nous sommes focalisés sur la bactériocine codée par orf030 renommée 

lacticaséicine 30, qui rappelons-le, est la bactériocine la mieux exprimée en système 

hétérologue parmi les cinq bactériocines de L. paracasei CNCM I-5369.  

La prédiction de sa structure secondaire à l'aide du logiciel I-Tasser (https://zhanggroup.org/I-

TASSER/) a révélé la présence de cinq hélices-α. Cette prédiction a été confirmée par la 

technique de dichroïsme circulaire tant à pH 7, qu’à pH 5 (pH dans lequel la bactériocine est 

active). Par ailleurs, il a été constaté que la proportion d’hélice-α était plus importante à pH 5 

qu’à pH 7. De plus, sa structure tridimensionnelle prédite par le logiciel I-Tasser montre un 

repliement de la bactériocine indiquant des interactions « potentielles » entre ces cinq hélices.  

Pour comprendre l’origine de ces interactions, nous avons voulu dans un premier temps 

identifier les régions impliquées dans l’activité antimicrobienne. Pour cela, différentes formes 

tronquées de la lacticaséicine 30 ont été générées. Ces formes tronquées consistent en 

l’expression de la partie N-terminale (N-ter-lacticaséicine 30) qui est supposée contenir les deux 

premières hélices de la bactériocine, puis l’expression de la partie centrale et C-terminale (C-

ter-lacticaséicine 30) qui est supposée contenir les trois dernières hélices et enfin une forme 

plus courte contenant uniquement la première hélice de la région N-terminale (N-ter-H1-

lacticaséicine 30). Les formes tronquées N-ter-lacticaséicine 30 et C-ter-lacticaséicine 30 sont 

actives contre les bactéries à Gram-négatif, mais aussi contre Listeria innocua CIP 80.11 

utilisée comme modèle de bactéries à Gram-positif. Néanmoins le peptide C-ter-lacticaséicine 

30 perd en activité contre les bactéries à Gram-négatif. Bien que le peptide N-ter-lacticaséicine 

30 affiche une activité identique à celle de la forme non tronquée, le peptide N-ter-H1 contenant 

uniquement la première hélice de la région N-terminale est actif uniquement contre Listeria, 

suggérant ainsi que l’activité anti-Gram-négatif de la région N-terminale nécessite la présence 

des deux hélices. 

La seconde partie avait pour objectifs de créer des mutations spécifiques à l’intérieur des 

hélices, en remplaçant des acides aminés chargés ou aromatiques par des acides aminés neutres, 

ou alors en remplaçant une thréonine ou une alanine par la proline afin de déstabiliser l’hélice. 

Ensuite, les mutants générés ont été testés contre les bactéries à Gram-négatif. Les peptides 

obtenus par modification de la lacticaséicine 30 sont E6G, T7P, E32G, T33P, T52P, D57G, 

A74P, Y78S, Y93S et A97P. L’activité contre les bactéries à Gram-négatif des peptides portant 

les E6G, T7P, D57G, A74P, Y78S, Y93S et A97P est fortement altérée par rapport celle de la 

lacticaséicine 30, alors que celle des peptides portant les mutations E32G, T33P et T52P est 

https://zhanggroup.org/I-TASSER/
https://zhanggroup.org/I-TASSER/
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restée inchangée. Ces résultats montrent que l’acide glutamique 6, la tyrosine 78 et la tyrosine 

93 jouent un rôle important dans l'activité contre les bactéries à Gram-négatif. De plus, les 

substitutions de l'alanine ou de la thréonine par la proline à l'intérieur des hélices 1, 3, 4 et 5 

semblent impacter la stabilité de la lacticaséicine 30. 
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Abstract 29 

Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-5369 has a potential to inhibit the growth of problematic 30 

bacteria, including Gram-negative bacteria such as Escherichia coli strains resistant to colistin. 31 

This inhibition is exerted through the concomitant production of five bacteriocins encoded by 32 

orf010, orf012, orf023, orf030 and orf038. In this work, we focused on the 111-amino acid 33 

bacteriocin encoded by orf030 that was formerly designed as bacteriocin ORF030, and hence 34 

named as lacticaseicin 30. Prediction of the lacticaseicin 30 structure using I-Taser tool revealed 35 

a largely helical structure, which was confirmed by a circular dichroism spectroscopy study. To 36 

identify the structural requirements of the lacticaseicin 30 activity directed against Gram-37 

negative bacteria, series of variants, either shortened or containing point mutations, were 38 

heterologously produced in Escherichia coli and assayed for their antibacterial activity against 39 

a panel of Gram-negative bacteria and against the Gram-positive Listeria innocua. Of note, 40 

variant peptides comprising either the N-terminal region (amino acids 1 to 39), the central and 41 

C-terminal regions (amino acids 40 to 111) were prepared. Furthermore, mutations were 42 

introduced by site-directed-mutagenesis to obtain ten peptide variants E6G, T7P, E32G, T33P, 43 

T52P, D57G, A74P, Y78S, Y93S and A97P. Compared to lacticaseicin 30, the anti-Gram-44 

negative activity of the N-terminal peptide and of variants E32G, T33P, and D57G remained 45 

almost unchanged, while that of the C-terminal peptide and variants E6G, T7P, T52P, A74P, 46 

Y78S, Y93S and A97P was significantly altered. Finally, the N-terminal region was further 47 

shortened to keep only the first 20 amino acid part that was predicted to include the first helix. 48 

The anti-Gram-negative activity of this truncated peptide was then completely abolished.  49 

This study shows that lacticaseicin 30, which is a bacteriocin produced by Lacticaseibacillus 50 

paracasei CNCM I-5369; is active against Gram-negative bacteria, in a pH-dependent manner, 51 

and at least two helices are necessary for this activity. This study shows as well that C-terminal 52 

region carries amino-acids playing a key role in the anti-Gram-negative activity.  53 
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Introduction 54 

Antibiotic crisis, which is endangering the efficacy of antibiotics, is now well acknowledged 55 

worldwide as a serious health problem. Antibiotics which enabled to save millions of lives in 56 

the world since their discovery are now facing a rapid resistance, which decrease significantly 57 

their efficacy. The reasons usually reported to explain such situation include the overuse and 58 

misuse of conventional antibiotics, as well as their inappropriate prescription. Moreover, 59 

possibilities to refill the antibiotic-pipeline are very limited in the near future due to reduced 60 

economic incentives offered to the major pharmaceutical companies (1, 2). In 2014, Lord Jim 61 

O’Neill and his team published a review, in which they estimated that antimicrobial resistance 62 

(AMR) could cause 10 million deaths per year by 2050 (3). This alert has then been quoted 63 

repeatedly and became a refrain for different media, experts, and public health agencies to raise 64 

public’s awareness on the burden associated with antimicrobial resistance. To face this 65 

overwhelmed situation, our focus must shift to alternative therapies for treating bacterial 66 

infections. Related to that, numerous alternatives to antibiotics exist and include bacteriophage 67 

therapy (4, 5), predatory bacteria (6), competitive exclusion of pathogens (7) including 68 

bacteriocins (8–10). These approaches offer clearly advantages such as their specificity and low 69 

detrimental impact on beneficial microbial communities, unlike antibiotics which generally 70 

have collateral damages on the commensal bacteria (11).     71 

Bacteriocins are ribosomally synthesized antimicrobial peptides produced by Gram-72 

positive and Gram-negative bacteria as well as by Archaea (12,13). Bacteriocins exhibit 73 

extensive variations in their molecular weights, inhibitory spectra, modes of action, and 74 

mechanisms of biosynthesis, export and self-protection of the producing strains (14). These 75 

antimicrobial peptides are considered as significant actors of microbial competitions because 76 

of their role in colonizing niches, killing competing strains and using cross-talk or quorum-77 

sensing networks within bacterial communities (15–17).  78 
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Gram-positive bacteriocins are predominantly produced by lactic acid bacteria (LAB). 79 

These bacteriocins, referred here as LAB-bacteriocins, are safe towards Eukarya cells (18, 19). 80 

They can show narrow spectra of activity, acting therefore selectively on members of the same 81 

or closely related species, or broad spectra when targeting other species (20, 21). During the 82 

last years, several classifications of LAB-bacteriocins have been proposed (16, 22, 23). Among 83 

them, the classification proposed by Alvarez-Sieiro et al. (23), dividing LAB-bacteriocins into 84 

three main classes, is largely used. According to this classification the class I of bacteriocins 85 

includes peptides that have undergone post-translational modifications during their 86 

biosynthesis, resulting in the introduction of rare amino acids (such as lanthionine). Class II 87 

includes unmodified bacteriocins having lower molecular weights (<10 kDa), while class III 88 

contains thermo-labile unmodified bacteriocins of more than 10 kDa with a bacteriolytic or 89 

non-lytic mechanism of action (22). Depending on their structural and functional 90 

characteristics, many LAB-bacteriocins act on the cytoplasmic membrane of target bacteria by 91 

forming pores, leading to the leakage of ions and small molecules, or by degrading the cell wall. 92 

With continuing research, LAB-bacteriocins have been allocated with further functions such as 93 

antiviral activity and inhibition of proliferation of unscheduled and unregulated tumor cell line 94 

(16, 24). Gram-negative bacteria are generally resistant to LAB-bacteriocins due to their outer 95 

membrane which confers protection against hydrophobic macromolecules (25,26). 96 

Nonetheless, a limited number of LAB-bacteriocins possessing activity against Gram-negative 97 

bacteria, including Escherichia coli has been reported in the literature (27–30). But if the mode 98 

of action of LAB-bacteriocins against Gram-positive bacteria is globally well documented (8, 99 

31), that exerted against Gram-negative bacteria remains poorly understood. Here, we focused 100 

on Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-5369, a strain isolated from an Algerian dairy product 101 

and recently shown to produce five class II bacteriocins endowed with activity at pH 5 against 102 

Gram-negative bacteria including E. coli resistant to colistin (30). Moreover, we have 103 
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heterologously produced each of these bacteriocins, which are encoded by orf010, orf012, 104 

orf023, orf030 and orf038. The bacteriocin encoded by orf030, here referred as lacticaseicin 105 

30, was obtained in large quantities in the soluble fraction, contrarily to the other produced 106 

peptides (32) and was shown to exhibit a potent activity against E. coli.  107 

In this study, the structure activity relationship of lacticaseicin 30 was investigated. For 108 

this purpose, the predicted secondary structure of this bacteriocin, which includes five helices 109 

distributed over the 111 amino acid sequence, was used to design a series of variants, exhibiting 110 

either truncated sequences including one helix, two helices or three helices, or specific point 111 

mutations. All lacticaseicin 30 variants were assessed for their anti-Gram-negative activity. 112 

 113 

Results  114 

Heterologous expression and partial characterization of lacticaseicin 30  115 

The pT7-6his-030 plasmid (30) was transferred to E. coli Rosetta strain. Then, production of 116 

lacticaseicin 30 was induced by addition of isopropylthio-β-galactoside (IPTG) and purified by 117 

Ni-NTA chromatography. Finally, the 6his-tag was removed using TEV-Protease. The purified 118 

bacteriocin was analysed by MALDI-TOF/MS, as shown on Figure 1.  The most intense peak 119 

(12,350.227) corresponds to the expected m/z value, (m/z is the mass/charge ratio) where z is 120 

equal to 1 and m corresponds to the molecular weight of lacticaseicin 30. The second main peak 121 

(6178.333) probably corresponds to the lacticaseicin 30 m/z value when z=2. The molecular 122 

weight obtained in the MALDI-TOF spectrum correlates to the theoretical molecular weight 123 

determined with Expasy tool (https://web.expasy.org/protparam), which was 12339.17 Da. 124 

Furthermore, the theoretical molecular weight / the observed molecular weight ratio of 125 

lacticaseicin 30 suggested that this bacteriocin did not undergo maturation during its 126 

biosynthesis. The antimicrobial activity of the purified lacticaseicin 30 was tested, with and 127 

without the 6his-tag, at pH5 and their MICs were determined using E. coli ATCC 8739 as the 128 

https://web.expasy.org/protparam
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target strain. Thus, lacticaseicin 30 displayed a same MIC value of 40 µg/ml, with and without 129 

the 6his-tag. The absence of a leader peptide sequence at the N-terminal region and maturation 130 

steps argues on a possible leaderless nature of lacticaseicin 30 and its affiliation to class IIc.  131 

 132 

 133 

Figure 1: MALDI-TOF spectra of Lacticaseicin 30 without 6his-tag. Its molecular weight is 12350.227 134 

Da. The most intense peak (1) corresponds to the expected m/z value, where z is equal to 1 and m 135 

corresponds to the molecular weight of Lacticaseicin 30 (12350.227 Da). The second main peak (2) 136 

probably corresponds to the Lacticaseicin 30 m/z value when z=2. 137 

 138 

Structural analyses of the lacticaseicin 30 139 

The secondary and three-dimensional (3D) structures of lacticaseicin 30 were predicted using 140 

the I-Tasser software. As seen on Figure 2, the predicted secondary structure of lacticaseicin 141 

30 is characterized by the presence of five α-helices over the whole 111 amino acid sequence. 142 

The prediction of the 3D-structure revealed a folding with potential interactions between these 143 

five distinct α-helices (Fig. 2). This largely helical structure was then confirmed by a circular 144 

dichroism (CD) study. Lacticaseicin 30 secondary structure was analyzed by CD spectroscopy, 145 

at  pH7 and pH5, in the presence or absence of sodium dodecyl sulfate (SDS) micelles used as 146 

a model of anionic membrane bilayer (33). The CD spectra showed that the lacticaseicin 30 147 

adopts a helical structure at both pH5 and pH7, in the presence or absence of SDS micelles 148 
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(Fig. 3A). The content of the different secondary structure, in terms of helix, antiparallel- and 149 

parallel -sheets, and turns, was evaluated using the BestSel software (Fig. 3B). The percentage 150 

of α-helix in the presence of SDS micelles was 29% at pH 7, and 63% at pH 5., Of note in the 151 

absence of SDS micelles, it was estimated to 41% and 54%, respectively. These results suggest 152 

that an acidic pH environment favorizes a higher proportion of helix, and helps folding the 153 

active structure of the lacticaseicin 30 (Fig. 3B).  154 

 155 

 156 

 157 

158 

Figure 2. Prediction of secondary and tridimensional structure of lacticaseicin 30  159 
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160 
Figure 3: (A) Circular dichroism spectra of Lacticaseicin 30 at pH7 (blue) and pH5 (red). All spectra 161 

were recorded with and without 10 mM SDS micelles. (B) The secondary structure content (%) of 162 

Lacticaseicin at pH7 and pH5, was predicted using the BestSel Software. 163 

 164 

Design of lacticaseicin 30 variant-peptides  165 

Variant-peptides designed and constructed prompted us to locate part of lacticaseicin 30, which 166 

is involved in the anti-Gram-negative activity; an activity which is rarely reported for LAB-167 

bacteriocins. To this end, the DNA coding for the N-terminal region carrying first two helices 168 

(from Met1 to Asp39), central or C-terminal regions carrying the last three helices (from Glu40 169 

to His111) was cloned into the pET-32b plasmid, leading to the variant-peptide named N-ter-170 

lacticaseicin 30 and C-ter-lacticaseicin 30, respectively. Of note, a shortened N-terminal region 171 

carrying only the first α-helix (from Met1 to Thr20), designed as N-ter-H1-lacticasecin 30, was 172 

as well expressed in this system, considering nonetheless that thioredoxin (TRX) and 6his-tags 173 

located upstream of the muticloning site improve solubility of the variant-peptides and their 174 

purification by the Ni-NTA chromatography. 175 

In addition, several mutants were generated by site-directed mutagenesis, in order to identify 176 

the amino acids, which are potentially playing a role in the anti-Gram-negative activity. To this 177 

purpose, charged (Glu, Asp) or aromatic (Tyr) amino acids located inside of each α-helix were 178 
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replaced by an uncharged amino acid (Gly, Ser). Furthermore, amino acids located in the center 179 

of each helix were substituted by a proline in order to disrupt the α-helix and induce a 180 

modification of the structural conformation of the peptide.  181 

 182 

The N-terminal region is sufficient to exert anti-Gram-negative activity  183 

After being produced, purified, quantified, the lacticaseicin 30 bacteriocin and its variants either 184 

N-ter-lacticaseicin 30, C-ter-lacticaseicin 30 and N-ter-H1-lacticaseicin 30, were assessed for 185 

their antibacterial activity, which was determined, at pH5, against different Gram-negative 186 

bacteria and L. innocua CIP 80.11 as Gram-positive bacterium (Table 1). Therefore, 187 

lacticaseicin 30 exhibited activity against all these target bacteria (Table 1), particularly against 188 

E. coli ATCC 8739 and P. vulgaris ATCC 33420, which MIC values resulted to be the lowest 189 

ones (40 µg/ml), conversely to that obtained against P. aeruginosa ATCC 27853 (160 µg/ml). 190 

The antibacterial activity against Gram-negative bacteria was clearly proven and depends on 191 

the target strain. Remarkably, the shortened variant-peptides, either N-ter-lacticaseicin 30 or C-192 

ter-lacticaseicin 30, exhibited activity against the aforementioned Gram-negative target 193 

bacteria, as well as against the Gram-positive L. innocua CIP 80.11. Although the MIC values 194 

obtained with the N-ter-lacticaseicin 30 and C-ter-lacticaseicin 30 variant-peptides revealed 195 

that the N-terminal region of lacticaseicin 30 appeared to be sufficient for the anti-Gram-196 

negative activity, whereas that of the truncated N-terminal peptide N-ter-H1-lacticasecin 30 197 

was fully abolished, arguing that the first helix of N-terminal part was insufficient for anti-198 

Gram-negative activity.  199 
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Table 1: Determination of the MICs (µg/ml) of truncated forms of Lacticaseicin 30 and its 200 

truncated forms.  201 

Peptides  E. coli ATCC 

8739 

Salmonella Newport 

ATCC 6962 

P. vulgaris ATCC 

33420 

P. aeruginosa ATCC 

27853 

L. inocua CIP 80.11 

Lacticaseicin 30 40 80 40 160 100 

N-ter_ Lacticaseicin 30 40 80 40 320 100 

C-ter_ Lacticaseicin 30 160 160 160 320 100 

N-ter-H1_ ORF030 - - - - 100 

(-) Absence of activity 202 

Abbreviations of target bacteria used here. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Newport ATCC 203 

6962 (Salmonella Newport 6962), Escherichia coli ATCC 8739 (E. coli ATCC 8739), Proteus vulgaris 204 

ATCC 33420 (P. vulgaris ATCC 33420), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (P. aeruginosa ATCC 205 

27853), Listeria inocua CIP 80.11 (L. inocua CIP 80.11) 206 

 207 

Critical amino acids critical involved in the anti-Gram-negative activity of lacticaseicin 30  208 

Different variant-peptides of lacticaseicin 30 were generated by site-directed-mutagenesis using 209 

the pT7-6his-030 plasmid. These substitutions were performed in regions expected to play a 210 

key role in the folding of this bacteriocin. Importantly, these amino-acids substitutions were 211 

introduced in the middle of each α-helix in order to induce a conformational structural change. 212 

Thus, charged amino acids like glutamic acid or aromatic amino-acids like tyrosine were 213 

replaced by uncharged amino acids like glycine or serine, or by proline known for its role in 214 

breaking or introducing kinks in helices, due to the lack of amide proton (34). 215 

As depicted on Table 2, the antibacterial activity of lacticaseicin 30 and its associated variants 216 

was measured against different Gram-negative bacteria (Table 2). Overall, amino acids 217 

substituted led to a decrease in the antibacterial activity, except for E32G, T33P and D57G 218 

peptides, which MIC values remained unchanged and similar to that of the lacticaseicin 30 219 

(Table 2). For E32G and T33P, the mutations are located in the N-terminal part, and for tD57G, 220 

the mutation is located in the C-terminal part (Table 2). These results suggest that glutamic 221 

acid 6, tyrosine 78 and tyrosine 93 are likely key elements in the anti-Gram-negative activity. 222 

Noteworthy, the substitution of alanine or threonine by a proline inside of helices 1, 3, 4 and 5 223 
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appeared to impact their stability, as a decrease of the antibacterial activity was registered 224 

(Table 2). 225 

Table 2: Variants peptides issued from Lacticaseicin 30 and their Minimum Inhibitory 226 

Concentrations (µg/ml)  227 

Peptide Sequence 

L-30 MTDKRETLMSMLSKAYANPTIKAEPALRALIETNAKKVDEGDDEKAYVTAVTQLSHDISKYYLIHHAVPEELVAVFNYIKKDVPAADIDAARYRAQALAAGLVAIPIVWGH 
 

α-Helix                                Coils                                   mutated amino acids 

Peptides Original 
codon 

Mutated 
codon 

E. coli ATCC 
8739 

Salmonella  Newport 
ATCC 6962 

P. vulgaris 
ATCC 33420 

P. aeruginosa ATCC 
27853 

L-30 - - 40 80 40 100 

E6G Glutamic 
acid 6 
(GAA) 

glycine (GGA) 100 160 100 400 

T7P Threonine 
7 (ACT) 

proline (CCT) 60 160 60 200 

E32G Glutamic 
acid 32 
(GAA) 

glycine (GGA) 40 80 40 100 

T33P Threonine 
33 (ACC) 

proline (CCC) 40 80 40 100 

T52P Threonine 
52 (ACT) 

proline (CCT) 70 140 70 200 

D57G Aspartic 
acid 57 
(GAC) 

glycine (GGC) 40 80 40 100 

A74P Alanine 74 
(GCC) 

proline (CCC) 100 160 100 200 

Y78S Tyrosine 
78 (TAC) 

serine (TCC) 100 200 100 400 

Y93S Tyrosine 
93 (TAT) 

serine (TCT) 70 140 70 200 

A97P Alanine 97 
(GCC) 

proline (CCC) 60 100 60 200 

L-30 : lacticaseicin 30 228 

 229 

Discussion 230 

Antimicrobial peptides (AMP), including bacteriocins are, which exhibit potent and wide 231 

spectrum of antimicrobial activity. Overall, the presence of positive charges and hydrophobic 232 

residues constitutes a common trait of AMP. In terms of mode of actions, AMP, including 233 
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bacteriocins, act as potent antibiotic by causing pores in the cell-wall, altering the microbial 234 

metabolic pathways or inhibiting DNA/RNA/protein synthesis (35–38). 235 

Bacteriocins can be bacteriostatic or bactericidal, induce a rapid killing effect and display a 236 

lower propensity to develop resistance than do conventional antibiotics (10, 20, 39, 40). Overall, 237 

the mode of action of LAB-bacteriocins against Gram-positive, and on liposomes model, is well 238 

studied (8, 31).  239 

Nonetheless, LAB-bacteriocins with activity against Gram-negative bacteria are reported in 240 

limited reported (27, 28, 30), but their mode of action remains to be fully understood.  241 

We have recently isolated and characterized the inhibitory spectrum of L. paracasei CNCM I-242 

5369, a strain isolated from an Algerian dairy product capable to produce five distinct class II 243 

bacteriocins active only at pH 5 against Gram-negative bacteria including E. coli resistant to 244 

colistin (30). Here, only one of these bacteriocins, viz lacticaseicin 30 was used as a model to 245 

decrypt this unusual activity. Its antibacterial activity results from the combined action between 246 

the peptide and an acidic pH (pH5) (30, 32). According to the classification proposed by 247 

Alvarez-Sieiro (23), lacticaseicin 30 appeared to meet characteristics of class IIc bacteriocins. 248 

Of note, this bacteriocin is synthesized without a leader sequence, and do not undergo post-249 

translational modifications, suggesting its could be a novel leaderless bacteriocin. Pérez-Ramos 250 

et al. (41) reported that leaderless bacteriocins disrupt the cell membrane of the target bacteria  251 

and most of them do not require any docking molecule for their antimicrobial activity. It was 252 

observed that the lacticaseicin 30 has more negatively charged residues (aspartate and 253 

glutamate) than positively charged residues (Arginine and lysine) and its isoelectric point (pI) 254 

was 6.05. This type of AMPs was yet reported (42, 43). At a neutral pH (pH> pI), the peptide 255 

is anionic while at an acidic pH (pH<pI), the peptide is cationic. Furthermore, it contains many 256 

hydrophobic residues. As previously mentioned, hydrophobic and cationic residues are the 257 

main characteristics of AMPs, and the presence of cationic residues can mediate interactions 258 
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with negatively charged bacterial lipids, while the hydrophobic residues could degrade the 259 

membrane (44). 260 

Of note, Lacticaseicin 30 contains 111 amino-acids 261 

(MTDKRETLMSMLSKAYANPTIKAEPALRALIETNAKKVDEGDDEKAYVTAVTQLSHDISKYYLIH262 

HAVPEELVAVFNYIKKDVPAADIDAARYRAQALAAGLVAIPIVWGH) and structured onto 5 263 

distinct helices, as shown in bold characters, based on the I-Taser tool analysis and circular 264 

dichroism spectroscopy assays performed in the presence of SDS micellar solutions either at 265 

pH 5 or pH 7 (Fig. 3). 266 

As indicated on Table 1, the activity towards Gram-negative target bacteria appeared to be 267 

exerted in a strain-dependent manner. Regarding the activity against Gram-negative target 268 

bacteria, it is to note the increase of MICs with the shortened peptide carrying the C-terminal 269 

region of lacticaseicin 30, in comparison with the unmodified peptide (Table 1). Accordingly, 270 

the antibacterial susceptibility has decreased 4-fold against E. coli ATCC 8739, 2-fold against 271 

Salmonella enterica serovar Newport ATCC 6962 and Proteus vulgaris ATCC 33420. 272 

Remarkably, these shortened analogs displayed a same activity against Pseudomonas 273 

aeruginosa ATCC 27853.  274 

It is worthy to note, that assays performed on different E. coli strains carrying or not 275 

modifications on their LPS were conducted with novel  bacteriocin including thereof the class 276 

II lacticaseicin 30 (30), and data obtained did not permit to designate LPS as the main target of 277 

these novel class II bacteriocins. 278 

Nonetheless, the activity against Listeria innocua CIP 80.11, used as Gram-positive target strain 279 

remained unchanged. These data indicate the pivot role of the C-terminal region, which had the 280 

effect in reducing the antibacterial activity. This study showed high consistency with various 281 

studies underpinning the role of C-terminal region of bacteriocins. Related to that, Van Kraaij 282 

et al. (45), showed that pore formation by nisin involves a translocation of its C-terminal region 283 
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across the membrane. Then, Johnsen et al. (46) revealed the pivot role of the C-terminal region 284 

of pediocin-like bacteriocins (class IIa bacteriocin) in determining their antibacterial spectrum; 285 

a characteristic that was then confirmed for the class IIa divercin VR41 (47). Contrarily to the 286 

aforementioned bacteriocins, lacticaseicin 30 is active against Gram-negative bacteria. 287 

To gain more insights on the antibacterial activity of lacticaseicin 30, another analog was 288 

synthesized and consisted in expression and production of a more shortened N-terminal part 289 

carrying only amino-acids from 1 to 20 and one predicted α-helix 290 

(MTDKRETLMSMLSKAYANPT), and designed as N-ter-H1-lacticaseicin 30. As indicated on 291 

Table 1, the antibacterial activity remained unchanged against the Gram-positive target strain, 292 

whereas it was completely abolished against the Gram-negative target bacteria. This result that 293 

at least two α-helices from the N-terminal region are requested to act against Gram-negative 294 

bacteria. Furthermore, substitutions of amino-acids have been performed, by site-directed 295 

mutagenesis, in the primary sequence of lacticaseicin 30 with the aim to understand their role 296 

on the global antibacterial activity. Site-directed mutation refers to the redesign of natural 297 

antimicrobial peptides by adding, deleting or replacing one, or several amino acid residues (48). 298 

Therefore, two type of key mutations have been created. The first consisted to replace glutamic 299 

acid, aspartic acid or tyrosine by glycine or serine, the second consisted to replace threonine or 300 

alanine by proline. These mutations have been created inside of each predicted α-helix structure. 301 

Then, these variant-peptides designed E6G, T7P, D57G, A74P, Y78S, Y93S, A97P, E32G, 302 

T33P and T52P were tested for their activities against the listed target Gram-negative bacteria. 303 

As indicated on Table 2, these variant-peptides exhibited overall a loss in the antibacterial 304 

activity excepted for E32G, T33P and T52P which anti-Gram-negative activity remained 305 

unchanged.  306 
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Proline is a typical non-polar amino acid. Proline-riche AMP act differently from other AMPs. 307 

Indeed, they get into the bacterial cytoplasm through the inner membrane transporter SbmA 308 

instead of killing bacteria through membrane disruption (49). Subsequently, once in the 309 

cytoplasm, proline-rich AMPs target ribosomes and block the binding of aminoacyl-tRNA to 310 

peptidyltransferase center, and interfere with protein synthesis (50). In the case of the 311 

lacticaseicin 30 used here, and which is devoid of proline residues, the substitution by T7, T52, 312 

A74 and A97 by prolines decreases the activity of the corresponding peptides. Indicating that 313 

the mechanism implied in the anti-Gram-negative activity of the lacticaseicin 30 is perturbed 314 

by the introduction of the proline. 315 

On the other hand, the R group of glycine is generally classified as a non-polar amino acid in 316 

biology. Glycine-rich AMPs widely exist in the nature (51, 52). These peptides contain 14% to 317 

22% glycine residues, which have an important effect on the secondary structure of the peptide 318 

chain.  319 

To sum up, lacticaseicin 30 adopts a secondary structure characterized by five α-helices. The 320 

generation of derivative-peptides, carrying a single mutation, or truncated, enabled to show 321 

some amino acids playing a role in the structure of lacticaseicin 30 and consequently in its 322 

activity against Gram-negative bacteria. Moreover, this study permitted to establish that a least 323 

two-helices are required to undergo anti-Gram-negative activity. These promising 324 

achievements open a new avenue in the characterization of LAB-bacteriocins endowed with 325 

activity against Gram-negative bacteria. Nevertheless, further experiments based on the use of 326 

directed or random mutagenesis, are scheduled for the near future with the aim to provide 327 

variants with enhanced anti-bacterial activity.  328 
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Experimental procedures 329 

Bacterial strains, plasmids and culture conditions 330 

Bacterial strains and plasmids used in this work are listed in Table 3. E. coli strains were grown 331 

in Luria-Bertani (LB) broth (53) at 37°C with shaking at 160 rpm and when necessary 332 

ampicillin at 100 μg/mL (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) was added to the medium. Strains 333 

used as target organisms to assess antibacterial activity were cultivated, without shaking, in 334 

Brain Heart Infusion (BHI, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) medium at 37C for 12-18 335 

h before use. 336 

Table 3. Bacterial strains and plasmids used in this study. 337 

Strains and Plasmids Relevant characteristics References 

Strains   

Strains used for heterologous expression and cloning 

Escherichia coli JM109 recA1. endAl, gyrA96, thi. hsdR17, supE44, relA1, I-, A(iac-proAB), [F', 

traD36, proAB, iacIqZAM15] 

 

Promega, Madison, United 

States 

Escherichia coli Rosetta [F´, traD36, ΔompP, proA+B+, lacIq, 

Δ(lacZ)M15]ΔompT, endA1, recA1, gyrA96 (Nalr), thi-1, hsdR17 (rk
–, mk

+), 

e14– (McrA–), relA1, supE44, Δ(lac-proAB), Δ(rhaBAD)::T7 RNA 

polymerase 

Promega, Madison, United 

States 

 

Strains used as targets for antimicrobial activity tests 

Escherichia coli ATCC 8739  (30) 

Listeria inocua CIP 80.11  (62) 

Proteus vulgaris ATCC 33420  (63) 

Salmonella enterica Serotype Newport ATCC 6962 (64) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (65) 

Plasmids 

pT7-6his-030 pT7, His-tag, Tev-site, orf030, AmpR, LacI, LacO 

 

(30) 

pET-32b(+) pT7, His tag, Trx-tag, S-tag, AmpR, LacI, LacO, MCS  MercK Millipore, Burlington, 

United States 

 

pET-32b-030 pET-32b(+) derivative carrying a 333 pb DNA fragment from pT7-6his-

030 with orf030 gene 

 

In this study 

pET32b-Nter_030 pET-32b(+) derivative carrying a 117 pb DNA fragment from pT7-6his-

030 with orf030 gene fragment 

 

In this study 

pET32b-Cter_030 pET-32b(+) derivative carrying a 216 pb DNA fragment from pT7-6his-

030 with orf030 gene fragment 

In this study 

https://meridian.allenpress.com/jfp/article-abstract/69/4/749/171683
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pET32b-Nter-H1_030 pET-32b(+) derivative carrying a 81 pb DNA fragment from pT7-6his-030 

with orf030 gene fragment 

In this study 

pT7: T7 promoter, AmpR: ampicillin resistant,  LacI : lacI coding sequence, LacO : lac Operator  338 

 339 

Construction of derivative ORF030 peptides carrying N-terminal part (Nter- lacticaseicin 340 

30), central and C-terminal part (Cter- lacticaseicin 30) and their expression in E. coli 341 

cells 342 

All oligonucleotides used in this work are listed in Table 4. The molecular cloning and other 343 

standard techniques used to thereof to perform genetic construction of lacticaseicin 30 and 344 

derivative peptides like  Nter- lacticaseicin 30,  Cter- lacticaseicin 30 and Nter-H1- lacticaseicin 345 

30 plasmids were described by Sambrook J. et al (54).  The orf030, orf030-nter, orf030-cter 346 

and orf030-nter-h1 were amplified by PCR using pT7-6his-030 plasmid as template and F-347 

BamHI-030 and R-030-HindIII (for orf030), F-BamHI-030 and R-Nter_030-HindIII (for 348 

orf030-nter), F-BamHI-Cter_030 and R-030-HindIII (for orf030-cter) and F-BamHI-030 and 349 

R-Nter-H1_030-HindIII (for orf030-nter-h1) primers. Then, each PCR product was cloned 350 

between the BamHI and HindIII sites of the pET-32b(+) plasmid.  351 

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, restriction endonucleases and T4 ligase were obtained 352 

from ThermoFicher Scientific (Thermo Scientific, Waltham, MA, United States) and used in 353 

accordance with the manufacturer's instructions. Plasmids and PCR products were purified 354 

using NucleoSpin kits (Macherey-Nagel, Düren, Germany) and the final plasmid constructions 355 

were verified by PCR and sequencing (Eurofins, Ebersberg, Germany). The resulting sequences 356 

were analyzed using the SnapGenes tool (GSL Biotech LLC, San Diego, USA).  357 
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Table 4. Sequences of oligonucleotide primers used in this study. 358 

Name Sequence 5′ → 3′ Use 

F-BamHI-030 AAAAGGATCCATGACAGACAAACGTGAAACTT 

 

Amplification of orf030 up-stream fragment 

R-030-HindIII AAAAAAGCTTCTAATGCCCCCAAACAATGG Amplification of orf030 down-stream fragment 

R-Nter_030-HindIII AAAAAAGCTTCTAATCAACCTTTTTGGCGTTGGT Amplification of orf030_nter down-stream fragment 

F-BamHI-Cter_030 AAAAGGATCCATGGAAGGTGATGACGAAAAGGC Amplification of orf030_cter up-stream fragment 

R-Nter-H1_030-HindIII AAAAAAGCTTTTACGTTGGATTAGCGTATGCC  Amplification of orf030_nter-h1 down-stream 

fragment 

F-030_mutE6G ACAGACAAACGTGGAACTTTAAT to make mutations in the pT7-6his-030 plasmid in 

order to replace the Glu 6 to Gly in ORF030 R-030_mutE6G ATTAAAGTTCCACGTTTGTCTGT 

 

F-030_mutT7P AAACGTGAACCTTTAATGTCG to make mutations in the pT7-6his-030 plasmid in 

order to replace the Thr 7 to Pro in ORF030 

 

R-030_mutT7P CGACATTAAAGGTTCACGTTT 

F-030_mutE32G GCGCTTATCGGAACCAACG to make mutations in the pT7-6his-030 plasmid in 

order to replace the Glu 32 to Gly in ORF030 

 

R-030_mutE32G CGTTGGTTCCGATAAGCGC 

F-030_mutT33P GCTTATCGAACCCAACGC to make mutations in the pT7-6his-030 plasmid in 

order to replace the Thr 33 to Pro in ORF030 

 

R-030_mutT33P GCGTTGGGTTCGATAAGC 

F-030_mutT52P CGGCTGTCCCTCAGTT to make mutations in the pT7-6his-030 plasmid in 

order to replace the Thr 52 to Pro in ORF030 

 

R-030_mutT52P AACTGAGGGACAGCCG 

F-030_mutD57G GTTGTCCCACGGCATTTCC to make mutations in the pT7-6his-030 plasmid in 

order to replace the Asp 57 to Gly in ORF030 

 

R-030_mutD57G GGAAATGCCGTGGGACAAC 

F-030_mutA77P CTGGTGCCCGTCTTCA to make mutations in the pT7-6his-030 plasmid in 

order to replace the Ala 77 to Pro in ORF030 

 

R-030_mutA77P TGAAGACGGGCACCAG 

F-030_mutY78S CCGTCTTCAATTCCATCAAAAA to make mutations in the pT7-6his-030 plasmid in 

order to replace the Tyr 78 to Ser in ORF030 

 

R-030_mutY78S TTTTTGATGGAATTGAAGACGG 

F-030_mutY93S GCACGTTCTCGCGCGCAA to make mutations in the pT7-6his-030 plasmid in 

order to replace the Tyr 93 to Ser in ORF030 

 

R-030_mutY93S TTGCGCGCGAGAACGTGC 

F-030_mutA97P GCGCAACCCTTGGC to make mutations in the pT7-6his-030 plasmid in 

order to replace the Ala 97 to Pro in ORF030 

 

R-030_mutA97P GCCAAGGGTTGCGC 

T7 TAATACGACTCACTATAGGGGA Cloning verification in pET-32(+) plasmid 

T7 term GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

 359 

  360 
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Construction of derivative lacticaseicin carrying N-terminal part (Nter- lacticaseicin 30), 361 

central and C-terminal part (Cter- lacticaseicin 30) and their expression in E. coli cells 362 

All oligonucleotides used in this work are listed in Table 4. The molecular cloning and other 363 

standard techniques used to thereof to perform genetic construction of lacticaseicin 30 and 364 

derivative peptides like  Nter- lacticaseicin 30,  Cter- lacticaseicin 30 and Nter-H1- lacticaseicin 365 

30 plasmids were described by Sambrook J. et al (54).  The orf030, orf030-nter, orf030-cter 366 

and orf030-nter-h1 were amplified by PCR using pT7-6his-030 plasmid as template and F-367 

BamHI-030 and R-030-HindIII (for orf030), F-BamHI-030 and R-Nter_030-HindIII (for 368 

orf030-nter), F-BamHI-Cter_030 and R-030-HindIII (for orf030-cter) and F-BamHI-030 and 369 

R-Nter-H1_030-HindIII (for orf030-nter-h1) primers. Then, each PCR product was cloned 370 

between the BamHI and HindIII sites of the pET-32b(+) plasmid.  371 

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, restriction endonucleases and T4 ligase were obtained 372 

from ThermoFicher Scientific (Thermo Scientific, Waltham, MA, United States) and used in 373 

accordance with the manufacturer's instructions. Plasmids and PCR products were purified 374 

using NucleoSpin kits (Macherey-Nagel, Düren, Germany) and the final plasmid constructions 375 

were verified by PCR and sequencing (Eurofins, Ebersberg, Germany). The resulting sequences 376 

were analyzed using the SnapGenes tool (GSL Biotech LLC, San Diego, USA).  377 

 378 

Construction of lacticaseicin 30 peptide derivatives plasmids for expression in E. coli cells 379 

Each lacticaseicin derivative plasmid was generated by site-directed mutagenesis using the 380 

pT7-6his-030 plasmid as template and the appropriate primers (Table 4), using the QuikChange 381 

II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), following the 382 

recommended instructions.   383 

 384 

 385 
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Expression and purification of lacticaseicin 30 and its variant-peptides 386 

Each plasmid constructed in this work has been expressed in E. coli Rosetta strain and grown 387 

at 37°C in LB broth, supplemented with ampicillin, until to reach the mid-log phase. Expression 388 

was then induced by adding 0.5 mM isopropyl β-d-1-thiogalactopyranoside (IPTG, Sigma-389 

Aldrich, St Louis, MO, USA), and the cells were incubated for three additional hours at 37 °C 390 

with shaking at 160 rpm. Afterwhich, cells were harvested by centrifugation and re-suspended 391 

in the Tris−HCl buffer (20 mM Tris–HCl pH 8, 300 mM NaCl). 392 

Then, cells were lysed by sonication (OmniRuptor 4000 Ultrasonic Homogenizer, Omni 393 

International, Kennessaw, GA, USA) on ice-cold water and centrifugated at 11,000 g for 1 hour. 394 

The supernatant was loaded onto a column containing Nickel resin grafted on a nitrilo-tri-acetic 395 

matrix (Protino Ni-NTA Agarose, Machery-Nagel, Düren, Germany) previously equilibrated 396 

with Tris−HCl buffer. Resin was washed with 2 x 10 bed volumes of Nickel resin of the same 397 

buffer supplemented with 30 mM imidazole and the bacteriocins were eluted using 5 bed 398 

volumes of Nickel resin of the previous buffer supplemented with 200 mM imidazole. A 399 

desalting step was performed using PD miditrap columns (GE Healthcare Life Science, Pollard, 400 

United Kingdom) to remove the imidazole. The histidine-tag was removed with Tev-protease 401 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), while TRX-tag was removed with Enterokinase (New 402 

England Biolabs, Ipswich, USA). To separate the tag and the peptide without tag, an additional 403 

Ni-NTA chromatography was performed. The purity is verified by Tricine-SDS-PAGE (55). 404 

When necessary, bacteriocins suspensions without salt were lyophilized using the Freeze dryer 405 

Lyolab 3000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, United States) following the recommended 406 

instructions.  407 

Final concentration of each peptide after being purified was determined with the Bicinchoninic 408 

Acid Assay protein kit (BCA, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), as recommended by the 409 

supplier.  410 
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Mass spectrometry 411 

The bacteriocin was detected by matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass 412 

spectrometry (MALDI-TOF/MS). Before to start the analysis, bacteriocin suspension was 413 

concentrated using PierceTM C18 tips (Thermo Scientific, Waltham, MA, United States). The 414 

analysis was carried out using the Autoflex Speed MALDI TOF/TOF equipment (Bruker 415 

Daltonics, Bremen, Germany) and spectra were obtained using flexAnalysis softewar (Bruker 416 

Daltonics, Bremen, Germany).  417 

 418 

Circular dichroism spectroscopy   419 

Circular dichroism measurements were performed in a 1 mm quartz cuvette using the JASCO 420 

810 spectrophotometer performed (Jasco, Tokyo, Japan) without or with 10 mM of sodium 421 

dodecyl sulfate (SDS) micelle. The acquisition of the spectra was performed at 25°C, in the 422 

wavelength range from 190 to 260 nm for all samples and under nitrogen atmosphere. Before 423 

the measurement, the lyophilized bacteriocin was dissolved in phosphate buffer at pH 7 or pH 424 

5 (56) to obtain a final concentration equivalent to 12 µg/ml. All spectra were recorded with 425 

appropriate blank subtractions and averaging of three independent measurements. The amounts 426 

of structural motifs were calculated using the BeStSel server (57).   427 

To complement the results obtained by the circular dichroism method, a prediction of the 428 

secondary and three-dimensional structure of the  Lacticaseicin 30 was performed using  the I-429 

Tasser tool (58, 59). 430 

 431 

Antimicrobial activity  432 

The antimicrobial activity of the lacticaseicin 30 and its derivatives were tested by critical-433 

dilution micromethod using different target strains (60). Samples were acidified to a pH 5 and 434 

sterilized by filtration. Serial double dilutions of the filtrate samples were made in 200 µl 435 

volumes of BHI in a sterile 96-well Falcon microtiter plate (Corning, Tewksbury, MA, USA). 436 
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Each well was inoculated with 2 µl of overnight culture of the target strain. Then, microplates 437 

were incubated at 37°C for 24 h without agitation. Bacterial growth was estimated by measuring 438 

absorbance at 620 nm using a microtiter plate scanner (Biotech Instruments Inc, Winooski, VT, 439 

USA). The antibacterial activity was determined in Arbitrary Units per millilitre (AU/ml) 440 

according to the following formula: 2n x (1000 µl/ deposited volume), with n corresponding to 441 

the highest number of dilution at which growth inhibition of the sensitive strain is observed 442 

(61). Therefore, the minimal inhibitory concentration was directly determined from the 443 

bacteriocin activity and was defined as the lowest concentration of bacteriocin resulting in no 444 

visible turbidity after 24 h of incubation.  445 
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Chapitre 3 : Application de la combinaison de la 

lacticaséicine 30-colistine contre des souches cliniques 

d’entérobactéries affichant une résistance à la colistine 

Application of the lacticaseicin 30-colistin combination 

against enterobacterial clinical strains exhibiting colistin 

resistance phenotypes 

 



Résumé 

Dans ce chapitre, nous avons voulu caractériser l’effet de la lacticaséicine 30 produite en 

système hétérologue seule, ou l’effet de celle-ci quand elle est combinée à la colistine sur des 

souches cliniques à Gram-négatif résistantes à la colistine. 

Différentes entérobactéries pathogènes isolées de patients hospitalisés au Centre hospitalier 

universitaire de Lille ont été utilisées. Parmi les souches, il y a Enterobacter cloacae H51, 

Salmonella Enteritidis H10, S. Typhimurium H97, E. coli 45, E. coli 51, E. coli 66, Klebsiella 

oxytoca H40, K. variicola H71, K. variicola H77, K. pneumoniae H79 et K. pneumoniae H79. 

A noter que les profils génétiques de ces souches ont été déterminés par la technique de RAPD 

(random amplified polymorphism DNA), pour écarter les souches redondantes. Un 

antibiogramme a été réalisé pour examiner la sensibilité de ces souches contre un large panel 

d’antibiotiques. L’antibiogramme a été réalisé par le système VITEK® 2 (Biomerieux, Marcy-

l'Étoile, France), et se basant sur les recommandations du Comité de l’antibiogramme de la 

Société Française de Microbiologie (CA-SFM) et celles de European Committee for Antibiotic 

Susceptibility Testing (l’EUCAST). Les 11 souches d’entérobactéries testées ont révélé des 

profils de multirésistante et présentent toutes une résistance à la colistine. Par ailleurs, le gène 

mcr conférant la résistance à la colistine de chaque souche cible, a été identifié par la technique 

de PCR. Toutes les souches présentent le gène mcr-1, excepté les souches E. cloacae H51, E. 

coli 52 et K. variicola H77. Les souches E. cloacae H51 et K. variicola H77 possèdent, quant 

à elles, le gène mcr-9, tandis que le support génétique de résistance à la colistine de la souche 

E. coli 52 reste à élucider. 

Après avoir produit et purifié la lacticaséicine 30 recombinante, la synergie de cette dernière 

avec la colistine a été évaluée contre les souches précédemment citées, en utilisant la méthode 

de « l’échiquier ». Un effet synergique résultant de la combinaison de la lacticaséicine 30 et de 

la colistine a été observé pour les souches E. coli 45, E. coli 51, E. coli 52, E. coli 66, K. 

variicola H77 et S. typhimurium H97. 

L’expression du gène mcr des souches pour lesquelles un effet synergique de la lacticaséicine 

30-colistine a été observé, a fait l’objet d’une analyse par la technique de qPCR, après traitement 

de la souche cible avec chacun de ces antibactériens (colistine, lacticaséicine 30 et leur 

combinaison) à des concentrations subinhibitrices (CMI/2). Nous avons constaté que la 

présence de la colistine seule à des concentrations subinhibitrices induisait une surexpression 

du gène mcr, alors que le traitement par la combinaison lacticaséicine 30-colistine diminuait 

drastiquement leur niveau d’expression. 
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Abstract: Antimicrobial resistance is a global health concern across the world and it is foreseen to
swell if no actions are taken now. To help curbing this well announced crisis different strategies
are announced, and these include the use of antimicrobial peptides (AMP), which are remarkable
molecules known for their killing activities towards pathogenic bacteria. Bacteriocins are ribosomally
synthesized AMP produced by almost all prokaryotic lineages. Bacteriocins, unlike antibiotics, offer
a set of advantages in terms of cytotoxicity towards eukaryotic cells, their mode of action, cross-
resistance and impact of microbiota content. Most known bacteriocins are produced by Gram-positive
bacteria, and specifically by lactic acid bacteria (LAB). LAB-bacteriocins were steadily reported and
characterized for their activity against genetically related Gram-positive bacteria, and seldom against
Gram-negative bacteria. The aim of this study is to show that lacticaseicin 30, which is one of the
bacteriocins produced by Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-5369, is active against Gram-negative
clinical strains (Salmonella enterica Enteritidis H10, S. enterica Typhimurium H97, Enterobacter cloacae
H51, Escherichia coli H45, E. coli H51, E. coli H66, Klebsiella oxytoca H40, K. pneumoniae H71, K. variicola
H77, K. pneumoniae H79, K. pneumoniae H79), whereas antibiotics failed. In addition, lacticaseicin 30
and colistin enabled synergistic interactions towards the aforementioned target Gram-negative clinical
strains. Further, the combinations of lacticaseicin 30 and colistin prompted a drastic downregulation
of mcr-1 and mcr-9 genes, which are associated with the colistin resistance phenotypes of these
clinical strains. This report shows that lacticaseicin 30 is active against Gram-negative clinical strains
carrying a rainbow of mcr genes, and the combination of these antimicrobials constitutes a promising
therapeutic option that needs to be further exploited.

Keywords: lacticaseicin 30; colistin; Gram-negative clinical strains; beta-lactamase; synergistic
activities; RT-qPCR

1. Introduction

Antimicrobial resistance (AMR), which has existed long before the antimicrobial era,
is recognized as a serious public health threat around the world. Currently, more than
700,000 people die every year because of this phenomenon, and this number is thought to
swell to 10 million by 2050, if radical actions are not taken now [1,2]. Antibiotics started to
fail because of their overuse and misuse in human and animal medicine, as well as for their
inappropriate recommendation. Nonetheless, unsuspected contributors such as commensal
organisms, which are interconnected with microbial communities, are thought to play a
role in the spread of this resistance [3]. AMR is developing rapidly to outstrip the rate
at which new antimicrobials are introduced in the markets. The global effort to develop
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new antibiotics or modify the existing ones in order to fight AMR is considered overall to
be a huge task. In spite of this worrying situation, large pharmaceutical companies have
dropped out the market of antibiotics, in favor of advantageous lines of drug development
such as those utilized in the cancer treatments [4,5], arguing that the cost–benefit ratio is
much more favorable for other drugs.

The ways to tackle AMR and help curbing this crisis include several measures, among
which the use of AMPs, which are produced by all living cells [6]. Most of AMP are
of cationic nature, able to bind and interact with the negatively charged bacterial cell
membranes, causing thereof a leakage of intracellular constituents, ATP depletion and cell
death [7].

Bacteriocins are ribosomally synthesized antimicrobial peptides (AMPs) produced by
almost all prokaryotic lineages [8–10], with the aim to annihilate competitors. Bacteriocins
from Gram-positive bacteria are largely more abundant than their counterparts from Gram-
negative bacteria and Archaea [11]. LAB-bacteriocins, which are likely the most studied
ones, can be endowed with narrow spectra; therefore, they act only on a limited number
of target bacteria, usually consisting of members of the same species, or endowed with
broad spectra targeting other species [12]. Currently, there is not a common and universal
classification scheme of bacteriocins admitted by all the scientific community. Classifi-
cations of bacteriocins are steadily reported, based on advances and progress achieved
in this field [13–16]. The mode of action of LAB-bacteriocins against Gram-positives was
largely studied [17]. The number of LAB-bacteriocins with activity against Gram-negatives
is very low, unlike those with activity against Gram-positive bacteria. A limited number
of LAB-bacteriocins active against Gram-negative bacteria was reported during the last
decade [18–20], but their mode of action remains to be highlighted. The effectiveness of LAB-
bacteriocins towards Gram-negative target bacteria can be explained by the cell-envelope
structure, which consists of three layers. The cytoplasmic membrane of Gram-negative
bacteria is surrounded by an outer membrane (OM), which is composed of a phospho-
lipids bilayer, and a network of lipids and polysaccharides known as lipopolysaccharides
(LPSs) [21]. The OM phospholipids are linked to the inner leaflet of the membrane, and LPS
bound to the outer leaflet, which is known to cause endotoxic shock. Of note, LPS act as a
barrier to many antibiotics, as well as to hydrophobic compounds [22]. Nevertheless, LPS is
considered as the target of colistin, which is a polycationic antibiotic from the polymyxins
groups. Colistin is known to bind to LPS and phospholipids in the OM of Gram-negative
bacteria. Subsequently, it displaces divalent cations (Ca2+ and Mg2+) from the phosphate
groups of membrane lipids, which leads to disruption of the OM, causing a leakage of
intracellular contents and bacterial death [23]. The rapid increase in the prevalence of
Gram-negative pathogens resistant to fluoroquinolones, aminoglycosides and β-lactams
(carbapenems, monobactam, cephalosporins and broad-spectrum penicillins) has con-
ducted to rehabilitation of colistin as a last valid therapeutic option [24] to treat infections
caused by Gram-negative bacteria considered recalcitrant for the aforementioned drugs.

Recently, we isolated a strain of Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-5369 capable to
produce five distinct class II bacteriocins [20], endowed with activity against Gram-negative
bacteria. This particularly interesting feature is to be exploited further as a potential
therapeutic option. In 2017, the World Health Organization has categorized problematic
pathogens into three categories, and those of priority level include the non-fermentative
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii as well as Enterobacteriaceae.

Bacteriocins produced by L. paracasei CNCM I-5369 were successfully produced in
a heterologous host Escherichia coli Rosetta by Madi-Moussa [25]. Bacteriocin coded by
orf30 was particularly important because of its easy production in large quantities, unlike
other ones encoded by orf010, orf012, orf023 and orf038 [25]. Noteworthy, bacteriocin 30,
hence designed as lacticaseicin 30, was assessed in this work alone and in conjunction with
colistin against a set of Gram-negative pathogenic bacteria from a clinical source, in order
to design a potential therapeutic issue.
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2. Results
2.1. Multifaceted Resistance of Clinical Gram-Negative Bacteria Used in This Work

The antibiogram performed on each strain used as target is given in Supplementary
Materials: Table S1. The antibiotics tested here are those recommended by European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) for Enterobacterales and the
breakpoints used to assess their sensitivity, resistance or intermediate phenotype are from
the EUCAST (https://www.sfm-microbiologie.org/, accessed on 20 November 2021). All
clinical target strains tested in this work exhibited a clear resistance to colistin. Further,
many of these target strains underpinned a resistance to most of penicillins tested, as-
sociated with resistance to third generation cephalosporins (Table S1). Thus, E. coli H45
and Salmonella strains showed a resistance to the penicillin but not to carbapenems and
cephalosporins, indicating unmodified penicillinase activity. However, remaining E. coli
H52 and H66 strains showed a typical AmpC beta-lactamase phenotype (Table 1) and pre-
sumably belongs to extended spectrum beta-lactamase (ESBL) group [26,27] with resistance
to penicillins and at least one of the cephalosporin tested, notably cefoxitin. E. cloacae H51,
and most of Klebsiella strains showed not only resistance to the aforementioned classes
of antibiotics, but also to beta-lactamase inhibitors. Thus, the results using MAST disks
indicate that these strains exhibited clearly an ESBL phenotype, associated with AmpC for
the H77 and H51 strains, which seems to be inducible for this last one (Table 1). Of note,
K. pneumoniae H71 showed resistance to all the antibiotics tested, including carbapenems,
aminoglycosides and quinolones. Moreover, this strain exhibited an ESBL coproduced with
an AmpC and a carbapenemase (Table S1 and Table 1).

Table 1. Beta-lactamase phenotype.

Strains D72A D72B D72C D72D D72E Conclusion

Enterobacter cloacae H51 R S R S R EsβL + AmpC Inducible
E. coli H52 R R S S I AmpC
E. coli H66 R R S S S AmpC

Klebsiella oxytoca H40 R S R S S EsβL
K. pneumoniae H71 R R R R R EsβL + AmpC + Carbapenemase

K. variicola H77 R S I S S EsβL + AmpC
K. pneumoniae H79 R S R S S EsβL

Legend. D72A: Cefpodoxime 10 µg discs; D72B: Cefpodoxime 10 µg + EsβL inhibitor discs; D72C: Cefpo-
doxime 10 µg + AmpC inhibitor discs; D72D: Cefpodoxime 10 µg + EsβL inhibitor + AmpC inhibitor discs;
D72E: Cefpodoxime 10 µg + EsβL inhibitor + AmpC inducer discs; R: Resistant; I: Intermediary; S: sensitive.

2.2. Amplification and Sequencing of the mcr Gene Involved in the Resistance to Colistin

Of note, ten Gram-negative bacteria isolated from diseased patients exhibiting resis-
tance to colistin were analyzed by Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD)
in order to discard strains with similar genetic patterns. Related to this, E. coli strains
were obtained when primers R1247 and R1283 were used. Similar results were obtained
for Klebsiella strains with the RAPD4 primer. When the OPP-11 primer was used with
the S. enterica Enteritidis H10 and S. enterica Typhimurium H97 strains, the RAPD genetic
patterns obtained were almost similar, whereas when the OPP16 primer was used the two
strains exhibited clearly different patterns (Figure 1). To identify mcr gene associated with
the colistin resistance phenotype, PCR analyses were conducted using specific primers
enabling amplification of each known mcr gene as referred in Materiel Methods section. Of
note, the E. coli 184 strain was used as a positive control, and this strain is known to carry a
colistin resistance gene (mcr-1) and E. coli ATCC 8739 strain was used as a negative control
and this strain is not harboring any mcr gene. Analyses of the PCR products on the agarose
gel, revealed that all strains possess the mcr-1 gene, except E. cloacae H51, E. coli 52 and
K. variicola H77. Moreover, E. cloacae H51 and K. variicola H77 strains harbor the mcr-9 gene,
whereas the mechanism involved in the colistin resistance in E. coli 52 is not determined,
and is not related a priori to the presence of a known mcr gene.

https://www.sfm-microbiologie.org/
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Figure 1. RAPD analysis of clinical Gram-negative strains, using R1247 and R1283 primers for E. coli
strains: E coli 184 (1), E coli H45 (2), E. coli H51 (3), E. coli H66 (4), RAPD4 primer for Klebsiella
strains: K. oxytoca H40 (5), K. pneumoniae H71 (6), K. variicola H77 (7), K. pneumoniae H79 (8),
K. pneumoniae H79 (9), OPP-11 and OPP-16 for Salmonella strains: S. enterica Enteritidis H10 (10),
S. enterica Typhimurium H97 (11).

2.3. Expression and Characterization of the Recombinant Lacticaseicin 30

Recombinant histidine-tagged lacticaseicin 30 was expressed in E. coli strain Rosetta
and purified by the Ni-NTA chromatography. The histidine tag located at the N-terminal
part was removed by the TEV protease. The molecular weight of the purified lacticaseicin
30 with and without tag was checked on SDS-PAGE (Figure 2A). The sizes observed on
SDS-PAGE, which are 14 kDa for lacticaseicin 30 with tag, and 12 kDa for lacticaseicin
30 without tag, match approximately with those determined with the Expasy tool (ht
tps://web.expasy.org/protparam, accessed on 20 November 2021), which indicated a
molecular weight of 14,088.07 Da for lacticaseicin 30 with histidine-tag and 12,339.17 Da for
lacticaseicin 30 without histidine-tag. The anti-Gram-negative activity of the recombinant
lacticaseicin 30 was tested at pH5 using E. coli ATCC 8739 as the target strain (Figure 2B),
and the MIC value obtained was 40 µg/mL.
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2.4. Lacticaseicin 30 Potentiates the Activity of Colistin and Attenuates the Expression of mcr
Genes in the Clinical Strains

The combination of lacticaseicin 30 and colistin on colistin-resistant strains was inves-
tigated as indicated on Table 2. Based on FICI values obtained, a synergistic interaction
was obtained between these two antimicrobials towards E. coli 184, E. coli H45, E. cloacae
H51, E. coli H52, E. coli H66, K. variicola H77 and S. enterica Typhimurium H97 strains, as
lacticaseicin 30 has contributed to significantly decrease the MIC of colistin. Nonetheless,
the other strains, as indicated on Table 2, were recalcitrant as no synergistic or antagonistic
effect were obtained, arguing that such synergism based on the lacticaseicin 30-colistin
combination is target-strain dependent.

Table 2. Effects of the lacticaseicin 30-colistin combination against Gram-negative target bacteria
displaying resistance to colistin.

Strains mcr Gene Lacticaseicin 30
(µg/mL)

Colistin
(µg/mL)

FIC
Lacticaseicin 30 FIC Colistin FIC I Conclusions

E. coli 184 mcr-1 40 8 0.25 0.125 0.375 Synergism
Enterobacter cloacae

H51 mcr-9 40 16 0.25 0.25 0.5 Synergism

E. coli H45 mcr-1 40 8 0.25 0.25 0.5 Synergism
E. coli H52 - 40 16 0.125 0.25 0.375 Synergism
E. coli H66 mcr-1 40 16 0.125 0.25 0.375 Synergism

Klebsiella oxytoca
H40 mcr-1 40 64 1 1 2 Indifference

K. pneumoniae H71 mcr-1 40 8 0.5 1 1.5 Indifference
K. variicola H77 mcr-9 40 8 0.25 0.25 0.5 Synergism

K. pneumoniae H79 mcr-1 40 4 0.25 0.5 0.75 Indifference
K. pneumoniae H87 mcr-1 40 32 1 1µ 2 Indifference
Salmonella enterica

H10 mcr-1 40 4 1 1 2 Indifference

S. enterica
Typhimurium H97 mcr-1 40 8 0.125 0.125 0.25 Synergism

-: unknow.

2.5. The Synergetic Interaction between Lacticaseicin 30-Colistin Downregulated Expression of
mcr Gene

Expression of mcr-1 gene in E. coli H45, E. coli H66 and S. enterica Typhimurium H97
strains and mcr-9 gene in E. cloacae 51 and K. variicola H77 strains, for which a synergistic
interaction was observed were subjected for a qPCR analysis. These strains were incubated
with sub-inhibitory concentrations (MIC/2) of colistin, lacticaseicin 30 or their combina-
tion as shown on Figure 3 then the fold change in expression of the target gene (mcr-1 or
mcr-9) relative to the internal housekeeping gene (16S rRNA) was determined using the
2−(∆∆Ct) method [28]. As expected colistin alone at a sub-inhibitory concentration induced
an overexpression of the mcr gene in the tested strains. Remarkably, treatment of cells with
lacticaseicin 30 alone at a sub-inhibitory concentration has significantly decreased the ex-
pression level of the mcr genes, except for K. variicola H77 where no expression was detected.
Interestingly, we have not detected any expression of mcr-1 genes for E. coli 45 following bac-
terial treatment with lacticaseicin 30-colistin combination at a sub-inhibitory concentration.
Of note, with this combination, in the cases of E. coli H66 and S. enterica Typhimurium H97,
E. cloace H51, K. variicola H77, a very low level of expression was detected.
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Figure 3. Expression of mcr-1 or mcr-9 gene (mcr-1 or mcr-9) following bacterial treatment with
colistin, lacticaseicin 30 or their combination at sub-inhibitory concentrations (MIC/2). qPCR assays
performed in strains for which a synergetic interaction between lacticaseicin 30-colistin has been
evidenced. Furthermore, the 16S rRNA gene was used as internal control as house-keeping gene.
Three biological and technical replicates of each reaction were performed. The error bars represent a
standard deviation of these replicates.
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3. Discussion

Aging antibiotics are currently facing ferocious resistance exerted mainly by Gram-
negative bacteria, as reported in the WHO top list in 2017. This situation is considered
to be a preoccupant latent crisis in the health sector worldwide [29,30]. The spreading of
multiresistant pathogenic bacteria in the healthcare units impairs therapeutic options [31].
This situation is anticipated to swell and for this reason, the WHO as well as national
health authorities called for global strategies to alleviate this crisis [32,33]. Colistin, which
is a particular antibiotic from the polymyxins group was largely used to treat infections
due to Gram-negative bacilli [34]. This antibiotic was withdrawn from the human ther-
apeutic circuit because of its associated secondary effects such as its nephrotoxicity [35].
Nonetheless, the usage of colistin remained unmodified in the veterinary medicine, until
very recently [36]. Colistin, designed also as an “old” antibiotic, is reintroduced in the
therapeutic treatments as a last chance option in case of many infections associated with
multiresistant and recalcitrant Gram-negative bacilli [24,34]. Resistance to colistin was
usually attributed to mutations occurring on the DNA chromosome [37]. Nonetheless, in
2016, Liu et al. [38] reported the plasmid-borne transferable mobile colistin resistance (mcr)
gene, which induces a modification of the lipid A on the lipopolysaccharides (LPS) [39]. Af-
terwhich, a rainbow of mcr genes were reported in species such as Escherichia coli, Salmonella,
Klebsiella, Enterobacter, Moraxella and Acinetobacter baumannii. The presence of genes desig-
nated mcr-1 to mcr-10 represent the risk of exacerbating this crisis [40,41]. Within the panel
of innovative strategies expected to tackle AMR, the usage of AMP such as bacteriocins
offers a novel hope [42,43].

In light of this, we establish in this work that lacticaseicin 30, a novel class II bacteriocin
is active against a set of clinical Gram-negative pathogens, and potentiates the activity of
colistin on strain carrying mcr-1 and mcr-9 genes, including multiresistant E. coli, Salmonella,
Klebsiella and Enterobacter. Remarkably, clinical Gram-negative strains displaying sensitivity
to lacticaseicin 30 are also characterized by the presence of an AmpC phenotype, due to a
mutation of the beta-lactamase promoter [27]. Moreover, some of these strains exhibited
ESBLs. This heterogeneous family of bacterial enzymes, discovered during the 1980s in
Europe [44], are encoded by genes located on plasmids, or could result from a mutation of a
natural gene, thus leading to a synthesis of TEM- and SHV- modified enzymes [45,46]. Mu-
tations responsible for ESBLs broaden the spectrum of these enzymes and, therefore, allow
the hydrolysis of a wide variety of antibiotics (penicillin monobactams and cephalosporins
of third generation such as ceftazidime and cefotaxime [47,48]. This resistance was reported
as being frequently associated with the resistance to fluoroquinolones [47]. The increased
rate of infections associated with ESBL-bearing bacteria constitutes a therapeutic challenge,
as only cephalosporins or quinolones are recommended [46,48]. In the present study, we
report synergistic interactions between lacticaseicin 30 and colistin, and clinical strains
evaluated as resistant to colistin have seen their breakpoints decreased, thus becoming
sensitive to such antibiotics, except for K. pneumoniae, K. oxytoca and S. enterica Enteritidis
ones. The mode of action of both antimicrobials remains to be elucidated, although a mode
of action organized in two steps could be claimed. In a former study [20], we reported that
bacteriocins produced by L. paracasei CNCM I-5369 are not explicitly targeting the LPS of
Gram-negatives, but colistin uses LPS to undergo its activity. Therefore, lacticaseicin 30
could take advantage from a potential breach caused by colistin, to proceed with its own
activity on the cell-membrane or inside the bacterial cell by cooperative mode of action.
Indeed, colistin have a well-known mode of action, disturbing the outer cell membrane of
by displacing Ca2+ and Mg2+ divalent cations from the phosphate groups of membrane
lipids, leading to leakage of intracellular contents and bacterial death [24,49], whereas
bacteriocins act generally by pore-forming mode of action provoking permeabilization of
the target bacteria cell membrane [8,49]. Synergistic interaction between antimicrobials
was reported as an important mean to decrease the number of drugs used, to elude the
bacterial resistance and to control any undesirable secondary effect of drugs and finally
provide an efficient and affordable therapeutic solution [50]. Related to that, bacteriocins
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were shown to potentiate a wide range of molecules including nanoparticles [43]. It should
be noted that different combinations of bacteriocins and antibiotics, including colistin were
already reported in the literature [49,51–54]. Most of these studied formulations involved
the use of nisin as partner of colistin.

Nisin, a class I bacteriocin, is categorized as food additive E234 in the EU under
Annex II of Regulation (EC) 1333/2008. This “old” bacteriocin was tested as well with other
antibiotics such as tetracycline, methicillin and vancomycin, and the resulting combinations
enabled synergistic interactions against multiresistant Gram-positive and Gram-negative
pathogenic bacteria [55–58]. Further bacteriocins, such as leaderless enterocin 14 (Ent
DD14) from Enterococcus faecalis 14, were shown to potentiate other antibiotics such as
methicillin [59] and erythromycin [51] without causing damages on mice microbiota or im-
pairing their main organs such as spleen, liver and colon [60]. The present study provides
for the first time an insightful information on the relevancy of alternative strategy combining
the lacticaseicin 30 with the colistin, on multiresistant clinical strains harboring the mcr gene.
Indeed, lacticaseicin 30 or lacticaseicin 30+ colistin enabled a clear downregulation of mcr-1
or mcr-9 expression transcript. Similar effects were observed by Zgheib et al. [61] and
Belguesmia et al. [59] when assessing the impact of EntDD14 on the expression of genes
coding for virulence factors in Clostridium perfringens and MRSA-SA1 strains. From the
twelve strains considered in this study, ten possess the plasmidic mcr-1 gene, sharing com-
mon regulation features [62]. Of note, the expression of the mcr-1 gene appears to be closely
linked to phosphoesterase encoding gene pap2, present downstream of mcr-1, forming
an mcr-1-pap2 cassettes in plasmid. The remaining two strains, E. cloacae H51 K. variicola
H77, harbor the mcr-9 variant which was initially isolated from Salmonella enterica Serotype
Typhimurium Isolate [63]. Interestingly, as for mcr-1 gene [64], this new variant was found
to be inducible in the presence of sub-inhibitory concentration of colistin [65]. The encoded
MCR-9 share 84% of identity with MCR-BG encoded by chromosomic gene harbored by
Buttiauxella gaviniae, whereas the mcr-1, originated from Moraxella species, share about 36%
of identity [66]. Notably, a putative two-component system corresponding to a histidine
kinase sensor (QseC), and its cognate partner (QseB) were found downstream to the mcr-9
gene and possibly implied in the regulation of this gene. Despite these differences, the
combination of lacticaseicin 30 and colistin enabled to downregulate the expression level of
both mcr genes found in the clinical strains studied. The exact mechanisms by which the
bacteriocins could impact the expression level of such genes, coding for antibiotic resistance
or virulence factors, remain to be elucidated. The interaction of bacteriocins with promoter
region of these genes or disruption of transcription machinery in the target cells could be
one of the possible mechanisms implied, which will be the subject of further investigations
in direct line with the perspective of this research work.

4. Materials and Methods
4.1. Bacterial Strains and Culture Conditions

All target strains used in this study and their characteristics are reported in Table 3.
These strains were grown in brain heart infusion broth (BHI, Sigma-Aldrich Saint-Louis,
MO, USA) at 37 ◦C without shaking. All pathogenic Gram-negative bacteria were obtained
from diseased patients at Lille University Hospital (France), except for Escherichia coli ATCC
8739 and E. coli 184 used as controls. E. coli Rosetta -T7-6his-30 strain (Table 3) was used to
produce recombinant lacticaseicin 30. This strain was grown in Luria-Bertani broth (LB) at
37 ◦C with shaking at 160 rpm [25].

4.2. Antibiotic Susceptibility of Clinical Strains

The antibiogram of each target strain was performed with the VITEK® 2 system
(Biomerieux, Marcy-l’Étoile, France) using the routinely recommended protocol. The UMIC
microplate method (Biocentric, Bandol, France) was used to determine the sensibility
of these clinical strains for colistin [67]. For the determination of the ESβL and AmpC
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production, we used the MASTDISCS® Combi (Mast Group LTD, Bootle, UK), according to
the manufacturer indication.

Table 3. Bacterial strains used in this work.

Strains Relevant Characteristics

Producing strain
Escherichia coli Rosetta-T7-6His-030 Strain harboring the plasmid carrying the orf030 gene, encoding the lacticaseicin 30 [25]

Control target strains
Escherichia coli ATCC8739 [20]

Escherichia coli 184 Strain harboring the plasmid carrying the mcr-1 gene, responsible for colistin resistance [20]
Gram-negative clinical target strains

Enterobacter cloacae H51 This work
Escherichia coli H45 This work
Escherichia coli H52 This work
Escherichia coli H66 This work

Klebsiella oxytoca H40 This work
Klebsiella pneumoniae β-lactamase H71 This work

Klebsiella variicola β-lactamase H77 This work
Klebisella pneumoniae β-lactamase H79 This work
Klebsiella pneumoniae β-lactamase H87 This work

Salmonella enterica Enteritidis H10 This work
Salmonella enterica Typhimurium H97 This work

4.3. Genomic DNA Extraction

Genomic DNA (gDNA) was extracted from 1 mL of each strain suspension using the
“NucleoSpin Microbial DNA” kit from Macherey-Nagel (Düren, Germany), and then was
checked on agarose gel electrophoresis [68], and quantified with the NanoDrop Spectropho-
tometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

4.4. Detection of mcr Gene in the Clinical Strains Exhibiting a Colistin Resistant Phenotype

The identification of the type of mcr gene, involved in the resistance for colistin
resistance, was performed by the polymerase chain reaction (PCR) method, using the
appropriate oligonucleotide primers listed in Table 4. Each PCR reaction was realized in a
final volume of 25 µL, containing 12.5 µL of DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher
Scientific), 1.25 µL of each appropriate oligonucleotide primer (10 µM), 8 µL of nuclease
free water and 2 µL of gDNA. The PCR program consisted in the following steps: 1 cycle
of denaturation at 94 ◦C for 15 min, followed by 30 cycles of denaturation at 94 ◦C for 30 s,
annealing at melting temperature (Tm, Table 4) for 30 s and elongation at 72 ◦C for 60 s,
and a final cycle of elongation at 72 ◦C for 10 min.

4.5. Random Amplification of Polymorphic DNA PCR (RAPD PCR)

The R1247 (AAGAGCCCGT) and R1283 (GCGATCCCCA) oligonucleotide primers
(Table 4) were used to establish the genetic profiles of E. coli strains, [71]. The RAPD4
(AAGACGCCGT) oligonucleotide primer (Table 4) was used to identify and select distinct
Klebsiella strains [72], and the OPP-16 (CCAAGCTGCC) and OPP-11 (AGTCGGGTGG)
oligonucleotide primers (Table 4) permitted to identify and select the distinct Salmonella
strains [73] and discard redundant ones. The RAPD-PCR reaction was performed in a final
volume of 25 µL containing 12.5 µL of DreamTaq PCR Master Mix (2X), 2 µL of appropriate
primer (10 µM), 8.5 µL of nuclease-free water, and 2 µL of gDNA. The PCR program started
with a first step of 10 min at 95 ◦C, followed by 40 cycles of denaturation at 95 ◦C for
1 min, annealing at 38/36 ◦C for 1 min and elongation at 72 ◦C for 2 min. Finally, a second
extension step of 10 min at 72 ◦C was performed.

4.6. Production and Purification of Recombinant Lacticaseicin 30

To produce a recombinant lacticaseicin 30, a preculture of E. coli Rosetta-T7-6his-030,
harboring the plasmid carrying the gene coding for lacticaseicin 30 (orf030) was used
to inoculate 1% (v/v) of LB broth supplemented with 100 µg/mL of ampicillin (Sigma-
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Aldrich). Expression of lacticaseicin 30 was induced by the addition of 0.5 mM isopropyl
β-d-1-thiogalactopyranosid (IPTG, Sigma-Aldrich) and cells were incubated for three ad-
ditional hours at 37 ◦C with shaking at 160 rpm. Cells were collected by centrifugation
(10 min, 11,000× g at 4 ◦C), and re-suspended in Tris−HCl buffer containing 20 mM Tris–
HCl pH 8 and 300 mM NaCl. To recover the soluble recombinant bacteriocin fraction from
the cytoplasm, cells were lysed by sonication three times during 40 s at 180 Watt (Om-
niRuptor 4000 Ultrasonic Homogenizer, Omni International, Georgia, GA, USA). After their
lysis, the bacteriocin was purified by the Ni-NTA chromatography as recently reported by
Madi-Moussa et al. [25]. The histidine tag was removed with Tev protease (Sigma-Aldrich)
following the recommended instructions. The purity of the bacteriocin was checked on
Tricine-SDS-PAGE [74]. After purification, the final concentration of lacticaseicin 30 was
determined using the bicinchoninic acid assay protein kit (BCA, Sigma-Aldrich).

Table 4. Oligonucleotide primers used in this study and their target gene.

Target Gene Name Sequence 5′ → 3′ Tm (◦C) Size (bp) References

Primers used for mcr gene detection

mcr-1
F-mcr-1 AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC

58 320 [69]R-mcr-1 AGATCCTTGGTCTCGGCTTG

mcr-2
F-mcr-2 CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT

58 715 [69]R-mcr-2 TCTAGCCCGACAAGCATACC

mcr-3
F-mcr-3 AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG

58 929 [69]R-mcr-3 AATGGAGATCCCCGTTTTT

mcr-4
F-mcr-4 TCACTTTCATCACTGCGTTG

58 1116 [69]R-mcr-4 TTGGTCCATGACTACCAATG

mcr-5
F-mcr-5 ATGCGGTTGTCTGCATTTATC

58 1644 [69]R-mcr-5 TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG

mcr-6
F-mcr-6 AGCTATGTCAATCCCGTGAT

52 252 [70]R-mcr-6 ATTGGCTAGGTTGTCAATC

mcr-7
F-mcr-7 GCCCTTCTTTTCGTTGTT

50 551 [70]R-mcr-7 GGTTGGTCTCTTTCTCGT

mcr-8
F-mcr-8 TCAACAATTCTACAAAGCGTG

53 856 [70]R-mcr-8 AATGCTGCGCGAATGAAG

mcr-9
F-mcr-9 TTCCCTTTGTTCTGGTTG

55 1011 [70]R-mcr-9 GCAGGTAATAAGTCGGTC

mcr-10
F-mcr-10 GGACCGACCTATTACCAGCG

64 [41]R-mcr-10 GGCATTATGCTGCAGACACG
Primers used for qPCR analyses

mcr-1
F-mcr-1-qPCR CGCGATGCTACTGATCACCA

58 100 In this study
R-mcr-1-qPCR AAAATAACTGGTCACCGCGC

mcr-9
F-mcr-9-qPCR ATCCGTTCCGTGCATGTTCT

58 100 In this study
R-mcr-9-qPCR CACCGGTTTTCTGCACGATG

16sRNA
F-16sRNA-qPCR GTAGGTGGCAAGCGTTATCC

58 101 In this study
R-16sRNA-qPCR GATGCGCTTCCTCGGTTAAG

4.7. Determination of Minimal Inhibitory Concentrations (MICs) in Checkerboard Assays

The antimicrobial activity of lacticaseicin 30 was determined using the agar diffusion
test method [75]. Interaction between this bacteriocin and colistin were determined with the
checkerboard MIC method as previously described by Ahmad et al. [76]. MICs are defined
as the lowest concentration of an antimicrobial agent that inhibits the visible growth of a
microorganism after an overnight incubation at 37 ◦C [77]. Given that lacticaseicin 30 is
only active at pH 5, BHI broth, colistin sulfate salt (Sigma-Aldrich) and lacticaseicin 30 were
acidified to pH 5 with acetic acid (Sigma-Aldrich). Similarly, BHI broth alone (negative
control) was also adjusted to pH 5. The checkerboard assay of lacticaseicin 30 and colistin
were performed using seven doubling dilutions for each combined component [36]. After
that, microplates were inoculated with ~106 colony forming units/mL of the target strain,
in a final volume of 200 µL per well, and incubated overnight at 37 ◦C without agitation.
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The fractional inhibitory concentration index (FICI) was calculated for each combination
using the following formula: FICA + FICB = FICI, where FICA = MIC of drug A in combina-
tion/MIC of drug A alone, and FICB = MIC of drug B in combination/MIC of drug B alone.
The FICI was interpreted as follows: synergy = FICI ≤ 0.5; indifference = FICI > 0.5 ≤ 4;
antagonism = FICI > 4 [78].

4.8. Total RNAs Extraction and cDNA Synthesis

Total RNA was extracted from a 5 mL culture of the target strain treated for 24 h
with colistin or lacticaseicin 30 or both of them at subinhibitory concentrations (MIC/2)
using the “NucleoSpin RNA” kit (Macherey-Nagel) and following the recommendations
of the manufacturer. After controlling the RNA integrity on agarose gel following an
electrophoresis performed at a constant voltage of 120 V for 45 min, 1 µg of RNA from each
sample was first treated with DNase (Thermo Fisher Scientific) and converted into cDNA
using the Revert Aid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific),
following the recommendations of the manufacturer.

4.9. Quantitative PCR (qPCR) and Analysis of mcr Genes Expression

Each qPCR reaction containing 12.5 µL of Takyon™ No ROX SYBR 2X MasterMix blue
dTTP (Eurogentech, Seraing, Belgium), 1.25 µL of each appropriate primer (Table 4), 2 µL
of cDNA and 8 µL of nuclease free water, was performed in triplicate using CFX Connect
Real-Time PCR Detection System thermocycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The qPCR
program consists of an initial step at 95 ◦ C for 10 min followed by 45 cycles of 95 ◦C for
15 s, 58 ◦C for 1 min, and 72 ◦C for 30 s and an additional step starting between 90 ◦C and
58 ◦C was performed to establish a melting curve and verify the specificity of amplicon
product [79]. Then, the threshold cycle (Ct) values for each qPCR reaction were obtained
using Bio-Rad’s CFX Manager software. The Ct value is the basis for the calculation of
the relative quantification, corresponding to the expression of the target gene (mcr gene)
compared with the house-keeping gene (16S rRNA gene), as demonstrated in [28]. The
analysis of the relative expression of the target genes was determined using the 2−(∆∆Ct)

method as previously described by [25,80].

5. Conclusions

Bacteriocins are produced by a large number of bacterial species including those from
the human microbiota [11]. Their immediate application in the human and veterinary
health must be considered as a priority. These molecules can be part of the solution for the
announced AMR crisis. Bacteriocins can be explored in different ways. First, by favoring
their production in situ [11], or as potentiating agent of aging antibiotics as reported in
a number of clinical studies. The present study enlarged the portal of bacteriocins as
molecules of medical interest and permitted to claim that LAB-bacteriocins can act alone
or in combination with colistin against multiresistant Gram-negative bacteria. The in vivo
assessment of lacticaseicin 30 alone or in combination with colistin constitutes our next goal.
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Lacticaseibacillus paracasei CNCM I-5369 possédant une activité dirigée contre les bactéries 

à Gram-négatif, incluant des souches d’E. coli résistantes à la colistine, a été isolée à partir d’un 

produit laitier d’origine algérienne. En effet, le surnageant de culture semi-purifié de cette 

souche, appelé également produit E20, a révélé une activité dirigée à la fois contre des bactéries 

à Gram négatif (E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Salmonella enterica) et 

les bactéries à Gram-positif (Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus) 

à un pH compris entre 4,5 et 5 (Belguesmia et al., 2020b). Cette activité antimicrobienne résulte 

de l’action des molécules de nature protéique couplée à un pH acide. Nous noterons que lorsque 

le pH est inférieur à 4,5 l’activité est seulement due à l’action du pH acide. La quantité des 

peptides présents dans la fraction E20 est très faible et est difficile à purifier. Pour cela, nous 

avons choisi d’identifier les bactériocines potentiellement produites par cette souche en utilisant 

une approche bioinformatique. Ainsi, l’analyse in silico du génome de L. paracasei CNCM I-

5369 à l’aide de l’outil Bagel-3, a permis d’identifier cinq gènes codant pour des bactériocines 

de classe II (orf010, orf012, orf023, orf030 et orf038).  

Ces cinq bactériocines, nommées dans un premier temps ORF010, ORF012, ORF023, ORF030 

et ORF038, ne présentent aucune homologie de séquence entre elles, excepté la bactériocine 

ORF023 qui présente un pourcentage d’identité de séquence de 56% avec la bactériocine 

ORF012 et un pourcentage de « query coverage » (correspondant à la séquence initiale retenue 

par l'alignement local) de 41%. Par ailleurs, ces bactériocines présentent très peu d’homologie 

de séquence avec d’autres bactériocines appartenant à la classe II. Par exemple, les 

bactériocines ORF010 et ORF023 montrent quelques homologies de séquence avec 

l’entérocine X (classe II-b), la bactériocine ORF012 avec la plantaricine NC8 (II-b), la 

bactériocine ORF030 avec la carnocine CP52 (classe II-a) et la bactériocine ORF038 avec la 

thermophiline 13 (classe II). L’analyse in silico a révélé que les gènes orf023, orf030 et orf038 

possèdent leurs propres régions régulatrices, tandis que les gènes orf010 et orf012 semblent être 

régulés par le même promoteur. Par ailleurs, l'expression des cinq gènes de bactériocines, 

observée à la fin de la phase exponentielle de croissance, après 24 h de croissance, est corrélée 

avec l’activité antimicrobienne indiquant un lien possible entre l’expression des gènes et la 

production des bactériocines, comme cela a été rapporté pour d’autres systèmes de régulation 

(Hurtado et al., 2011; Chanos and Mygind, 2016; Renye et al., 2016). De plus, les résultats 

obtenus lors de l’analyse de la RT-qPCR ont montré une co-expression des gènes orf010 et 

orf012, confirmant l’existence d’un promoteur commun pour ces deux gènes. Ces résultats 

indiquent que les bactériocines ORF010 et ORF012 formeraient une bactériocine à deux 
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peptides comme cela a été observé chez différentes autres bactériocines (Rogne et al., 2008; 

Acedo et al., 2017; Ekblad and Kristiansen, 2019). 

Après avoir analysé l’expression des cinq gènes de bactériocine identifiés chez L. paracasei 

CNCM I-5369 en système natif, nous avons décidé de les exprimer en système hétérologue 

dans le but d’améliorer leurs rendements de production. En effet, la production hétérologue des 

bactériocines est plus avantageuse car les gènes codant pour ces bactériocines sont placés sous 

le contrôle de promoteurs inductibles et les conditions de croissance peuvent être contrôlées. 

De plus, les quantités obtenues sont supérieures à celles produites par la souche native (Richard 

et al., 2004; Mesa-Pereira et al., 2018). Les systèmes d’expression utilisés pour exprimer les 

cinq bactériocines identifiées par le logiciel Bagel-3 sont E. coli Rosetta DE3 et E. coli BL21. 

Il s’est avéré que la production des cinq bactériocines est plus élevée chez E. coli Rosetta DE3. 

Ceci pourrait être lié au fait que la souche E. coli Rosetta DE3 contient un plasmide codant des 

ARNt rares (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA) (Tripathi, 2016). En effet l’analyse de 

chaque gène de bactériocine a révélé la présence de codons rares (AGG, AGA, CGG, CGA 

AUA, CUA, CCC et GGA) qui peuvent affecter leurs traductions en acides aminés en système 

hétérologue (Papaneophytou and Kontopidis, 2014). Bien que les cinq bactériocines soient 

exprimées chez E. coli Rosetta, seule la bactériocine ORF030 a été produite en grande quantité 

(1 mg de peptide pour 100 ml de production) dans la fraction soluble après plusieurs étapes de 

purification. Les autres bactériocines sont restées piégées dans la fraction insoluble. Dans 

certains cas, la surexpression des protéines recombinantes peut être toxique pour l’hôte E. coli 

conduisant à la formation de corps d’inclusion inactifs contenant les protéines recombinantes 

non repliées (Fahnert et al., 2004). Dans d’autre cas, la formation des corps d'inclusion peut 

être avantageuse pour la purification des bactériocines car ces structures les protègent des 

protéases de l'hôte (Mesa-Pereira et al., 2018). Afin de récupérer les bactériocines piégées dans 

les corps d’inclusions, ces dernières ont été resolubilisées avec une solution à 4 M d’urée. Le 

traitement à l’urée à des concentrations très élevées peut, cependant, entrainer une dénaturation 

des structures secondaires des protéines et donc empêcher leurs agrégations (Singh et al., 2015). 

Après le traitement à l’urée, les bactériocines récupérées ont été renaturées lors d’une ultime 

étape de purification par chromatographie d'affinité Ni-NTA. Nous noterons que les masses 

moléculaires des cinq bactériocines purifiées obtenues (par spectrophotométrie de masse 

MALDI-TOF), sont similaires à leurs masses théoriques déterminées à l’aide du logiciel 

Expasy, indiquant que ces bactériocines ne subissent pas d’étape de maturation au cours de leur 

biosynthèse, et ne sont donc pas à considérer comme des RiPPs. 
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Après plusieurs étapes de purifications, l’activité contre les bactéries à Gram-négatif des cinq 

bactériocines recombinantes a été établie contre E. coli ATCC 8739. L’activité antibactérienne 

observée résulte de l'action combinée entre les bactériocines et un pH acide (4,5 ≤pH≤ 5), 

comme cela a été rapporté pour d'autres bactériocines (Yang and Ray, 1994; Houlihan et al., 

2004). De plus une activité synergique a été observée lorsque les cinq bactériocines sont testées 

simultanément.  

En se référant à la classification proposée par Alvarez-Sieiro et al. (2016), les bactériocines 

produites par L. paracasei CNCM I-5369 semblent appartenir à la classe IIc, et sont aussi 

dépourvues de peptide leader, laissant à penser qu’elles sont synthétisées directement sous leurs 

formes actives et ne subissent pas d’étape de maturation ni de modification post-traductionnelle. 

En outre, la co-expression des bactériocines ORF010 et ORF012 ainsi que leur activité 

antibactérienne synergique semblent indiquer que ces deux bactériocines constituent une 

bactériocine leaderless à deux peptides (Cintas et al., 1998; Neira et al., 2010). Il a été rapporté 

que les bactériocines appartenant à la classe IIc perturbaient la membrane cytoplasmique de 

leurs cibles et que la plupart d’entre elles n’avaient pas besoin d’une molécule d’ancrage à la 

membrane pour initier leurs fonctions antibactériennes (Uzelac et al., 2013; Pérez-Ramos et al., 

2021).  

La bactériocine ORF030, renommée par la suite lacticaséicine 30, est celle la plus aisément 

produite en quantité en système hétérologue parmi les cinq bactériocines. Pour la suite de nos 

travaux, nous avons décidé de nous focaliser sur cette bactériocine afin de mieux comprendre 

la relation entre sa structure et son activité contre les bactéries à Gram-négatif. Il convient de 

rappeler que les bactériocines produites par les BLs et dotées d’une activité anti-Gram-négative 

sont peu abondantes. La lacticaséicine 30 est constituée de 111 acides aminés mais contient 

plus d’acides aminés chargés négativement tels l’aspartate et le glutamate, que d’acides aminés 

chargés positivement telles l’arginine et la lysine. Ces caractéristiques ont déjà été observées 

pour des peptides antimicrobiens (AMP) produits par des cellules du domaine Eucaryote 

(Trichoderma viride, ruminants…), et ces peptides ont la particularité, à l’instar de la 

lacticaséicine 30, d’être actifs contre les bactéries à Gram-positif et les bactéries à Gram-

négatif.(Epand and Vogel, 1999; Harris et al., 2009). Le point isoélectrique (pI) théorique de la 

lacticaséicine 30 est de 6,05 indiquant qu’à pH neutre (pH>pI), la lacticaséicine 30 reste 

anionique, alors qu’à pH acide (pH<pI), elle est cationique, suggérant in fine que la molécule 

est active uniquement lorsqu’elle est chargée positivement. De plus, la lacticaséicine 30 contient 

de nombreux résidus hydrophobes, comme la majorité des PAM cationiques qui contiennent 
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également de nombreux résidus hydrophobes. Les résidus cationiques sont supposés interagir 

avec les lipides bactériens chargés négativement, tandis que les résidus hydrophobes pourraient 

être impliqués dans la dégradation de la membrane (Clark et al., 2021). Cependant, il est 

intéressant de rappeler que des expériences visant à tester la fraction semi-purifiée E20, 

contenant l’ensemble des bactériocines de L. paracasei CNCM I-5369 à des faibles quantités, 

y compris la lacticaséicine 30, sur différentes souches d'E. coli présentant ou non des 

modifications de leur LPS, n'ont pas permis de désigner le LPS comme la cible principale de 

ces bactériocines de classe II (Belguesmia et al., 2020b). 

La prédiction de la structure secondaire de la lacticaséicine 30 à l’aide du logiciel I-Tasser a 

révélé une structure secondaire caractérisée par la présence de cinq hélices-α. Des expériences 

de dichroïsme circulaire (DC) réalisées sur cette bactériocine ont montré également qu’elle 

adoptait une structure hélicoïdale à pH 5 et pH 7 avec ou sans la présence de micelles de SDS 

(utilisées pour mimer la bicouche lipidique des membranes des bactéries). De plus, l’analyse 

bio-informatique des spectres de DC avec le logiciel Betsel semble indiquer que le pH acide 

favorisait le repliement de la bactériocine se traduisant par une augmentation de la proportion 

d’hélice-α. Par ailleurs, la prédiction de la structure tridimensionnelle de lacticaséicine 30 a 

montré un repliement du peptide indiquant des interactions entre ces cinq hélices.  

Pour mieux comprendre l’importance de ces interactions, nous avons décidé dans un premier 

temps de générer des formes tronquées de la lacticaséicine 30 (N-ter-lacticaséicine 30, C-ter-

lacticaséicine 030 et N-ter-H1-lacticaséicine 30) dans le but d’identifier les régions impliquées 

dans l’activité antimicrobienne. Ainsi, le peptide C-ter-lacticaséicine 030, comprenant les 3 

dernières hélices de la lacticaséicine 30, perd en activité en comparaison à la forme non 

tronquée. En effet, dans ce cas de figure la sensibilité antibactérienne est diminuée de 4 fois 

contre Escherichia coli ATCC 8739, de 2 fois contre Salmonella enterica serovar Newport 

ATCC 6962, Proteus vulgaris ATCC 33420 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

Néanmoins, l'activité contre Listeria innocua CIP 80.11, utilisée comme souche cible à Gram 

positif, reste inchangée. Ces résultats mettent en évidence le rôle clé de la région centrale et C-

terminale, dont la modification a eu pour effet de réduire l'activité antibactérienne. Ce résultat 

est cohérent avec ceux décrits dans diverses études soulignant le rôle de la partie C-terminale 

des bactériocines. Par exemple, Johnsen et al. (2005) ont démontré le rôle crucial de la région 

C-terminale des bactériocines de type pédiocine (bactériocine de classe IIa) dans la 

détermination de leur spectre antibactérien. Les mêmes résultats ont été observés pour la 

divercine VR41 (classe IIa) (Rihakova et al., 2009). Contrairement aux bactériocines citées ci-
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dessus, la lacticaséicine 30 est active contre les bactéries Gram-négatives. Etant donné que 

l’activité antibactérienne du peptide N-ter-lacticaséicine 30, comprenant les 2 premières hélices 

de la lacticaséicine 30, est similaire à la forme non tronquée, nous avons décidé de le réduire à 

une seule hélice ce qui a donné lieu au peptide N-ter-H1-lacticaséicine 30. Il a été constaté que 

ce peptide perd totalement son activité anti Gram-négative suggérant ainsi que les deux 

hélices α de la partie N-terminale sont nécessaires pour agir contre les bactéries à Gram-négatif. 

D’autre part, des substitutions d'acides aminés ont été effectuées par mutagenèse dirigée, dans 

la séquence primaire de la lacticaséicine 30, dans le but de comprendre leur rôle sur l'activité 

anti-Gram-négative. Deux types de mutations clés ont donc été créés. La première consistant à 

remplacer l'acide glutamique, l'acide aspartique ou la tyrosine par la glycine ou la sérine, la 

seconde consistant à remplacer la thréonine ou l'alanine par la proline. Ces mutations ont été 

créées au sein des hélices. Puis, ces variantes désignées E6G, T7P, D57G, A74P, Y78S, Y93S, 

A97P, E32G, T33P et T52P ont été testées pour leurs activités anti-Gram-négatif. Une perte 

globale de l'activité antibactérienne est observée, à l'exception du E32G, T33P et T52P dont 

l'activité reste inchangée. 

La substitution des acides aminés T7, T52, A74 et A97 par des prolines diminue l'activité anti 

Gram-négative des peptides correspondants, indiquant que le mécanisme impliqué dans 

l'activité Gram-négative de la lacticaséicine 30 est perturbé. De même, la substitution des acides 

aminés E6, D57, Y78 et Y93, a montré également une diminution de l’activité anti-Gram-

négative suggérant les rôles de l'acide glutamique 6, la tyrosine 78 et la tyrosine 93 dans 

l'activité contre les bactéries à Gram-négatif. 

Récemment, Belguesmia et al. (2020) ont montré que le surnageant de culture ainsi que la 

fraction semi-purifiée E20 de la souche L. paracasei CNCM I-5369 étaient également actifs 

contre les souches E. coli 184 et E. coli 289 présentant une résistante à la colistine, un 

antibiotique de dernier recours utilisé pour traiter les infections causées par les bactéries à 

Gram-négatif multirésistantes. La résistance à la colistine est due à la présence d’un gène mcr 

(résistance à la colistine mobilisé) qui a été rapporté pour la première fois par Liu et al. (2016). 

A ce jour, 10 gènes mcr ont pu être identifiés (Rebelo et al., 2018; Borowiak et al., 2020; Lei 

et al., 2020). L’identification accrue des souches présentant un gène mcr a eu pour 

conséquences de limiter l’usage de la colistine en tant que antibiotique de dernier recours pour 

les traitements des infections associées à des bacilles à Gram-négatif multirésistants (Teo et al., 

2016).  
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L’activité de la lacticaséicine 30 contre des bactéries à Gram-négatif multirésistantes incluant 

la résistance à la colistine, a été évaluée dans le cadre de ce travail. Dans ce sens, 11 souches 

cliniques ont été testées du fait de leur caractère multirésistant mais aussi du fait de leur 

résistance à la colistine. L’identification du gène mcr par amplification et séquençage géniques 

a permis de révéler que toutes les souches possèdent le gène mcr-1, excepté les souches E. 

cloacae H51, E. coli 52 et K. variicola H7. Les souches E. cloacae H51 et K. variicola H77 

possèdent le gène mcr-9, tandis que le mécanisme de résistance à la colistine de la souche E. 

coli 52 reste à être identifié. La résistance à la colistine via le produit du gène mcr-1 (MCR-1) 

a été observée et décrite chez plusieurs bactéries à Gram-négatif. Le mécanisme est attribué à 

une phosphatidyléthanolamine transférase qui transfère un résidu de phosphoéthanolamine au 

lipide A du LPS présent dans la membrane externe des bactéries à Gram-négatif.  (Gao et al., 

2016; Liu et al., 2016; Li et al., 2020; Suardíaz et al., 2021). Malgré les différences entre les 

protéines MCR-9 et MCR-1, qui ne partagent que 36% d’identité de séquences, celles-ci 

confèrent une résistance à la colistine de la même manière (Kieffer et al., 2019).  

A la suite de cela, l’étude des interactions synergiques de la lacticaséicine 30 et de la colistine 

sur les 11 souches cliniques a été réalisée par la méthode dite de « l’échiquier ». Un effet 

synergique de la combinaison lacticaséicine 30-colistine a été observé uniquement sur les 

souches E. coli H45, E. coli H52, E. coli H66, K. variicola H77 and S. enterica H97. La 

lacticaséicine 30 entraine une diminution de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de la 

colistine jusqu’à atteindre une concentration inférieure ou égale à la concentration critique (2 

µg/ml) augmentant ainsi la sensibilité des souches citées ci-dessus (Landman et al., 2008). Par 

ailleurs, l’expression du gène mcr des souches pour lesquelles un effet de synergie a été observé, 

a été analysée par qPCR, en présence de de colistine, de lacticaséicine 30 et de la combinaison 

lacticaséicine 30-colistine à des concentrations subinhibitrices (CMI/2). Dans cette étude, nous 

avons observé que l’utilisation de la colistine à des concentrations subinhibitrices induisait 

l'expression du gène mcr, aboutissant à une augmentation de la CMI, comme cela a été rapporté 

auparavant pour E. coli TOP10-(pNK1-mcr-9) (Kieffer et al., 2019). En revanche, lorsque la 

lacticaséicine 30 seule a été utilisée à des concentrations subinhibitrices, une diminution du 

niveau d’expression du gène mcr a été observée. Cette diminution était au minimum deux fois 

plus importante lorsque la bactériocine était combinée avec la colistine. 
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Les bactériocines produites par les BLs constituent une véritable alternative dans la lutte contre 

l’antibiorésistance. En effet, et par rapport aux antibiotiques, il est plus rare que les bactéries 

développent ou acquièrent des résistances aux bactériocines. Qui plus est, les bactériocines de 

part leurs activités, ciblant spécifiquement certains germes, sont moins néfastes pour l’équilibre 

des microbiotes. En outre, ces peptides peuvent également être utilisés en tant qu’agent de 

biopréservation pour les aliments. En effet, nombre d’entre eux, plus particulièrement ceux 

produits par les souches appartenant aux genres Lactococcus et Lactobacillus bénéficient du 

statut de GRAS (Faustman et al., 2021). A noter que à l’échelle industrielle, il serait plus facile 

de produire des bactériocines que des antibiotiques, car les techniques de productions sont 

nombreuses, variées et peu coûteuses (Mesa-Pereira et al., 2018). 

Les mécanismes d’action des bactériocines produites par les BLs contre les cibles bactériennes 

à Gram-positif sont connus et décrits dans la littérature (Pérez-Ramos et al., 2021). Certaines 

d’entre elles déstabilisent la membrane cytoplasmique en formant des pores, tandis que d’autres 

inhibent la biosynthèse de la paroi ou dégradent celle-ci. Ces dernières années, de nouvelles 

bactériocines produites par les BLs ont montré une activité contre des bactéries à Gram-négatif 

(Todorov and Dicks, 2005; Stern et al., 2006; Line et al., 2008; Messaoudi et al., 2012). Il faut 

toutefois indiquer que leurs modes d’action restent à étudier. Etant donné le besoin en 

antibiotiques pour traiter les infections causées par les bacilles à Gram-négatif, qui sont classés 

d’ailleurs comme germes de priorité 1, par l’OMS et pour lesquels la recherche de nouvelle 

molécule antibiotique est urgente. Les bactériocines produites par les bactéries lactiques et 

actives contre les bacilles à Gram-négatif offrent un champ d’investigation académique et un 

espoir d’application. Les bactériocines produites par les BLs ne sont pas cytotoxiques et 

peuvent être synthétisées par des systèmes hétérologues ou via les approches de biologie de 

synthèse, ou par une approche chimique afin d’augmenter les rendements. Jusqu’à présent les 

rendements de production des bactériocines pures, à partir de cultures de bactéries dites 

« bactériocinogènes » pouvaient constituer un frein pour un investissement industriel.   

La souche de L. paracasei CNCM I-5369 isolé d’un produit laitier local en Algérie a la 

particularité d’être active contre des bacilles à Gram-négatif, mais cette activité est pH-

dépendante. L’analyse in silico du génome de cette souche avec le logiciel Bagel-3 a permis de 

localiser cinq gènes nommés orf010, or012, orf023, orf030 et orf038, codant donc ces 

bactériocines Néanmoins, aucun gène d’immunité et de transport n’a pu être mis en évidence 

par cette approche de bio-informatique.  
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Nous avons constaté que l’expression en système natif de ces cinq gènes était corrélée avec 

l’activité antibactérienne de la souche, suggérant ainsi un lien possible entre l’expression des 

gènes et la production de ces bactériocines. De plus, la caractérisation in silico des gènes de 

bactériocines couplée aux résultats de qPCR ont révélé la co-expression des gènes orf010 et 

orf012 indiquant donc que le produit de ces deux gènes (ORF010 et ORF012) fonctionnerait 

comme une bactériocine à deux peptides. Par ailleurs, les cinq bactériocines (ORF010, 

ORF012, ORF023, ORF030, et ORF038) ont été exprimées en système hétérologue en utilisant 

E. coli Rosetta comme système hôte. Après avoir été produites, purifiées et caractérisées par 

spectrométrie de masse MALDI TOF, l’activité anti-Gram-négative de ces bactériocines 

recombinantes (à pH 5) a été démontrée en utilisant comme souche cible E. coli ATCC 8739. 

De même, une activité synergique a été observée lorsque ces cinq bactériocines ont été testées 

de manière concomitante.  

Cependant, les quantités des bactériocines ORF010, ORF012, ORF023 et ORF038 obtenues 

après purification demeuraient faibles, car la majorité des peptides produits se retrouvait piégée 

dans les corps d’inclusion. La co-expression de ces bactériocines avec une protéine chaperonne 

peut être considérée comme une alternative pour améliorer leur repliement au sein de l’hôte E. 

coli (Zhou et al., 2018). En outre, d’autres systèmes d’expression hétérologue, tels que 

Lactobacillus (Gram-positif) et Pichia (levure), peuvent être envisagé afin d’augmenter le 

rendement de purification de ces peptides afin de pouvoir les caractériser davantage (Cui et al., 

2021).  De plus, dans le futur, il serait intéressant de comprendre la régulation de la biosynthèse 

de ces bactériocines chez L. paracasei CNCM I-5369, en identifiant les potentiels systèmes de 

transport et d’immunité utilisés par la bactérie productrice pour externaliser ces molécules, 

aussi pour se prémunir de leur activité.  

Etant donné que la bactériocine ORF030, renommée lacticaséicine 30, est plus aisément 

produite en système hétérologue à l’issue de nos différents essais, nous avons décidé de nous 

focaliser sur cette dernière pour comprendre les relations structure-activité chez ce peptide. La 

lacticaséicine 30 a montré une structure secondaire comportant cinq hélices-α. Nous avons pu 

observer que les formes tronquées N-ter-lacticaséicine 30 (comportant les deux premières 

hélices) et C-ter-lacticaséicine 30 (comportant les 3 dernières hélices) sont actives à la fois 

contre les bactéries à Gram-positif et à Gram-négatif. Bien que la région N-terminale semble 

plus être impliquée dans l’activité anti-Gram-négative, la première hélice seule ne suffit pas 

pour l’activité anti-Gram-négative. Par ailleurs, différents variants de la lacticaséicine 30, 

contenant une mutation ponctuelle ont été obtenus par mutagénèse dirigée, et ont permis de 
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mettre en évidence l’importance de certains acides aminés jouant un rôle clé dans la structure 

la lacticaséicine 30 (Glu 6, Tyr 78 et Tyr 93) et par conséquent dans son activité contre les 

bactéries Gram-négatives. La réalisation d'autres mutations (par mutagénèse dirigée ou 

aléatoire) peut être envisagée dans le but d'augmenter l'activité antibactérienne. 

L’activité de la lacticaséicine 30 combinée à la colistine a été testée sur plusieurs souches de 

bactéries à Gram-négatif multirésistantes, y compris à la colistine. Un effet synergique de la 

combinaison lacticaséicine 30-colistine a été observé sur certaines de ces souches permettant 

l’obtention d’un phénotype de sensibilité à la colistine. En outre, la combinaison lacticaséicine 

30-colistine diminuait drastiquement le niveau d’expression du gène mcr (gène responsable de 

la résistance à la colistine) chez les souches chez lesquelles un effet synergique de cette 

combinaison a été observé.  

A moyen terme, il serait intéressant d’identifier les cibles cellulaires potentielles (paroi, 

membranes…) de la lacticaséicine 30 afin d’en élucider le mode d’action. A noter que des 

travaux récents à partir de la fraction E20 semblent suggérer que cette bactériocine ne ciblait 

pas les LPS. Cependant, cette hypothèse reste à être confirmée. Comme cela a été observée 

pour d’autres bactériocines, il serait intéressant de rechercher d’autres activités, telles que des 

activités antivirales et anticancérigènes (Drider et al., 2016).   

Au cours de cette thèse, nous avons pu constater que l’activité de la lacticaséicine 30, ainsi que 

celle des autres bactériocines produites par la souche L. paracasei CNCM I-5369, sont pH-

dépendantes, ce qui pourrait limiter leur utilisation en tant qu’agent de biopréservation ou 

comme outil thérapeutique. Par conséquent, il pourrait être envisagé à plus long terme 

d’explorer les alternatives permettant d’abolir cette dépendance du pH soit par de l’ingénierie 

moléculaire, soit en recourant à des formulations, l’associant avec d’autres types de molécules, 

afin d’en élargir le spectre des utilisations possibles.  
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