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RESUME

Lactococcus lactis est une bactérie employée en industrie fromagere, particuliérement
pour la fabrication du fromage Cheddar. Son rdle d’acidification du milieu peut étre entravé
particilement ou totalement par des bactériophages, engendrant des pertes économiques
considérables. Certaines souches bactériennes possédent intrinsequement un ou des
mécanismes de résistance contre les phages. Parmi ceux-ci, I'avortement de I'infection (abi)
est I'un des plus efficace. Ce travail a permis la découverte et la caractérisation d’un nouveau
systeme plasmidique de type abi, nommé pED1. Provenant d’un lactocoque isolé du lait cru, il
est efficace contre I'espéce phagique 936, la plus problématique en Amérique du Nord.
Comparativement 2 la souche sauvage infectée par le phage p2 (espece 936), un million de
fois moins de plages de lyse sont observées si la souche contient pED1. Sept pourcent des
cellules infectées relarguent des virions et le cas échéant, dix fois moins de phages sont
libérés. Jusqu’'a présent, pEDI est le premier systéme abi a étre disponible au Canada sans

restriction de brevet et pourrait potentiellement étre exploité commercialement.
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directeur




AVANT-PROPOS

Comme pour toutes les autres activités qui nous intéressent, la maitrise quand on est
dedans, on n’a jamais le temps de tout faire ce que I’on voudrait faire et quand on I'a terminée,
on trouve que ¢a s’est trop vite passée. Heureusement que la vie est ainsi faite. Parce que
malgré tout, il faut de la détermination, de la patience et un soupgon de chance!

De la chance j’en ai eue, j'ai rencontré le Dr Sylvain Moineau alors que j’étais encore
étudiant au baccalauréat, quelques mois aprés son arrivée a I'Université Laval. Moi qui
voulais ceuvrer dans le secteur alimentaire, voild que je fais partic de I'équipe du seul
professeur du département qui y est impliqué. Il m’a accordé sa confiance et je lui en suis trés

reconnaissant.

Sylvain est un professeur qui ne ménage ni son temps ni ses €nergies pour ses étudiants
et son laboratoire. Les connaissances acquises, issues de son encadrement, me permettront de

mener a bien les projets que j entreprendrai.

Je me souviendrai toujours de ces belles années passées en compagnie de la gang du
labo qui forme probablement la plus grande équipe de recherche au pays sur les lactocoques et
les phages de I'industrie laitiere. L’atmosphere de camaraderie qui y régnait contribuait a
faciliter le travail. Je me rapellerai aussi de nos activités de loisirs : canot A glace, camping,
cabane a sucre, mes premiers congreés, les p’lits restos, etc. Méchante belle gang (Denise,
Frédéric, Hélene, Isabelle, Julie, Karidia, Line, Martin, Nathalie, Sandra, Steve, Sylvain), sans

oublier les stagiaires et tous les autres qui sont venus travailler avec nous.

J'ai choisi de vous quitter pour poursuivre mes études de troisidme cycle dans le
monde des eucaryotes. Ce qui me permet de dire & mes collegues que plus tard vous
retrouverez un confrére et non un compétiteur. Partir pour se complémenter, plutdt que se

concurrencer.
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CHAPITRE 1 : Introduction

1.1 L’héte, le parasite et leurs impacts économiques

1.1.1 Impacts économiques des produits laitiers (survol)

Le secteur agro-alimentaire génére annuellement 3 I’échelle nationale, des revenus de
I’ordre de 57,5 milliards de dollars et les produits laitiers occupent le deuxi®éme rang apres les
viandes, avec 14% des revenus, soit des retombées économiques de huit milliards de dollars
(figure 1). Deux principaux joueurs se divisent le marché canadien de la production de lait,
I’Ontario avec 33% et le Québec, bon premier avec 37% des parts. Ce qui signifie des recettes

avoisinant un milliard et demi de dollars pour les producteurs laitiers québécois.

Les fromages sont le fer de lance des exportations canadiennes de produits laitiers,
avec des ventes supéricures 3 144 millions de dollars. Le Cheddar, dont la production
nécessite I'’emploi de lactocoques (sujet a I'inactivation par les bactériophages), rapporte prés
de la moitié des recettes, soit 71 millions de dollars. A cela s’ajoutent les ventes pour le
marché intérieur, inutile de dire que les revenus en sont décuplés. Au cours des cinq dernieres
années, la demande a I'étranger pour le Cheddar canadien est en constante progression (figure
2). Rien n’indique que la tendance s’inversera a court terme. Fait A souligner, en 1998, le
Québec était le principal producteur de fromage Cheddar, accaparant S0% de la production

canadienne.

Donc, I'industrie laitiere est un secteur économigue trés important pour le pays (22 000
emplois seulement pour le secteur de la transformation laitiere) et le Québec est 1a principale
province productrice de fromages (57% de la production canadienne en 1997-1998). Le
produit vedette étant le fromage Cheddar, il est par conséquent impératif que le Canada et le
Québec se dotent d’outils biotechnologiques pour faire face a la vive concurrence 3 I'heure de
la mondialisation des marchés. Au Etats-Unis, I'utilisation de bactéries lactiques modifiées

génétiquement est permise. Quelques mécanismes d’avortement de I'infection sont déja en



cours d’utilisation (dans des souches de lactocoques) et exploités commercialement. Pour
I'instant la législation canadienne en matitre de modifications génétiques ne permet pas
I'usage de certaines méthodes (électroporation) employées aux Etats-Unis. Mais dici
quelques années, si la réglementation est modifiée, nos industries pourront A leur tour

augmenter leur compétitivité.

Références (sites web); Centre Canadien d’Information Laititre, Agriculture et Agro-
alimentaire Canada, Commission Canadienne du Lait, Statistique Canada.



Figure 1 Principaux secteurs de l'agro-alimentaire au Canada et leur quote-part en
fonction des revenus pour ['année 1998. Centre Canadien d’Information Laitidre

(http://www.dairyinfo.agr.ca/)



59,1 milliards $ can.

Viandes Autres
19.0% 21.9%

Huiles
végétales
Boissons 2'4%
12,7%
PAtisseries
5.5%

Farines
Produits laitiers 10.1%

14.0% Voiailles Fruits & légumes

5.2% 7.2%



Figure 2 Exponations canadiennes de fromage Cheddar, depuis 1994. Centre Canadien
d’Information Laitiere (http://www.dairyinfo.agr.ca/)
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1.1.2 Les lactocoques, généralités

Les lactocoques (coques allongés 3 Gram positif) font partic du groupe des bactéries
lactiques, lequel comprend onze genres (Holt er al., 1994) dont plusieurs ont un usage
commercial. Les bactéries lactiques posseédent la caractéristique intéressante d’'éure
généralement reconnues comme sécuritaires (van de Guchte er al., 1992). C’est pourquoi elles
sont fréquemment employées pour la fermentation de produits alimentaires. Le contenu
nucléotidique de leur génome révele un pourcentage en guanine et cytosine qui s'élRve
environ a 37% (van de Gutche er al., 1992).

Cinq espéces composent le genre Lactococcus ; garviae, lactis, piscium, plantarum et
raffinolactis. Celle qui nous intéresse particulidrement, de par son utilisation répandue dans la
fabrication fromageére (Cheddar), est I'espece lacris. Cette derniere comprend trois sous-
especes ; cremoris, hordiniae et lactis, en plus des biovars. Un de leurs dérivés métaboliques,
I'acide lactique, permet la coagulation des protéines laitiéres via une baisse du pH qui résulte
du catabolisme du lactose par les voies de la fermentation. Ce «déchet bactérien » sert aussi
d’agent de conservation en empéchant la prolifération de plusieurs pathogénes. Le sysiéme
protéolytique de L. lactis est directement impliqué lors de la maturation fromagere puisqu’il
dégrade la caséine du lait en petits peptides et en acides aminés, ce qui génere alors des
composés reliés aux saveurs ou leurs précurseurs. Ces caractéristiques expliquent I'usage trés
répandu de ce micro-organisme pour la fabrication d’une gamme €tendue de produits laitiers

fermentés dont une grande variété de fromages.

Ces organismes procaryotes sont susceptibles aux infections virales causées par des
bactériophages. Lors de la production fromagére 2 grande échelle, un tel phénomene
biologique peut avoir un impact sur le produit fini. Ce probléme d’envergure internationale est
connu depuis 1935 et de nombreuses études ont été déja effectuées pour tenter de contrer les

effets néfastes des phages.



1.1.3 Bactériophages de lactocoques

Les bactériophages se retrouvent naturellement dans le lait cru et certains peuvent aussi
se retrouver dans le lait pasteurisé (Dinsmore et Klaenhammer, 1995). Au sein des usines
laitieres, le lactosérum est un véhicule de choix pour la propagation virale étant donné sa
faible viscosité qui permet aux virus de se disperser aisément (figure 3). En toute logique, il
est utopique de croire que les phages pourraient étre totalement éradiqués d’une usine.
Conséquemment, il faut trouver des moyens palliatifs afin de réduire au maximum I'impact
économique négatif engendré par les bactériophages. La rotation des ferments est une stratégie
qui permet normalement d’éviter les ratés importantes de fermentations. Cela présente
I'inconvénient d’augmenter la diversité phagique dans I'usine et d’accroitre les risques qu’un
ferment résistant ne devienne la proie d’un phage nouvellement présent (Sing et
Klaenhammer, 1993). De plus, ce type de systeme alourdit considérablement la gestion des

ferments.

Les fermentations a grande échelle peuvent mettre en présence plusieurs parasites et
hdtes. Les conditions sont alors réunies pour qu'il y ait «coinfection hétérogene »
(néologisme; infection par des phages différents, de la méme espece ou d’espéces diverses) ou

« coinfection homogene » (néologisme; plusieurs virions du méme phage).



Figure 3 Cycle lytique d’un bactériophage présenté en cinq étapes (A-E). L’infection
entrainera une mobilisation de la machinerie cellulaire pour le bénéfice du virus. A)
Adsorption du phage 2 la cellule, B) Ejection de I"’ADN phagique, C) Synthése d’acides
nucléiques et de protéines virales, D) Assemblage des composantes phagiques, E) Libération

de virions matures.
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1.1.4 Classification des bactériophages et étude de leur génome

Grice 2 certains critéres tels que la morphologie, I'homologie d’ADN, la composition
protéique, I'analyse des fragments de restriction, la sérologie, la taille du génome et la
spécificité d’infection, il est possible de différencier et donc de classer les phages (Ackermann
et DuBow, 1987; Jarvis er al., 1991; Moineau et al., 1993; Maniloff et Ackermann, 1998). La
classification des phages de lactocoques s’effectue 2 la manitre d’un arbre généalogique a
quatre niveaux. D’abord il y a les familles, au nombre de deux, celle des Siphoviridae et celle
des Podoviridae. Les Siphoviridae ont pour caractéristiques morphologiques une téte
isométrique ou allongée ainsi qu'une longue queue non contractile. Pour ce qui est des
Podoviridae, ils ont également une téte isométrique ou allongée mais possédent une queue res
courte. Chacune des familles comporte deux morphotypes (Siphoviridae: Bl et B2;
Podoviridae : C2 et C3) (figure 4). Chacun des morphotypes peut comprendre une ou
plusieurs especes de phages. Les bactériophages de lactocoques se regroupent en 12 especes
différentes (Ackermann et DuBow. 1987). Parmi celles-ci, trois espéces se distinguent des
autres par leur occurrence dans le secteur laitier nord américain; 936, c2 et P335 (Moineau et
al., 1992; Moineau er al., 1996). Le dernier niveau de «1'arbre» correspond aux phages eux-
mémes. Les especes 936 et c2 contiennent uniquement des phages lytiques, alors que I'espéce
P335 englobe des phages lytiques et tempérés. Quant 2 I'appellation des phages de
lactocoques, 2 I'instar des coliphages (Freifelder, 1965), des corynebactériophages (Groman et
Rabin, 1982) ou corynephages (Groman et Rabin, 1980; Le Marrec er al., 1998) et oenophages
(Santos er al.. 1998), le néologisme « lactiphages » ou « lactophages » pourrait leur étre

assigné.

Depuis quelques années le séquencage de génomes phagiques s’effectue (Jarvis et al.,
1995) afin de recueillir des informations supplémentaires au niveau moléculaire. Au moins un
membre des trois principales especes de phages de lactocoques rencontrés dans 1'industrie
laitiere nord-américaine a été passé au crible. C’est le génome du phage bIL67 de ’espéce c2
qui a ouvert le bal (Schouler er al., 1994) suivi par le phage c2, de I'espéce du méme nom
(Lubbers er al., 1995). Quant aux travaux sur le phage skl (espéce 936), ils ont porté sur
I'analyse de sa séquence d’ADN, I'expression de ses génes, son origine de réplication et sa
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structure modulaire (Chandry er al., 1997). Plusieurs génes ont pu y étre identifiés et un
alignement de séquence avec le coliphage A démontre une correspondance frappante entre la
longueur des cadres de lecture ouverts (orf) et le point isoélectrique de leur produit. Les
auteurs ont proposé que ce phénomene indique une forte conservation 1’organisation génétique
entre skl et A, ce qui pourrait servir A prédire les fonctions des produits des génes du phage
skl. L’espece P335 est moins problématique (puisqu’elle compte des phages tempérés) et le
premier représentant de cette espéce 2 avoir été séquencé est le phage rlt (van Sinderen et al.,
1996). Une autre étude comparative de génome a éi€é menée, cette fois en utilisant quatre
phages de l'espece c2 (Perrin er al., 1997). II en ressort que quelques caractéristiques
particulieres de la région intergénique cos, sont conservés au sein de tous les membres d'une
espéce. Un des motifs conservés semble plus général puisqu’il est retrouvé dans les régions
cos de tous les phages de lactocoques séquengés et pourrait étre relié a la spécificité de la
terminase. Certains motifs conservés semblent encore plus généraux, car ils sont homologues a

des séquences impliquées dans la maturation et I'encapsidation du coliphage A.

Une meilleure compréhension de la génétique des phages est essenticlle et pourrait
résulter en la création de nouveaux systeémes de défense a leur endroit. Un article de revue de
Djordjevic et Klaenhammer (1997a) fait le point sur I'état des connaissances a propos des
génes phagiques et de leur expression dans des lactocoques. Fait particulierement intéressant,
plusieurs stratégies et mécanismes anti-phages y sont abordés. L'effet de la température étant
un effecteur de choix (pour le secteur alimentaire), il fut retenu par une équipe hollandaise afin
de mettre au point un répresseur thermolabile de bactériophage utilisable dans un systéme

d’expression (Nauta ez al., 1997).

Encore avec I'objectif de construire un systéme d’expression de grade alimentaire, un
promoteur phagique inductible cette fois aprés I'infection virale, a été caractérisé au niveau
moléculaire de méme que son activateur transcriptionnel (Walker er al., 1998; Walker et
Klaenhammer, 1998). 11 a alors été démontré que le promoteur inductible de ce bactériophage
lytique avait plus de 95% (jusqu'a 98%) d’homologie avec deux autres phages tempérés A
certains endroits de leur génome. De plus, L. lactis NCK203 (souche utilisée en laboratoire)

contient une séquence homologue A ce promoteur phagique et grice A la mitomycine C, un
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prophage a ét€ induit de cette dernitre. Ces résultats tendent 3 démontrer un mécanisme
conservé de régulation et d’expression des génes entre le phage lytigue en question (¢31 de
I’espéce P335) et au moins deux autres phages tempérés, en plus de mettre en évidence un lien

entre I'évolution de certains phages tempérés et lytiques.

A la fin de 1998, un nouvel outil pour suivre le développement des phages de I'espéce
c2 lors de fermentations laitieres (ou pour des études génétiques) a fait 1'objet d'un article par
notre laboratoire. Il s’agit d’anticorps monoclonaux dirigés contre les protéines majeures
(conformation native) de la capside de phages de lactocoques de I'espece ¢2 (Chibani-Azaiez
er al., 1998).
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Figure 4 Morphotypes des bactériophages de lactocoques. Siphoviridae: morphotypes
B1 et B2. Podoviridae: morphotypes C2 et C3.
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1.2 Les mécanismes de résistance aux bactériophages

1.2.1 Généralités

Outre la rotation des ferments, une autre fagon de combattre la prolifération des virus
est d’utiliser des souches possédant un systéme anti-phagique. De tels syst®mes peuvent étre
présents naturellement dans certaines souches, mais grace la biologie moléculaire, on se dirige
vers la construction de systémes de résistance qui peuvent étre transférés dans des souches a
fort potentiel commercial (outre le fait qu’elles sont parfois sensibles aux bactériophages).
Jusqu'a présent, quatre mécanismes naturels de résistance aux phages de lactocoques ont éié
répertoriés dans la littérature; inhibition de I’adsorption du phage, inhibition de I'€éjection de
I'ADN phagique, restriction/modification et avortement de I'infection (Sing et Klaenhammer,
1990; Hill, 1993; Garvey er al.,1995b; Allison et Klaecnhammer, 1998). Ils sont habituellement
codés sur des plasmides, mais ceci ne constitue pas une régle absolue (Garvey ez al., 1995b).
Parmi ces quatre groupes, celui de I'avortement de I'infection est le plus efficace (Sing et

Klaenhammer, 1990).

La littérature regorge d’informations a propos des bactériophages de lactocoques, de la
résistance virale et des ferments lactiques. Les mécanismes de résistance habituels font fi de la
présence des virions dans le lait. Par leur action, ils permettront la fermentation malgré la
présence de phages. Une autre perspective de la problématique phagique industrielle a été
présentée par 1’'usage d’anticorps. En effet, I'ajout d’anticorps en concentration élevée (Geller
et al., 1998) servirait A neutraliser les phages présents dans les cuves de fermentation. Bien
que tous les phages n’aient pas nécessairement de souche hote dans le ferment, ils pourraient
étre neutralisés. Les anticorps seraient produits par des vaches préalablement immunisées et
dont les immunoglobulines (anti-phages) se retrouveraient dans le lait. Le procédé peut étre
économiquement rentable si le colostrum (premier lait produit en postpartum) est recueilli,
puisqu’il est jusqu'a 200 fois plus concentré en immunoglobulines que le lait conventionnel
(Geller er al., 1998). L’avantage de cette méthode est qu’elle permettrait de réduire la diversité

phagique de I'usine.
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Plus un mécanisme de résistance est efficace contre un éventail large d’espéces
phagiques, plus il devient intéressant de I'utiliser. Dans cette optique, un moyen visant plus
d’une espece virale (virus d’eucaryotes et de procaryotes) est actuellement en cours
d’exploration et concerne 1'inhibition de 1’assemblage de la capside virale par une altération
du sentier métabolique de l1a polymérisation (Prevelige, 1998). Généralement, lorsqu’on désire
obtenir une souche résistante en vue d'une utilisation industrielle, le choix de la souche
s’arréte sur celle qui génére le meilleur produit fini, dans laquelle on ins2re un syst2me de
résistance. Une stratégie inverse a été proposée et a résulté en une souche résistante aux
phages, utilisée avec succes lors de la production de Cheddar (O’Sullivan er al., 1998). La
souche initiale (L. lactis MG1614) était trés sensible aux phages et n’avait ni la capacité de
fermenter le lactose (lac™) ni celle de dégrader la caséine (prt™). Les syst®mes de résistance
(Abi, adsorption, R/M) ont €té successivement ajoutés, puis le plasmide pLP712 fut transféré
(lac*, prt*). Résultat, une souche résistante utilisable en fabrication fromagére. Dans le méme
ordre d’idée de souche contenant plusieurs plasmides, une équipe d’Irlande a identifié quatre
plasmides impliqués dans la résistance aux phages (Forde er al., 1999). Parmi ceux-ci, un agit
sur l'adsorption (pCI658), deux sont de type R/M (pCI642 et pCI605) et sont requis en
simultané pour ce phénotype, le quatritme demeure encore 2 caractériser (pCI646, code aussi

pour I'utilisation du lactose).

Toujours dans I'objectif de contrer la prolifération des phages lors de fermentation de
produits laitiers, outre les méthodes biotechnologiques, certaines méthodes physiques
pourraient peut-€re étre envisagées. Ces méthodes ont déja fait leur preuve pour la santé
publique, il s'agit de I'ozonisation et des rayons ultraviolets. Un traitement A I'ozone peut
completement inactiver le bactériophage A en cinq minutes (Komanapalli et Lau, 1998). Il est
important de noter que le milieu dans lequel se trouvent les micro-organismes a un impact
majeur quant A I'efficacité de I'ozonisation. Pour ce qui est du rayonnement UV, les
bactériophages étudiés (¢X174 [E. coli], B40-8 [Bacteroides fragilis] et MS2 [E. coli]) y
éraient tous sensibles (Sommer ez al., 1998). Est-ce que ces méthodes seraient applicables au

traitement du lait avant la fermentation? Ca reste 2 voir.
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Peu importe les mécanismes de résistance utilisés, il ne faut jamais sous-estimer la
capacité de mutation et d'évolution des bactériophages. A I'instar des antibiotiques, chaque
nouveau systdme de résistance sélectionnera son mutant résistant, ¢’est pourquoi il faut une
surveillance constante des ferments et des bactériophages présents. Malgré tout, les phages ne
sont pas que néfastes en production fromagére. Lorsqu’ils s’integrent au chromosome de
I’h6te (souche lysogene) ils peuvent devenir un atout pour la maturation du fromage (Lepeuple
et al., 1998). Bien que ce mémoire concerne essenticllement les lactocoques et leurs
bactériophages du secteur laitier, il est bon de souligner que ce type de problématique et de
solutions pourraient s’appliquer dans d"autres secteurs qui ont en commun la fermentation (ex.
fermentation du soya [Higuchi er al., 1999], production naturelle de vinaigre, vinification

[Poblet-Icart ez al., 1998], etc).

1.2.2 Inhibition de ’adsorption

L’inhibition de I'adsorption du phage est un terme utilisé pour décrire la résistance
caractérisée comme I'incapacité de la particule phagique 2 s’attacher 2 la cellule bactérienne
empéchant alors I'infection d’avoir lieu (Hill, 1993; Dinsmore et Klaenhammer 1995; Garvey
er al.,1995b). Cette inhibition de I'adsorption peut &tre obtenue de deux fagons différentes ;
soit les récepteurs cellulaires utilisés par le phage sont absents, altérés, modifi€s, ou que ces
récepteurs sont masqués par une substance produite par la cellule. En ce qui a trait aux
récepteurs, il est fréquent de retrouver des bactéries mutantes insensibles aux phages. On
suppose que la résistance origine d’'une mutation simple dans le géne codant pour le(s)
«récepteur(s) phagique(s)» puisque le taux d’accumulation des variants insensibles aux phages
est similaire 2 celui attendu pour les mutations ponctuelles ou celles de déplacement du cadre
de lecture (King er al., 1983; Garvey et al., 1995b). A ce jour, au moins sept plasmides codant
pour I'inhibition de I’'adsorption ont €€ isolés de plusieurs souches insensibles aux phages
(Garvey er al., 1995b). Ils semblent agir en blindant les récepteurs avec un composé contenant
du galactose etvou rhamnose et/ou de 1I’acide lipotéichoique. Peu importe la substance en
cause, I'effet consensus est une augmentation de 1’hydrophobicité de la surface cellulaire de

I’'hote résistant (Garvey et al., 1995b). Une autre €tude, passée sous silence par plusieurs
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revues sur le sujet, traite d’inhibition de I’adsorption engendrée par une protéine de 30 kDa,
dont le déterminant génétique serait d’origine plasmidique (Akgelik et Tunail, 1992). Certains
auteurs ont démontré que des événements de co-intégration plasmidique pouvaient engendrer

un phénotype de mutant insensible (Harrington et Hill, 1992).

1.2.3 Inhibition de la pénétration de ’ADN phagique

L’inhibition de Ia pénétration de I"’ADN du phage est un mécanisme plutdt rare. En
général, le phage s’adsorbe normalement 2 la surface de la cellule, mais I"’ADN phagique
n’atteint pas le cytoplasme et le cycle d’infection est évité. Une autre hypothése avancée pour
expliquer ce phénomene, propose une altération de I'enveloppe qui rendrait les bactéries

résistantes 2 la perforation par la lysine de la queue du phage (Marshall et Berridge, 1976).

Chez les bactéries lactiques, le premier syst¢me bloquant la pénétration de I"'ADN
virale a ét€ rappornté chez Lactobacillus casei (Watanabe er al., 1984). Plus récemment, le
plasmide pNP40 (Lactococcus lactis) a été identifi€é comme porteur d’'un tel mécanisme
(Garvey et al., 1996). Demiérement, un mécanisme du méme type aurait €té localisé sur le

chromosome d une souche de L. lacris (Akgelik, 1998).

1.2.4 Restriction/Modification

Les systemes de restriction/modification sont relativement fréquents au sein des
bactéries lactiques (Dinsmore et Klaenhammer, 1995; Moineau er al., 1995; Nyengaard er al.,
1995). Dans la plupart des cas rapportés, les déterminants génétiques sont portés par des
plasmides (Dinsmore et Klaenhammer, 1995). La partie enzyme de restriction du systéme
reconnait et clive I'ADN qui n’a pas été modifi€ 2 un site spécifique. L’ADN de I'hdte est
protégé de la coupure enzymatique par la partie modification du systdéme qui méthyle I'ADN
(au méme site de coupure), via la méthylase. Lorsqu’un phage injecte son ADN dans la

cellule. il y a une compétition entre I'endonucléase et la méthylase pour le(s) site(s) de
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reconnaissance. Lorsque I'enzyme de restriction I'emporte, alors la multiplication du phage est

arrétée.

Toutefois, si I’ADN du phage est modifi€ avant le clivage, le cycle d’infection se
complete. Les systtmes de R/M sont efficaces pour arréter I'infection phagique A un stade
précoce sans pour autant sacrifier la viabilité de la cellule. Le principal inconvénient est la
facilité avec laquelle I'ADN d’un phage peut devenir méthylé et passer outre ce syst¢me. Dans
un tel cas, toute la descendance de ce phage serait alors résistante 2 ce mécanisme R/M. Le
systtme devient ainsi inefficace et cette conséquence empéche un usage intensif pour de
longues périodes. De plus, pour qu'un syst¢me de R/M fonctionne, il doit y avoir au moins un

site de coupure pour 1'enzyme de restriction dans le génome viral.

Bref, c’est le systeme le plus répandu, mais aussi le plus simple a éviter si on se place
dans la «peau» d’un bactériophage. Au cours de I'évolution, les phages ont acquis divers
moyens pour contrer les systtmes R/M et permettre leur réplication. En plus de la
modification de I' ADN de phages, notons I’inhibition des enzymes de restriction de 1I'hGte par
des protéines virales se liant directement aux enzymes de restriction (Kriiger et Bickle, 1983).
D’autres phages contournent le probléme en incorporant des bases inhabituelles au sein de leur
génome. Il s’agit 12 de bases autres que les quatre bases classiques (adénine, cytosine, guanine
et thymine) et dont la synthese a lieu pendant le métabolisme des nucléotides, ce qui differe
des bases modifiées, lesquelles subissent un ajout apres la synthése de I’ ADN. Le génome du
phage PBS2 (chez B. subrilis) est un exemple d’ADN avec une base inhabituelle, il comporte
en partic de l'uracile plutdt que de la thymine. Ce phage produit une protéine qui inhibe
I'uracile N-glycosylase de I'hGte, or cette derniére sert a corriger la désamination de la
cytosine qui génere alors l'uracile (Karran er al., 1981). Cela a pour effet de diminuer le
nombre de sites de restriction dans le génome du phage, le rendant moins sensible aux
enzymes de restriction. Une vari€té de stratégies permettent donc aux phages de contrer les
enzymes de restriction de I'hGte et de poursuivre leur cycle infectieux (Kriiger et Bickle,

1983).
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Certains syst¢mes R/M n’appartiennent pas au type II, ce qui les rend ainsi plus
difficile & caractériser (Garvey et al., 1995b). Les sysidmes de type II  nécessitent
généralement un seul cofacteur, clivent au site de restriction ou pres de celui-Ci et ont une
organisation génétique relativement simple. A 1'opposé, les systémes de type I, III et IV
(récemment proposé) peuvent étre soit multifonctionnels, avoir de multiples sous-unités,
nécessitent davantage de cofacteurs et/ou clivent 2 des sites aléatoires (Garvey er al., 1995b).
Récemment, une étude a €té publiée sur le contrdle de I'expression d’'une enzyme de
restriction, Llal, (O’Sullivan et Klaenhammer, 1998) pouvant servir de mécanisme de
résistance aux phages (syst¢tme R/M complet). Ce systieme pourrait appartenir 2 une nouvelle
classe de systtme R/M puisqu’il posséde des caractéristiques similaires aux types I et IIS. Le
premier systéme de R/M de type Il chez les bactéries lactiques (et du méme coup chez les

Gram +) a été caractérisé récemment (Su er al., 1999).

Un groupe de I'INRA (Schouler ez al., 1998) a découvert que trois génes codant pour
un systéme de restriction/modification de type I étaient codés sur le chromosome de la souche
Lactococcus lactis 11.1403. Cette méme souche posséde aussi un plasmide codant pour la
sous-unité HsdS responsable de la spécificité du systéme restriction/modification. La sous-
unité HsdS (codée sur le plasmide) pourrait alors interagir avec les deux sous-unités HsdR et
HsdM (codées sur le chromosome) afin de modifier la spécificité du systéme. Ce qui implique
que si un autre plasmide porteur d’une sous-unité HsdS différente était présent dans la souche,
une variation de la spécificité serait alors possible. Cela renforce la résistance bactérienne
contre I'ADN étranger non-méthylé puisqu’il suffit de varier la sous-unité HsdS pour avoir un

systeme de R/M différent.

1.2.5 Avortement de I’infection (Abi; abortive infection)

Le mécanisme d’avortement de I'infection (Abi ; abortive infection) intégre tous les
systemes de résistance aux phages (outre R/M) agissant une fois que I'ADN de ces derniers a
été éjecté dans la cellule. Sous le vocable Abi, on retrouve les mécanismes agissant sur la
réplication du génome de phage, la transcription, la traduction, I'encapsidation de I'ADN,
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I’assemblage, la lyse cellulaire et la libération de virus matures (Hill, 1993; Dinsmore et
Klaenhammer, 1995; Garvey et al., 1995b). Autres conséquences d’un syst¢éme Abi, la cellule
infectée meurt et la libération de phages est minimisée ou €éliminée (Dinsmore et
Klaenhammer, 1997). Phénotypiquement, les Abi sont caractérisés par une absence de plages
de lyse ou une réduction de leur taille et une efficacité réduite 2 former des plages de lyse
(EOP). On observe aussi une diminution du nombre de phages relargués (burst size), une
diminution de I'efficacité A former des centres d’infection (ECOI) et parfois une augmentation
du temps de latence (Hill, 1993). Une caractéristique intéressante 2 signaler est que lorsque
des phages échappent 2 ces systémes, ils ne sont pas nécessairement modifi€és comme c’est le
cas avec les systtmes de R/M. Donc, les générations subséquentes ne sont pas
automatiquement résistantes au systeéme Abi qui peut alors continuer 2 éure utilisé. Par contre,
des mutants résistants aux systtmes Abi peuvent survenir. Ainsi, pour assurer une certaine
pérennité de la résistance aux virus et éviter la propagation de mutants résistants,
particulierement en vue d’une application industrielle, on peut placer plus d'un systéme de
résistance dans une souche. Cette fagon de procéder permet d’empécher la prolifération de
phages advenant le cas ob un des systémes anti-phages aurait €té contourné, un autre peut
alors prendre la releve. Malgré qu'une combinaison de plusieurs systémes de résistance dans
une méme souche soit une tendance, une équipe irlandaise a démonuré qu’il n’était pas
toujours possible de jumeler deux mécanismes Abi ou plus dans une méme souche
industrielle, spécialement si un mécanisme Abi y est déjd naturellement présent (Coffey er al.,
1998). En effet, I'ajout d'un plasmide dans une souche héte possédant au moins un plasmide

est susceptible de provoquer de I"incompatibilité plasmidique.

Pour mesurer I'impact de I'usage d’un Abi dans une souche et les comparer les uns aux
autres, il faut vérifier leur efficacité. La plupart du temps I'efficacité d’un mécanisme Abi est
évaluée 2 30°C, cette température permet autant la croissance de I'héte que la réplication
virale. Certains Abi ont vu leur efficacité aussi estimée 2 d'autres températures. Dans ce
dernier cas, il faut garder a I'esprit que les souches de lactocoques croissent A des températures
particuliéres qui ne correspondent pas nécessairement a la température idéale pour que le cycle
Iytique d’un bactériophage particulier puisse s'opérer. Donc, le facteur température idéale
pour la souche versus celle pour le phage, joue un rdle quant a la résistance aux phages. Si les
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mémes souches hdtes et phages sont utilisés et ce, aux mémes températures, on peut alors
effectivement comparer entre eux, la gamme de températures couverte par divers systémes

Abi

Preés d'une vingtaine de plasmides naturels ont été classés dans le groupe des
mécanismes Abi (tableau 1). La quasi-totalité d’entre eux ont une taille située entre 30 et 135
kpb. Les protéines de résistance sont plutdt hétérogenes et les modes d’action pas urés connus
encore. Toutefois, quelques informations ou indices supplémentaires sur la nature du mode
d’action sont disponibles pour certains Abi. Notamment, AbiA qui semblerait bloquer la
réplication de I'ADN phagique et AbiC qui inhibe la production de protéines de la capside
(Moineau er al., 1993). Quant A AbiB, une activité de RNase lui serait associée (Parreira et al.,
1996).

Bien qu’ils aient é1é découverts depuis quelques années, certains Abi demeurent
toujours A I'étude dans le but ultime d’élucider leur mode d’action. C’est le cas entre autres
d’AbiA, a propos duquel deux articles ont &té récemment publiés. Le premier traite d’une
région de génome de phage qui serait impliquée dans la sensibilité 3 AbiA (Dinsmore et
Klaenhammer, 1997) et le second (Dinsmore er al., 1998) rapporte qu'un motif «leucine
zipper» serait responsable de la résistance conférée par AbiA envers trois especes de phages
(P335, 936, c2). Dans la méme veine, AbiD, a été combiné avec AbiE ou F afin de vérifier si
un effet de synergie pouvait en résulter (Mclandsborough er al., 1998). Contrairement 2
I'équipe d’Irlande, I'union de deux Abi a trés bien fonctionné et un effet de synergie a €€
observé. Quant A AbiG (qui est composé de deux génes abiGi et abiGii), son expression, sa
régulation et son mode d’action ont été étudiés (O’Connor, et al., 1999). Les deux geénes sont
cotranscrits (2,8 kpb). Toutefois, un autre transcrit de taille inférieure a aussi été détecté. Ce
dernier transcrit de 1,5 kpb correspondrait a abiGii et peut étre causé par un faible terminateur
au sein d'abiGi ou étre le résultat d'une transcription indépendante d'abiGii 3 I'intérieur

d’abiGi. 11 semble qu’ AbiG agisse en inhibant la synthese d’ ARN phagique.

Plusieurs nouveaux systémes Abi ont aussi été publiés depuis le début de ce travail, 2

commencer par Abil (Su e al., 1997) qui code pour une protéine de 332 acides aminés. 1l est
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efficace contre les phages des espéces 936 et ¢2 mais davantage 2 30°C qu’a 37°C. Le
fragment de 2,6 kpb contenant le géne abil a été cloné 2 partir d’un plasmide de 56 kpb. AbiJ
a été découvert par le méme groupe de recherche (Deng er al., 1997) et est issu d’un petit
plasmide de 16 kpb contenant une région de 1,2 kpb codant pour I'avortement d’infection.
L’orf lui-méme fait 846 pb comparativement 2 996 pb pour abil. Un motif «helix-turn-helix» a
ét€ rouvé pour AbiJ, ce qui pourrait laisser supposer une interaction avec 1I'ADN de phage.
Toutefois, I'efficacité de cet Abi est tras faible avec un EOP de 10™.

Notre laboratoire a publi€¢ en 1997 un article sur AbiK (Emond er al., 1997). Celui-ci
fut isol€ a partir d’un trés petit plasmide d’environ 8 kpb, d’od provient la séquence d’AbiK de
599 acides aminées et d’un poids de 71,4 kDa. Il a un EOP de 10 contre I'esp2ce 936 et P335
et de 10" contre I'espace c2. L'année 1998 compte les publications de trois Abi, AbiN
(Prévots et al., 1998), AbiO (Prévost et Ritzenthaler, 1998) et AbiQ (Emond er al., 1998). A
ce jour, les publications se terminent avec AbiN qui offre 2 peine un EOP de 10" contre
I'espece c2 et méme pas I'équivalent pour I'espece 936. AbiN contient 178 acides aminés (i.e.,
534 pb) ce qui correspond A 20,5 kDa. AbiO est efficace contre les especes 936 et ¢2, il offre
un EOP d’environ 10" contre 'espace 936 et d environ 10® contre I'espece c¢2. L’information
sur AbiP est disponible dans les banques de données mais aucun article n’a encore été publié.
Finalement, AbiQ a aussi fait I'objet d’une publication par notre laboratoire (Dion ez al., 1998;
Emond er al., 1998). Le gene fait 549 pb et il confere une résistance contre les phages des
espéces 936 et c2. L'ensemble des Abi répertoriés dans la littérature ou les banques de
données, sont présentés dans le tableau 1 avec quelques unes de leurs caractéristiques

particulieres.

Sur le nombre d'Abi étudiés (tableau 1), seulement trois sont codés sur le génome
bactérien (AbiB, AbiH et AbiIN). Les genes abi sont habituellement localisés sur des
plasmides car I'expression est significativement augmentée lorsqu’il y a plusieurs copies du
geéne dans la souche (Garvey er al., 1995b; Dinsmore et Klaenhammer 1997; Emond er al.,
1997). Mais, il y a des exceptions, puisqu’'AbiD1 est toxique lorsque surproduite dans la
cellule (Anba et al, 1995). Il a aussi été suggéré qu’AbiO pourrait ére toxique
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lorsqu’exprimée dans un vecteur plasmidique 2 haut nombre de copies (Prévost et
Ritzenthaler, 1998).

De plus en plus, les travaux portant sur de nouveaux Abi devront s’effectuer avec
prudence, étant donnée le nombre grandissant rapporté dans la littérature. En effet, les chances
d’en trouver un déjd connu augmentent. C’est d’ailleurs sur quoi s’est butée une équipe
irlandaise qui signalait un homologue du géne abiB porté sur le plasmide pCl642 (Forde et al.,
1999).

1.2.6 Meécanismes analogues aux Abi, chez d’autres genres
bactériens

Méme si I'avortement de I'infection a été particulierement fertile en publications chez
les lactocoques, il ne s’agit pas 1a d’'un apanage exclusif. Trois systémes retrouvés chez E. coli
ont des conséquences analogues aux systdmes Abi. Le premier est composé des protéines
RexA et RexB (Snyder, 1995) qui forment un canal ionique dans la membrane cellulaire
provoquant un déréglement de la force proton motrice dont la conséquence inéluctable est la
mort de I'hdte bactérien. L’autre utilise le principe de la toxine Hok et de son antitoxine sok
qui a démontré son efficacité 2 inhiber le phage T4 (Pecota et Wood, 1996). Hok est une
toxine provoquant une perte du potentiel membranaire avec pour conséquence un arrét de la
respiration et finalement la mort cellulaire (Gerdes er al., 1986). L’expression de Hok est
prévenu lorsque I'ARN antisens de sok vient s’hybrider sur une portion de ' ARNm de hok.
Une cellule fille dépourvue de sok (géne plasmidique) ne pourrait former un ARN antisens
prévenant la traduction de hok, d’ou la mort cellulaire. Apres infection par le phage T4, cing
minutes suffisent pour arréter la transcription et dégrader I' ARNm de sok (demie-vie de 30
secondes), alors que 20 minutes sont nécessaires avant que les phages T4 matures puissent étre
libérés. Laissant ainsi 15 minutes 3 Hok pour agir et tuer la cellule, ce qui est nettement
suffisant. Le troisiéme syst®éme est localisé dans la région pif du plasmide F et affecte le
coliphage T7 (Cram, et al., 1984). Il semble que dans ce cas, la RNA polymérase de T7 soit

requise pour provoquer I'avortement de I'infection. En fait, le syst2dme Pif encodé par le
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plasmide F induirait une erreur de lecture de I'ARNm par le ribosome, résultant en une
suppression du codon d’arrét ochre. Avec pour effet, une traduction erronnée des génes tardifs

du phage provoquant ainsi I'avortement de 1'infection (Kriiger et Bickle, 1987).

Souvent chez les genres autres que lactocoque, les mécanismes d’avortement de
I'infection sont appelés systémes d’exclusion de phages (Molineux, 1991) ou exclusion de
superinfection (Kliem et Dreiseikelmann, 1989). Outre E. coli, de tels syst®mes ont aussi été
rapportés chez Bacillus subtilis (Moreno, 1979), Corynebacterium diphteriae (Groman et
Rabin, 1980), Salmonella typhimurium (Ebel-Tsipis et Botstein, 1971; Susskind er al., 1971,
1974; Susskind et Botstein, 1980) et Arthrobacter aureus (Le Marrec et al., 1994; Le Marrec
et al., 1998). Caractéristique particuliere chez Arthrobacter aureus, le phénotype de résistance
aux phages, appelé Apid (aborting phage lytic development) est confiné 3 un minuscule cadre

de lecture ouvert de 63 acides aminés (Le Marrec er al., 1998).

1.2.7 Tendances et mécanismes de synthese

Comme on peut le constater aucun des quatre types de systeémes de résistance
naturellement retrouvés chez les lactocoques n’est infaillible. I1 est donc sage d’imaginer une
combinaison de quelques-uns uns d’entre eux pour contenir les infections phagiques. Des
recherches ont déja été entreprises dans ce sens. Une équipe américaine (Durmaz et
Klaenhammer, 1995) a préconisé la combinaison d’un systtme R/M et d’un systéme Abi, le
tout inscrit dans une stratégie de rotation des cultures. L’avantage (sans tenir compte de la
rotation des ferments) est qu'un phage qui échapperait au systeme de R/M (et qui serait
conséquemment modifié) demeurerait alors 2 la portée du systdme Abi. Par contre, il faut
garder 2 I'esprit qu'il s’agit d'une charge métabolique supplémentaire pour la cellule hdte et
qu’en industrie cela peut se refléter par un ralentissement plus ou moins important de la

croissance.

Au cours des dernitres années des nouveautés se sont ajoutées aux mécanismes

naturels. Les mécanismes dits de synthése, comprennent la résistance encodée par le phage
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(Per ; phage-encode resistance) et la technique de I'ARN antisens. Ces deux méthodes font
appe! a la technologie de I'ADN recombinant, ce qui les exclut donc (pour le moment) de tout
usage industriel potentiel en vertu des dispositions législatives en vigueur dans 1'industrie
alimentaire. Le principe d’action du mécanisme Per est d’avoir une souche comportant de
multiples copies d’un plasmide contenant une origine de réplication de phage. Lorsque la
réplication du phage débute, les facteurs de réplication du phage sont titrés par les origines de
réplication situées sur les plasmides. Donc, un nombre restreint de facteurs de réplication
pourront effectivement initier la réplication du phage. Quant 2 I' ARN antisens, il s'agit d’un
terme utilisé pour décrire I’ ARN produit lorsqu’un promoteur est utilisé pour transcrire le brin
non-codant d’un gene. Il se produira alors une interférence entre le brin antisens d’ARN et le
brin complémentaire d’ARNm (Kim et Batt, 1991a; Kim et Batt, 1991b; Chung et al., 1992).
On assume qu’un duplex trés instable entre le brin sens et antisens est formé et rapidement
dégradé (Hill, 1993). Le résultat est que ’ARNm est «détruit» avant qu’il ne puisse é€tre

traduit en protéine, ce qui élimine alors la protéine ciblée.

Certains phages, tel que ul36 peuvent acquérir une portion du génome de 1'hSte via des
événements de recombinaison. En scindant le locus au sein duquel surviennent les
recombinaisons, I'évolution et I'émergence de phages mutants peuvent étre inhibées (Moineau
et al., 1994). Un groupe de l'université d'Etat de la Caroline du Nord a fait preuve d'une
astuce intéressante en utilisant un mécanisme de résistance qui transforme 1’hdte bactérien en
piege a phage (Djordjevic er al., 1997; Djordjevic et Klaenhammer, 1997b). Il s’agit d’un
systéme d’auto-suicide fortement régulé, dont un promoteur inductible par les phages est placé
en amont d'une enzyme de restriction. Ainsi, suite a une infection phagique, I’expression de
I’endonucléase induit la mort de la bactérie. Les bactéries qui ne sont pas encore attaquées par
les virions peuvent alors poursuivre leur multiplication. La population bactérienne ne peut que
croitre et celles de bactériophages ne peut que diminuer. Il est 2 noter que ceci se limite
actuellement aux phages de I'espeéce P33S. Finalement, une stratégie consistant 3 interrompre
un géne chromosomique codant pour une protéine (Pip; phage infection protein) essentielle 2
I'infection par les phages de I’espece c2 a aussi démontré son efficacité (Geller er al., 1993;
Garbutt er al., 1997).



1.3 Définition de la problématique & I’étude

La fabrication de produits laitiers fermentés exige de la part de I'industrie laitiere,
I'usage de bactéries. Parmi celles-ci, Lactococcus lactis est le procaryote mésophile
producteur d’acide lactique le plus couramment utilisé¢ au niveau industriel (Emond ez al.,
1997). L’infection des cultures de lactocoques par des bactériophages est la cause la plus
importante de ralentissements ou de fermentations incompletes (Klaenhammer, 1989;
Dinsmore et Klaenhammer, 1995). Il a été estimé qu'environ 7% de I'ensemble des
fermentations laititres sont affectées par des bactériophages. Inutile de dire que Ies
conséquences économiques sont importantes et que Ia recherche pour obtenir des souches
résistantes aux phages est primordiale. De plus, une fermentation incomplete peut engendrer
des problemes d’innocuité alimentaire en permettant la croissance de bactéries pathogénes qui
autrement auraient été inhibées du fait de la rapide diminution de pH et/ou de la production
d’'agents antibactériens (Batt er al., 1995). Un moyen pour obtenir des souches résistantes aux
phages pourrait étre d’incorporer un mécanisme de résistance dans les souches attaquées par
les virus. Pour ce faire, les plasmides sont des vecteurs de choix pour ajouter un mécanisme de
résistance dans une souche bactérienne puisqu’ils se transférent assez facilement. Parmi les
mécanismes de résistance, I"Abi est particuliérement intéressant puisqu’il est fréquemment

plasmidique, de taille restreinte et qu’il peut étre efficace contre plusieurs phages.

Ce travail sur les bactériophages s’inscrit au sein d’'un programme de recherche visant
a doter I'industrie laitiere canadienne d’outils et de compétences nécessaires A sa compétitivité
a I’échelle internationale od l'on constate que de nombreux pays ont déjd acceés 2 un tel
programme. Jusqu‘a présent, aucun systéme de résistance aux bactériophages n’est employé au
Canada, entre autres a cause des propriétés intellectuelles et commerciales des travaux de
recherches antérieurs. Il s’agit donc d'une opportunité unique de se joindre aux leaders

mondiaux et de développer davantage les échanges commerciaux.

Les objectifs plus spécifiques a ce projet consistent en la recherche d’'un mécanisme
anti-phagique naturel isol¢ de ferments industriels ou d’isolats de lait cru et sa caractérisation.

L'étape préliminaire du travail est de cribler le matériel biologique 2 la recherche de tels
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systémes. L’attention sera portée sur le mécanisme de type Abi, puisque son efficacité est
supérieure. Parmi les mécanismes Abi trouvés, le plus efficace sera sélectionné afin de
poursuivre les travaux de caractérisation tant moléculaire que microbiologique. Le but ultime
serait de pouvoir éventuellement transférer le tout en industric, mais de nombreux tests

devront étre réalisés avant d’y arriver.

Avant de partir 3 la recherche d’'un mécanisme de résistance aux phages, deux
hypotheses ont été émises. Si le lait cru constitue une niche écologique naturelle des
lactocoques et de leurs bactériophages, alors il doit contenir des lactocoques qui sont
intrinseéquement résistants A ces virus. De fagon analogue, des ferments utilisés pour la
fabrication fromagere et qui sont rarement attaqués par des bactériophages, doivent posséder

une forme de résistance.

Des critéres de sélection ont été avancés afin d’étudier les souches les plus
prometteuses. La résistance doit étre d'environ un facteur un million (EOP 10°). Un
mécanisme dont le facteur de protection serait de beaucoup inférieur 2 un million ne saurait
protéger assez efficacement un ferment (si employé seul). En effet, un systéme moins
performant résulterait en la libération importante de virions. Avec pour conséquence,
1’augmentation marquée de la population virale qui annihilerait ainsi I’effet anti-phage puisque
ce dernier serait outrepassé par le trop grand nombre de génomes viraux éjectés dans les
cellules. La nature plasmidique plutot que chromosomique facilite beaucoup les manipulations
pour une éventuelle transformation du systéme anti-phagique a3 des souches industrielles
sensibles aux phages. Un plasmide de moins de 16 kpb (environ) serait souhaitable pour
faciliter cette transformation. La résistance au moins a I'espece 936 est exigée, car il s’agit de
I’espéce la plus impliquée dans les fermentations défaillantes. La résistance 2 plus d’une des
trois espéces les plus problématiques pour l'industrie (936, c¢2, P335) est évidemment
souhaitée. Etant le mécanisme non combiné le plus efficace, celui d’avortement de I'infection
est donc particulierement recherché. Le caractere de nouveauté du systeéme est spécialement
intéressant du fait que les notions de propriétés et de brevets ne viennent pas perturber les

travaux et publications.
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CHAPITRE 2 : Matériel et méthodes

2.1 Matériel biologique pour la recherche de mécanismes anti-
phages

Le matériel biologique (tableau 2) pour la recherche de mécanismes anti-phages a été
obtenu de deux partenaires industriels, de la collection de souches du laboratoire et
d’échantillons de lait cru. Chacune des entreprises a transmis de 1l'information quant i la
fréquence des problémes de fermentation et des ferments utilisés et/ou de la résistance des
ferments envers les phages présents dans leurs usines. Ces informations ont été étudiées en
parallele et les ferments ou souches qui ont eu le moins d’infections répertoriées au fil des ans
ont ét€ sélectionnés afin de poursuivre les analyses. Quelques souches de notre collection

(SMQ) ont aussi été vérifiées.

Les plasmides des souches d’intérét ont été extraits et transformés dans une souche
hote (Lactococcus lactis) exempte de plasmide et sensible aux phages afin de vérifier si une

résistance aux phages était conférée.



Tableau 2  Origine du matériel biologique utilisé pour la prospection de mécanismes

anti-phages

Fournisseur Souches
Entreprise A NP49-19, PO72-1, PO72-3, PO72-4, PO72-8
Entreprise B IN, MD

Echantillons de lait cru

Laboratoire Dr Sylvain Moineau

1-121-10,2-122-4,3-123-4,4-124-4,5-12 5-
4,6-126-4,7-127-4,8-118-4,9-1 29-4, 10-1 2
10-4, 11-1 2 11-4, 12-1 2 12-4, 13-1 a 13-4, 14-1
a 14-4, 15-12 15-4, 16-1 2 16-4, 17-1 2 17-4, 18-
1a18-4, 19-1 2 19-4, 20-1220-4, 21-1 2 21-4
SMQ-199, SMQ-201, SMQ-208, SMQ-209,
SMQ-210, SMQ-215
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2.2 Croissance bactérienne et milieux de culture

Les souches de lactocoques (collection du laboratoire, souches industriclles) ont éié
cultivées dans le milieu M17 (Difco, Détroit, E-U), supplémenté de 0,5% (p/v) de lactose
(BDH, Toronto, Canada) et de 0,3% (p/v) de lait en poudre (Crino, Agropur, Granby, Canada).
Par la suite, elles ont été propagées dans un bouillon M17 additionné de 0,5% de glucose
(Anachemia, Montréal, Canada) ou sur gélose M17 (1,5% p/v) (Bacto agar, Difco) additionné
de 0,5% (p/v) de glucose (GM17). Les incubations ont eu lieu 3 30°C, généralement toute la
nuit (~14h). Les cultures d’Escherichia coli ont été propagées en bouillon ou gélose de milieu
Luria Bertani (10 g/L tryptone [trypticase peptone, BBL Becton Dickinson, Cockeysville, E-
U], 5§ g/L d’extrait de levure [BDH], 5 g/LL NaCl [BDH], agar 1,5% p/v). Tous les milieux ont
été autoclavés, 15 minutes 3 121°C. Lorsque nécessaire, les antibiotiques ont ét€ ajoutés aux
milieux stériles : Lacrococcus lactis; S pg/mL chloramphénicol (Sigma, St-Louis, E-U), 5
pg/mL érythromycine (Sigma). Escherichia coli; 50 pg/mL ampicilline (Sigma), 10 pg/mL
tétracycline (Sigma), 20 pg/mL chloramphénicol.

2.3 Sélection des souches bactériennes dans le lait cru

Des échantillons de lait cru ont été incubés a 30°C (22 h), afin de favoriser la
croissance des bactéries mésophiles dans le lait, telle Lacrococcus lactis. Apres dilution (0,1%
peptone, VWR, Ville Mont-Royal, Canada). de fagon 2 obtenir des colonies isolées (10°), une
aliquote de 100 pL a été étalée sur milieu gélosé. Les boites de Petri ont €té A nouveau
incubées a 30°C (pour la nuit). Une observation visuelle quant A I’aspect général des colonies
a €té réalisée et les colonies ont ét€ sélectionnées sur la base de criteres morphologiques
(forme, pourtour, élévation, couleur, odeur) et I'observation au microscope (coques
légerement allongés formant de petites chaines). Quelques souches ont aussi été identifiées
avec les galeries API 50 CH (bioMérieux, France) pour s’assurer qu'elles possédent le profil

fermentaire typique des lactocoques.
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2.4 Préparation de ’ADN plasmidique

Pour favoriser le criblage du contenu plasmidique le plus varié possible, le profil
plasmidique des souches a été établi d’aprés la méthode de O’Sullivan et Klaenhammer
(1993b). A partir d’une culture de 16 heures, cing 2 dix millilitres ont été centrifugés afin de
former un culot (dans un tube Eppendorf). Le culot a été resuspendu dans une solution de
sucrose 25% p/v (BDH) contenant 30 mg/mL de lysozyme (Biozyme, St-Romuald, Canada),
suivi d’une incubation de 15 minutes A 37°C. Ensuite, pour provoquer la lyse bactérienne, 400
uL de solution alcaline de SDS (3% SDS, 0,2 N NaOH) ont été ajoutés. Aprds avoir
immédiatement mélangé et incubé 2 la température de la pidce durant sept minutes, 300 pL
d acétate de potassium froid 3M (pH 4,8) ont été ajoutés. A nouveau, il a fallu mélanger (1
seconde au vortex) et centrifuger dix minutes a2 4°C a2 14000 rpm. Le surnageant (environ 800
uL) a été transféré dans un nouveau tube Eppendorf auquel 650 pL d'isopropanol
(température de la piéce) ont été€ ajoutés avant de mélanger et de centrifuger dix minutes a 4°C
a 14000 rpm. Aprés quoi tout le liquide a été jeté et le culot resuspendu dans 320 pL d’eau
distillée stérile auxquels 200 pL d’acétate d’ammonium 7,5M et 350 upL de
phénol/chloroforme (Gibco/BRL, Burlington, Canada) ont été ajoutés. Cette étape a permis de
séparer le surnageant contenant I"’ADN et les protéines formant une interface blanche. Aprés
avoir mélangé et centrifugé cinq minutes a3 14000 rpm (température de la piéce), la phase
supérieure a été prélevée et transférée dans un nouveau tube Eppendorf. En combinaison avec
une centrifugation de 15 minutes 2 4°C a 14000 rpm, I'ajout d’un millilitre d’éthanol 95% (-
20°C) a permis de précipiter 'ADN. Le culot a été finalement lavé 3 1’alcool 70%
(température de la piece) pour enlever les sels présents tout en empéchant I'ADN de se
dissoudre. Tout le liquide a été enlevé afin de resuspendre le culot d’ADN dans 40 pL de Tris
10mM, RNase 0,1mg/mL (Boehringer Mannheim, Laval, Canada). La trousse Qiagen Plasmid
kit (Qiagen, Chatsworth, E-U) a été utilisée pour une quantité ou une qualité supérieure
d’ADN. Le contenu plasmidique a ét€ visualisé par une €lectrophorese sur un gel d’agarose
0.8% (p/v) (Ulirapure, Gibco/BRL, Grand Island, E-U), coloré par trempage de 15 minutes
dans une solution de bromure d’éthidium S pg/mL (Sigma) et photographié lors d'une bréve

exposition aux rayons ultra-violet.
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2.5 Electro-transformation

L’électroporation a été faite avec le gene pulser II, selon les directives du
manufacturier (Bio-Rad, La Jolla, E-U), ainsi que des protocoles éprouvés (Holo et Nes, 1989;
Moineau ez al., 1994). Dans le but de vérifier la résistance aux phages, les souches hdtes pour
les transformations ont été (selon le cas) Lacrococcus lactis MG1363 ou L. lactis LM0230
(tableau 3). Alors que pour les clonages, les souches Escherichia coli DH5a, GM48 et XL-1
Blue, ont été utilisées. Afin de vérifier si 'ADN plasmidique transformé conférait une
résistance aux phages chez une souche hdte sensible, une co-électroporation (dans L. lactis
MG1363) a été effectuée avec le vecteur-navette pSA3 (Em") (1 pg d’ADN/mélange de
transformation) et avec I'ADN plasmidique des souches ou isolats sélectionnés. Toutes les
souches industrielles ou isolées du lait cru, de méme que celles déja dans notre collection ont

vu leur contenu plasmidique extrait et transformé.

2.6 Criblage de transformants pour vérifier le potentiel anti-phage

La méthode des stries croisées a €té utilisée pour vérifier la résistance aux phages des
transformants. Elle consiste 2 faire sur un milieu gélosé GM17, une strie du phage p2 (espéce
936) contre lequel on veut tester les colonies et une strie de chacune des colonies croisant celle
du phage (figure 5). Essentiellement, environ 5 uL de lysat cellulaire du phage p2 (1 x 10®
ufp/mL) a é1é prélevée avec un fil A boucle et striée de haut en bas sur la gélose. L’opération a
été répétée en striant la seconde strie par-dessus la premiére, de bas en haut. Par la suite, les
colonies bactériennes A tester contre le phage p2 sont prélevées A I’aide de cure-dents stériles
et striées de maniere A ce que la strie de phages et celle de bactéries forment un angle de 90°.
Une croissance bactérienne aussi dense aprés la rencontre de la strie de phages qu’avant cette
dernilre, indique une résistance aux phages. Dans quelques cas, la méme procédure a été
employée en parallele pour vérifier la résistance au phage c2 (espece c2). Une centaine de

transformants par souche testée ont été ainsi criblés contre les phages.
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Tableau3  Souches bactériennes (autres que celles pour la prospection de résistance
aux phages), bactériophages et plasmides utilisés
Bactérie, Caractéristiques particuli¢res* Source
phage ou
plasmide
L. lactis
LMO230 Hote pour les phages p2, p2k, skl, jj50, c21, ebl, McKay etral., 1972
ml3, sans plasmide, Lac
MG1363 Hote pour les phages p2, p2k, skl, jj50, c21, ebl, Gasson, M.J., 1983
ml3, sans plasmide, Lac’, dérivé de NCDO 712
SMQ-16 LMO0230 (pSA3); Em' Moineau er al., 1995
SMQ-21 LMO0230 (pSA3, pSRQ900); Em", Abi* Emond er al., 1998
SMQ-215 LMO0230 (pSA3, pEDI); Em’, Abi* Cette étude
SMQ-291 MGI1363 (pSA3); Em’ Emond ez al., 1998
SMQ-502 LMO0230 (pED1); Abi* Cette étude
E. coli
DHSa supE44 Alac U169 (¢80 lacZAM1S5) hsdR17 recA1 Gibco/BRL
endAl gyrA96 thi-1 relAl
GM48 thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA 1sx dam dcm Stratagene
supE44
XL-1Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl Stratagene
lac™ [F’ proAB lac"ZAM15 Tn10 (Tet")]
Phages
c21 Téte allongée, espece c2 Emond et al., 1998
ebl Téte allongée, espece c2 Moineau et al., 1995
ml3 Téte allongée, espeéce c2 Moineau et al., 1995
150 Petite téte isométrique, espece 936 Moineau et al., 1995

p2

Petite téte isométrique, espece 936

Moineau et al., 1995
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Tableau 3 (suite)

Bactérie, Caractéristiques particuli¢res* Source

phage ou
plasmide
p2k Petite téte isométrique, espece 936 Boucher er al., 1997

skl Petite téte isométrique, espéce 936 Chandry et al., 1997

Plasmides
pBlueScript Vecteur de clonage pour séquengage, Ap', 2.9 kpb Stratagene
o KS

pMIG3 Vecteur navette, Cm", 5.5 kpb Wells ez al., 1993

pNZ123 Vecteur de clonage haute copie pour L lactis, Cm", de Vos, W. M. 1987
2.8 kpb

pSA3 Vecteur navette, Cm’, Em', Tc", 10.2 kpb Dao er al. 1985

pTRK333  Vecteur suicide chez les bactéries 2 Gram + ; Ap’, Moineau et al., 1994
Tc", Cm", 5.8 kpb
pTRKH2 Vecteur navette, lacZ; Em', 6.4 kpb O’Sullivan &
Klaenhammer, 1993a
pTRKL2 Vecteur navette, lacZ; Em', 6.9 kpb O’Sullivan &
Klaenhammer, 1993a

* ; Abi*, mécanisme de résistance aux phages ; Ap', résistance A I'ampicilline ; Cm",
résistance au chloramphénicol ; Em’, résistance 2 I'érythromycine ; Tc", résistance A la

tétracycline ; Lac, capacité A fermenter le lactose.



Figure § Schéma du criblage des transformants sur bofte de Petri.
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2.7 Bactériophages

Les phages ont été€ isolés a partir d'une plage de lyse, A I'aide d’une pipette stérile (Emond ez
al., 1997) transférés dans 10 mL de bouillon GM17 additionné de CaCl, 10 mM (Fisher, Fair
Lawn, E-U), préalablement inoculé (1%) avec une culture de cellules sensibles (croissance de
15 h). Le mélange a été incubé 2 30°C jusqu’a la lyse totale. Le lysat cellulaire a été filtré avec
un filtre 0,45 um (Fisher) (Moineau et al. 1992). Le chlorure de calcium (CaCl;) a éié ajouté
au milieu afin de permettre I'adsorption des phages. Le titre (concentration de bactériophages)
a été déterminé en metiant en présence une aliquote de lysat phagique dilué et une culture de
cellules sensibles, le tout étalé sur gélose GM17 + CaCl; et incubé A 30°C (Jarvis, 1978). Les

différents phages utilisés sont présentés dans le tableau 3.

2.8 Efficacité a former des plages de lyse (EOP)

L’EOP a été évaluée en effectuant un ratio du nombre de plages de lyse obtenues en infectant
une souche résistante, versus le nombre de plages de lyse obtenues sur une souche sensible

(Sanders et Klaenhammer, 1980).

2.9 Caractérisation phénotypique (adsorption, survie cellulaire,
COI, ECOI)

Le pourcentage d’adsorption des phages aux cellules a été mesuré en comparant le
nombre de plages de lyse formées par les particules virales non-adsorbées aux cellules
sensibles versus la quantité de plages de lyse formées par I'’ensemble des particules virales
ajoutées aux cellules (Sanders et Klaenhammer, 1980). Les essais de survie cellulaire ont été
faits en comparant le nombre de colonies formées en absence et en présence de phages, en
utilisant un ratio phages/cellules (multiplicity of infection, MOI) de cinq (Behne et Malke,
1978). La détermination du nombre de centres d’infection (COI) a éé effectuée tel que
précédemment décrit pour le titre de phages, en utilisant un MOI de cinq (Moineau et al.,
1993) mais en é€talant le mélange phage-hdte sur une souche sensible (SMQ-16) et en
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dénombrant les plages de lyse formées. L’efficacité A former des centres d’infection (ECOI) a
été évaluée par le rappont du nombre de COI obtenu avec une souche résistante et celui obtenu

avec une souche sensible (Moineau et al., 1993).

2.10 Courbes de croissance, relarguage phagique, temps de latence

Pour la courbe de croissance, les souches bactériennes requises (SMQ-16 [souche
sensible], SMQ-215 {souche résistante]) ont été inoculées la veille dans un milieu avec
antibiotique (érythromycine). Le jour méme, les souches ont servi A inoculer (2 4%) un milieu
GM17 sans antibiotique et se sont développées jusqu'a une densité optique (A = 600 nm) de
0,8 (= 8 x 10® ufc/mL). Deux millilitres de culture ont éé prélevés, auxquels le phage p2
(MOI = 0,1) et le CaCl, (10 mM) ont été ajoutés. Ce mélange a ensuite €té incubés a 30°C
durant cinq minutes, pour permettre 1'adsorption des phages. Une centrifugation d’une minute
(14000 rpm) a suivi et le culot a été lavé 2 deux reprises avec du milieu frais GM17 + CaCl,.
Le culot a été resuspendu et dilué, afin d’obtenir entre 30 et 300 plages de lyse par gélose. Une
aliguote de 100 pL a été prélevée et ajoutée 2 3 mL de gélose molle (GM17 + CaCly)
contenant déja 100 pL de cellules sensibles. Le mélange a ét€ versé sur une gélose GM17 +
CaCl,. La méthode a €té réalisée en triplicata. La quantité de bactériophages libérés a été
estimée en divisant le titre phagique moyen du plateau supérieur de la courbe de croissance
par celui du plateau inférieur de la méme courbe (Moineau ez al., 1993). Le temps de latence a
é1€ évalué 2a partir de la courbe de croissance du phage et correspond au temps écoulé entre le
moment ol les virions sont mis en présence d’hdtes (temps z€ro) et le premier point

d’inflexion de la courbe qui méne au plateau supérieur.

2.11 Réplication de ’ADN total

L’expérience a été réalisée A la suite d'une infection (MOI = 1) par le phage p2 des
souches SMQ-16 et SMQ-215. L’infection, I'échantillonnage ainsi que I'extraction et la
purification d’ ADN total, ont été fait selon la méthode de Hill ez al., 1991. L’ ADN a é1é digéré
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avec I'enzyme EcoRV selon les directives du fabricant (Boehringer Mannheim, Laval,
Canada) et chauffé 3 65°C avant séparation par électrophorése (gel d’agarose 0,.8%). Le
contenu du gel a été transféré sur une membrane de Nylon (Boehringer Mannheim) par
capillarité (Sambrook er al., 1989). Les sondes d’ADN ont été préparées par la digestion
EcoRV du génome du phage p2 et le marquage de ces fragments avec la trousse DIG-High
Prime (Boehringer Mannheim). Toutes les étapes jusqu’a la détection ont été faites selon les
recommandations du fabricant (The DIG System User’s Guide for Filter Hybridization,
Boehringer Mannheim). Le tampon DIG Easy Hyb fut employé pour les différentes
hybridations et le CSPD comme substrat chémiluminescent pour la détection (Boehringer

Mannheim).

2.12 Cure sélective de la souche SMQ-215

La souche SMQ-215 (pSA3, pEDI1) a été curée du plasmide pSA3, par repiquage
successif en bouillon GM17, sans antibiotique. La souche a été ensemencée avec un fil A
boucle et incubée 2 30°C pour la nuit. Ce processus a été repris sept fois consécutives. La
sensibilité de la souche curée vis-a-vis I'érythromycine a été démontrée en inoculant une
gélose GM17+Em. Afin de confirmer la perte du plasmide pSA3 et la présence du plasmide
pEDI1, une extraction d’ADN plasmidique a été effectuée. Pour s’assurer de I’authenticité de
la souche, la spécificité des récepteurs phagiques a aussi été exploitée (la résistance au phage

p2 et la sensibilité au phage c21).

2.13 Stabilité plasmidique de pED1

De fagon analogue 2 la cure sélective de la souche SMQ-215 (section 2.12), la souche
SMQ-502 (pED1") a été repiquée (approximativement aux 18 heures) dans le milieu GM17
sans antibiotique huit fois en six jours (incubation 3 30°C). Une aliquote du huiti¢éme
repiquage a servi A strier une gélose GM17 afin d’obtenir des colonies isolées. Les 112
colonies obtenues ont ensuite été repiquées (16/gélose x 7 Petri) sur gélose GM17 additionné
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de CaCl, 10 mM. Sur chacune de ces 112 colonies, 5§ pL d’une dilution 10 du phage p2 (titre
= 1,2 x 10? ufp/ml) ont €té déposés, ce qui correspond 2 5 x 10° ufp. Les cellules qui n’étaient

pas lysées sont présumées contenir le plasmide pEDI1.

2.14 Cartographie

La cartographie de pED! a été faite a I'aide de I'analyse de séquence, confirmée par
digestions enzymatiques (Bg/II, EcoRl, EcoRV, Hindlll, Ncol, Scal, Styl, Xbal) afin de
procéder au clonage de ce plasmide. La carte compléte de pED1 est présentée 2 la figure 11.
Parmi les enzymes les plus fréquemment utilisées en biologie moléculaire pour les clonages et
qui ne possedent pas de site de restriction dans pEDI1, notons; Apal, Aval, BamHI, Bgll,
Bstell, Clal, Kpnl, Ndel, Notl, Nrul, Pstl, Pvul, Sall, Smal, Sphl et Xhol.

2.15 Clonage et séquencgage

Des fragments du plasmide pEDI1 ont été clonés dans le plasmide pBlueScript KS
(Stratagene, La Jolla, E-U) en vue d’en obtenir la séquence. Toutes les enzymes utilisées 1'ont
é1é selon les directives du fabricant (Boehringer Mannheim). Les clones ont été envoyés au
service d’Analyse et de Synthese d’oligos du pavillon Charles-Eugéne-Marchand (Université
Laval) qui a procédé par séquencage automatique (model 373S automated DNA sequencing
system with upgrade XL, Applied Biosystems) en utilisant le ABI Prism BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit with AmpliTag DNA Polymerase FS, selon les
directives du fabricant (Applied Biosystems, Foster City, E-U). Les amorces universelles
Reverse (M13, position -48) et Forward (M13, position -47) ont servi 3 séquencer les deux
brins d’ADN. La syntheése d’oligonucléotides a été confiée 2 la compagnie Life Technologies
(produits Gibco/BRL, Grand Island, E-U). La séquence complete de pEDI a ét€ obtenue en

procédant par marche sur le plasmide pEDI1 et les clones dans pBS.



2.16 Preuve de la nouveauté

Afin de s’assurer qu'il n'y a pas d’homologie entre les syst¢mes d’avortement de
I'infection répertoriés dans la littérature et pEDI, la séquence complete de ce dernier a été
soumise aux banques de données Genbank et EMBL. Les logiciels du Wisconsin Package
Version 10.0 (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin) ont été utilisés pour analyser
les séquences d’ADN ainsi que les protéines, déduites des séquences nucléotidiques. Le
logiciel BLASTN 2.0.8 (Altschul er al., 1997) a été utilisé pour la vérification de I"'homologie
d’ADN.
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CHAPITRE 3 : Résultats

3.1 Souches isolées du lait cru

Sur I’ensemble des 90 colonies sélectionnées initialement 2 partir d’échantillons de lait
cru, 27 satisfaisaient aux critéres minimaux des lactocoques et ont été analysées pour vérifier
si elles étaient porteuses d'un mécanisme de résistance aux bactériophages. Tous ces isolats
pouvaient évidemment croftre dans le lait. Aprds extraction de leurs plasmides et
électroporation dans L. lactis MG1363, le criblage selon la méthode des stries croisées a été
effectué. Six colonies de L. lactis MG1363 semblaient alors étre devenues résistantes au phage
p2 et/ou p2k. Ces six transformants résistants ont ensuite été testés de fagcon 2 en déterminer
I’EOP (tableau 4).

Un patron de fermentation (galerie APISOCHL) a été établi pour les isolats 1-1 ¢, d, e,
f, g et 7-4a. Tous possedent les caractéristiques de fermentation reconnues pour les
lactocoques, sauf I'isolat 1-1 f qui ne fermente que cinq sucres (trois monosaccharides [D-
fructose, D-glucose, D-mannose] et deux disaccharides [maltose, tréhalose]), soit moins que la
moitié des substrats fermentés par les autres. De plus, les souches 1-1 ¢, d, e et g s’agglutinent
lorsqu’elles poussent dans le milieu GM17, ce qui résulte en la formation d’un culot de

cellules.

3.2 Souches de provenance industrielle

Toutes les souches (sept) ont poussé dans le milieu LM17 additionné de lait 0,3%. Les
souches JN, MD et NP49-19, ont coagulé le lait (11%). Alors que les souches PO72-1, 3,4 et
8 ne le peuvent pas et poussent faiblement dans le milieu Elliker. Aucune souche industrielle
n'a conféré de résistance suffisante contre le phage p2, en utilisant la méthode des stries

croisées. Toutefois, elles possédent toutes au moins un plasmide (figure 6).



Tableau 4

plages de lyse (EOP) pour six transformants issus de préparations plasmidiques

Détermination de I'efficacité des phages p2 et p2k a former des

de souches de L. lactis isolées du lait cru

Souches EOP(n=13)

Phage p2 Phage p2k
MG1363* 1,0 1,0
-1 ¢ <1,7x10° 3,8x10°
1-1d <1,7x 10° 5.8 x 101
l-le 1,7 x 10° <58 x 10"°
1-1f <1,7x 10° <58 x 10°
I-1g <1,7x10° 2,0x 107
7-4a <1,7x10° <58 x 1071°

* : souche hote
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Figure 6 Profil plasmidique des souches industrielles de Lactococcus lactis. Puits 1 :
Super coiled DNA ladder (Gibco/BRL), Puits 2 : MD, Puits 3 : JN, Puits 4 : PO72-1, Puits §:
PO72-3, Puits 6 : PQ72-4, Puits 7: PO72-8, Puits 8 : NP49-19. Electrophordse sur gel

d’agarose 0,8%.
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3.3 Souches de la collection du laboratoire

Les souches de L. lactis SMQ-201, 208, 209, 210 et 215 se sont développées trds
rapidement dans le lait reconstitué (11%). Seulement la souche SMQ-199 a eu de la difficulté
a croftre dans le lait et le milieu Elliker. Le contenu plasmidique des souches a é1é vérifié et
est présenté aux figures 7 et 8. SMQ-208 et SMQ-210 initialement considérées comme deux
souches distinctes se sont avérées identiques sur la base de leur profil plasmidique. Pour cette

raison, seule SMQ-210 a été conservée pour la suite des tests.

La souche SMQ-215 a été construite (par le Dr Sylvain Moineau) en co-€lectroporant
simultanément le vecteur pSA3 avec le contenu plasmidique d’une souche de L. lactis
antérieurement isolée du lait cru (ayant démontré des indices d’une résistance aux phages). Le
tout ayant été transformé dans la souche hote L. lactis LM0230, sensible aux bactériophages
des especes 936 et c2, en plus d'étre dépourvue de plasmide. Outre la bande de 10,2 kpb du
plasmide pSA3, une bande supplémentaire de 12,2 kpb représentant le plasmide nommé pED1

est visible (figure 8). Cette souche est résistante aux phages de 1'espeéce 936.

Sur 400 transformants criblés (100/souche SMQ-199, 201, 209, 210) aucun n'a
démontré de résistance contre le phage p2. Le patron de fermentation a aussi €té établi pour la
souche SMQ-215 et indique que 14 substrats sont utilisés (essentiellement semblables aux
isolats 1-1 ¢, d, e, g et 7-4a, soit; ribose, galactose, D-glucose, D-fructose, D-mannose,
mannitol, N acétyl glucosamine, salicine, cellobiose, maltose, tréhalose, amidon, B

gentiobiose, gluconate).

3.4 Mesure de P’efficacité a former des plages de lyse

Bien qu'initialement, quelques transformants issus des souches isolées du lait cru
paraissaient fort intéressants considérant leur EOP, la souche SMQ-215 a été sélectionnée

pour la suite des travaux entre autres parce qu'on y voyait clairement la présence d’un
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plasmide. Les EOP de quatre phages de I'espéce 936 ont été réduit au moins 2 10 en présence
de pEDI1.

Pour I'espece c2, trois phages ont €té testés (c2, ebl et mI3) afin de vérifier si le
plasmide pED1 pouvait conférer 2 son hite, une résistance contre cette espece. Il en résulte
des EOP de 1,0 qui indiquent que le syst¢éme anti-phagique encodé sur pED1 ne confere
aucune résistance contre les phages de I'espece c2. La résistance envers I'espece P335 n’a pas
€té vérifiée puisque la souche LM0230 n’est pas sensible 2 cette espce.

3.5 Efficacité a former des centres d’infection et relarguage

La facilité avec laquelle un phage réussit 3 détourner la machinerie cellulaire de 1'hote
a son profit jusqu'a I'ultime étape de lyse cellulaire a un impact direct sur la production
fromagere. Une lyse cellulaire rapide va de pair avec une destruction accentuée du ferment.
Seulement 6,8% des cellules de SMQ-215 infectées ont libéré effectivement une progéniture

phagique dans le milieu (tableau §).

Les résultats des calculs présentés dans le tableau S, sont issus des données de la figure
9. L'usage de pED1 permet une réduction de I'efficacité 2 former des centres d'infection d'un
facteur de 15 fois et une diminution de 11 fois du nombre de phages p2 libérés par cellule

infectée.

3.6 Adsorption phagique et survie cellulaire

Les résultats d’adsorption et de survie cellulaire sont essentiels afin de discriminer le

mécanisme de résistance aux phages parmi ceux répertoriés.
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Les cellules sensibles et résistantes présentent un pourcentage d’adsorption similaire (tableau
5). De la méme fagon, on peut constater que le plasmide de résistance pEDI, n’a pas

d’influence significative sur la survie cellulaire (tableau 5).

3.7 Courbe de croissance du phage p2 sur SMQ-215 (pED1)

Deux types d’informations sont tirées d’une courbe de croissance. D’abord, une
évaluation du temps de latence du virus, ie., le temps requis pour qu’'un cycle lytique soit
complété. A la figure 9, le temps de latence du phage p2 est approximativement d’une
quinzaine de minutes. L’autre type d’information, concerne la quantité de virions matures
libérés en moyenne par une cellule. 11 s’agit du ratio entre le nombre de phages dénombrés 2 la
fin du cycle lytique (second plateau, 35-50 minutes) et le niveau basal de virions initialement
présents (premier plateau 0-15 minutes). La courbe de croissance présentée avec SMQ-16 est
ajoutée a titre comparatif afin de mieux visualiser la différence de relarguage phagique

comparativement A une souche résistante.

3.8 Réplication de ’ADN total

Suite a I'infection de la souche sensible SMQ-16 par le phage p2, I'’ADN phagique
apparait aprés 10 minutes, avec un maximum d’ADN a 30 minutes, suivi par une rapide
diminution engendrée par la lyse des cellules. Le déroulement chez la souche résistante SMQ-
215 est similaire, avec I'apparition de I’ ADN 2 10 minutes et avec un maximum atteint 2 50
minutes, suivi par une diminution d’intensité des fragments d’ADN. Ainsi, I’ADN du phage
p2 peut se répliquer méme en présence du plasmide pED1. Ce dernier point est déduit d'apras
la figure 10, od I'on constate que la forme réplicative (circulaire) et mature (linéaire) sont
présentes chez la souche sensible tel que démontré par le fragment de 5,3 kpb qui est le
produit des fragments EcoRV de 4,0 et 1,3 kpb ligués ensemble par leurs extrémités cohésives
respectives. Bien que les formes réplicative et encapsidée soient aussi présentes chez la souche
résistante, ce qui est démontré de fagon analogue 2 la souche sensible, il faut noter qu'il n’y a

pas de lyse cellulaire.



Figure 7 Profil plasmidique des souches de L. lactis de la collection du laboratoire. Puits
1 : Super coiled DNA ladder (Gibco/BRL), Puits 2 : SMQ-199, Puits 3 : SMQ-201, Puits 4 :
SMQ-208, Puits 5 : SMQ-209, Puits 6 : SMQ-210. Electrophorése sur gel d"agarose 0,8%.
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Figure 8 Profil plasmidique de la souche mere de pED1 (L. lactis) et des souches
utilisées. Tous les échantillons d" ADN ont été digérés avec EcoRI durant 16 heures. Puits 1 : 1
Kb DNA ladder (Gibco/BRL), Puits 2 : SMQ-210 (souche sauvage contenant pED1), Puits 3 :
SMQ-215 (pSA3 + pEDI), Puits 4: SMQ-502 (pEDI1), Puits 5: SMQI16 (pSA3).

Electrophorese sur gel d"agarose 0,8%.
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Tableau S Effet du plasmide pEDI1 lors de I'infection par le phage p2 et
influence sur le taux de survie de I’hdte
Expériences Souche SMQ-16 (pED1°) Souche SMQ-215 (pED1")
EOP* 1 95+3,9x10°
ECOI® (%) 100 6,8%3,5
Relarguage  phagique® S8+ 14 5514
(virions/cellule)
Survie® (%) 11+4 16+6
Adsorption® (%) 93+3 96 +2
a;n=3 b;n=4 c;n=3 d;n=S5
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Tableau 6 Efficacité de différents bactériophages de
I'espéce 936 a former des plages de lyse (2 30°C*), en
présence du plasmide pED1 contenu dans la souche SMQ-
215

Bactériophage EOP**
1j50 1,9+08x10°
p2 =20°C; 9,8x10°

30°C; 9,5 +3,9x 10°
39°C; 2,3+ 1,1 x 10°
p2k 1,4+0,6 x 10°
skl 2,1+1,4x10°
* Sauf pour p2 : = 20°C (T° pidce, la nuit), 30°C, 39°C
** n 2 3, sauf p2 3 = 20°C ou n = I, Souche sensible ;

MG1363 ou SMQ-16
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Figure 9 Courbe de croissance du bactériophage p2 lors de l'infection des souches
SMQ-16 et SMQ-215. MOI =0,1. n = 4 (courbe SMQ-215).
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Figure 10 Réplication de I’ADN intracellulaire (Southern) chez la souche sensible SMQ-
16 (A) et chez la souche résistante SMQ-215 (B), lors de I'infection par le phage p2. A) Puits;
1 : phage p2 digéré EcoRV et chauffé, Puits 2 : phage p2 digéré EcoRV non-chauffé, Puits 3 :
phage p2 chauffé, Puits 4 : phage p2 non-chauffé, Puits C : SMQ-16 digéré EcoRV, autres
puits : cellules sensibles (SMQ-16) infectées par le phage p2, récoltées a intervalle de 10
minutes pendant 90 minutes, ADN digéré par EcoRV (puits 0-90). B) Puits; C: SMQ-215
digéré EcoRV, autres puits : cellules résistantes (SMQ-215) infectées par le phage p2,
récoltées pendant 90 minutes, ADN digéré par EcoRV (puits 0-90). C) Génome du phage p2
digéré EcoRV (valeurs présentées en kilopaires de bases), d’aprés Boucher, 1999 et confirmé

dans le puits 1 de la figure 10 A.
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3.9 Stabilité thermique de P’effet de pED1

Toutes les expérimentations autant qualitatives que quantitatives convergent vérs une
légere tendance voulant que plus la température d’incubation est élevée, plus la résistance au
phage p2, conférée par le plasmide pEDI, est importante. Les températures d’incubation ont
varié de 20°C (température de la piece) 2 42°C, mais trois ont été retenues pour mesurer 'EOP
(tableau 6). Le plasmide pED1 confere une résistance contre les phages de 1’espéce 936 et ce,
aux températures en vigueurs lors des différentes étapes utilisées durant la fabrication du

Cheddar.

3.10 Stabilité plasmidique de pED1

Apres huit repiquages en six jours, 98,2% des colonies testées ont conservé le
phénotype de résistance au phage p2 et conséquemment sont présumées avoir gardé le
plasmide pEDI.

3.11 Informations tirées de la séquence du plasmide pED1

Le plasmide pEDI1 est composé de 12232 paires de bases (séquence présentée en
annexe). Ses principaux cadres de lecture ouverts et régions d’ ADN présentant de I'homologie
avec d’autres génes connus ou dont le role a été identifié sont résumés (ainsi que d’autres
caractéristiques) dans les tableaux 7 et 8. Une carte plasmidique de pEDI1 est présenté A la

figure 11.

L’analyse de la séquence de pED1 a révél€ que ce plasmide posséde des genes ou des
séquences non-codantes qui ont déja €té rapportés dans d’autres plasmides codants pour des
systetmes Abi. On y retrouve entre autres oriT, repA, repB, orfX et hsdS. Une séquence
similaire A celle de 'orf 4 (pcp) a déja €1é€ rapporté dans le chromosome de souches de L.
lacris. Une région de 404 nucléotides, oriT, pouvant étre impliquée (agissant en cis) dans un
transfert conjugatif (non vérifié expérimentalement) a été€ identifiée chez pED]. Il a d’ailleurs
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été démontré que les oriT seules (i.e., sans protéine MobA), chez pNZ4000 (van Kranenburg
et de Vos, 1998), étaient suffisantes pour permettre un transfert conjugatif. Une forte
homologie d’ADN est retrouvée avec les deux origines de transfert du plasmide pNZ4000
(van Kranenburg et de Vos, 1998), soit une identité de 95% pour oriT!] et de 97% pour oriT2
(pour les 405 nucléotides de I'oniT de pED1). Le plasmide pSRQ900 codant pour AbiQ
(Emond et al., 1998) présente aussi une forte identité d’ADN (97%) sur une portion de 352
nucléotides de son oriT. Tout comme le plasmide de résistance aux phages pCIS28 qui
présente 95% d’identité sur 335 nucléotides. Pour faciliter les comparaisons, un alignement
des régions d’origines de transfert a été€ présenté A la figure 12. L’oriT de pEDI1 a un contenu
élevé en adénine et thymine (63,7%), une caractéristique rapportée pour d’autres régions
d’oriT bactériennes (Lanka et Wilkins, 1995; Mills er al., 1998). Cette oriT comporte trois
répétitions inversées qui permettraient la formation de structures secondaires tige-boucle qui
sont caractéristiques des oriT, en plus d’une répétition directe. L'une de ces répétitions
inversées (IR3) est homologue, en plus des oriT de pNZ4000, a celle de I'oriT du plasmide
Incll R64 (Furuya et Komano, 1997) qui comprend le site de liaison de la protéine de

mobilisation NikA et le site de coupure (figure 13).

A peine 500 nucléotides aprés I’origine de transfert (oriT), se situe une seconde région
non-codante. repA (nucléotides 1713 a 2053) avec son contenu élevé en A-T (71,26%) est
probablement la région de I'origine de réplication du plasmide pED1 (Hayes et al., 1991). Des
répétitions directes et inverses sont aussi incluses dans cette région de 341 nucléotides qui
présente de I'homologie avec repA du plasmide pCI30S. Ces répétitions sont caractéristiques
d’une origine de réplication (Kues et Stahl, 1989; Scott, 1984; Seegers ez al., 1994). Les
répétitions directes sont composées de 22 nucléotides (5'- TAT GTT CCT AGA AAA AAC
TGT G - 3°) et ont lieu 2 quatre reprises (nucléotides 1904 A 1989), avec une variation de deux
nucléotides dans la quatritme répétition (changement G pour T dans les deux cas, les deux
derniers G de la répétition). De plus, la premitre répétition est imparfaite puisque deux
nucléotides sont absents (G et T, apres le troisi#me nucléotide de la répétition). A la fin de la
séquence repA, se trouve la boite —35 de repB (nucléotides 1987 2 1992) 5’-TTTTTA-3,
séparée par 16 nucléotides de la boite -10 (nucléotides 2009 a 2014) 5’-TATAAT-3'. La

région —10 est séparée par un nucléotide de la courte séquence TG, qui est généralement
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conservée chez les promoteurs de lactocoques (de Vos, 1987; van der Vossen et al., 1987).
Tout juste en amont de repB et de son site de liaison aux ribosomes (tableau 7), se trouvent
deux structures potentielles tige-boucle (nucléotides 1969 a 2003 et 2021 A 2051), séparées par
un segment comprenant la boite -10. Cette dernitre est identique A celle identifiée chez
pCI305 (Hayes er al., 1991). La bolte -35 est située dans la boucle d’une de ces deux

structures secondaires, ou elle serait plus facilement accessible.

Un fragment de 1200 nucléotides (2090 2 3289) pouvant coder pour 400 acides aminés,
constitue repB (dont la traduction résulte en une protéine de réplication) identique 2 88% A la
séquence de repB de pCI30S. Les régions repA et B possédent de trés fortes homologies de
séquences tant au niveau nucléotidique que protéique et ce pour de nombreux plasmides de

lactocoques séquencés.

Sur la carte plasmidique, I'orf 5 est le géne le plus long et code potentiellement pour
une séquence protéique de 998 acides aminés. Sur la base de I'hydrophobicité de cette
séquence, trois régions semblent ére transmembranaires. Les deux extrémités de cette
séquence protéique (25-45 et 969-989) seraient transmembranaires, alors que la troisiéme
région transmembranaire (358-378) est localisée au premier tiers de la séquence (figurel4). La
probabilité de la localisation de la séquence protéique de I'orf S a été vérifiée une autre fois
(avec un programme différent) et dans ce cas, seulement deux régions transmembranaires
auraient €té identifiées (figure 15). Les 25 premiers acides aminés du c6té N-terminal et les
huit derniers acides aminés du c6té C-terminal seraient situés 2 I'intérieur du cytoplasme, toute
la région entre les deux serait A P'extérieur du cytoplasme. Fait étonnant, la composition
théorique en acides aminés de 1'orf 5 révele que 25% du contenu de la séquence protéique est
composé de seulement deux acides aminés (s€rine 14,33% et thréonine 10,62%). AbiC aussi
présente deux segments transmembranaires (en N-terminal) (Durmaz et al., 1992) et c’est
pourquoi un alignement de séquence entre I'orf 5 et AbiC est présenté aux figures 16 et 17
(nucléotides et acides aminés, respectivement). AbiC (1032 nucléotides ou 344 a.a.) s'insdre

pratiquement en plein centre de I'orf 5 (1032 nucléotides ou 998 a.a.).
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Tout juste en aval de I'orf de 998 acides aminés, se trouve une région (orf 6) présentant
une identité de 96% (301/311 nucléotides, position 9883 a 10193) avec une portion de
séquence du plasmide pCI750 pornteur de la séquence codant pour AbiG. Cette région
d’identité élevée contient chez pCI750 une séquence tronquée du géne lin (invertase/resolvase
site specific DNA recombinase) et correspond 2 la premilre de deux répétitions directes de
309 paires de bases. Chez pED]I, il n’y a pas ces deux répétitions directes, mais plutdt une
seule région homologue aux deux répétitions de pCI750 (orf 6).

Par rapport au géne lin sauvage issu de L. lactis ssp. cremoris (no. d’accession
GenBank Z48180), pEDI1 contient deux insertions (figure 18). Lorsque les insertions du géne
lin de pED1 sont retranchées et qu’ensuite un alignement de séquence avec le géne lin sauvage
est effectué, on obtient 46,6% d’identité pour la séquence nucléotidique (logiciel Multalin;
Corpet, 1988 ) et 57.1% de similarité au niveau protéique dont 33,3% d’identité (logiciel
ClustalW 1.74; Thompson er al., 1994). Les homologies d’ADN et d’acides aminés sont
présentées aux figures 18 et 19. Bref, pED1 contient une séquence analogue a la totalité de

celle codant pour le géne lin chez L. lactis ssp. cremoris.

Les orf 7 et 8 suivent le géne lin. Le site potentiel de liaison au ribosome (RBS) en
amont du premier des deux orf (GGAG, nucléotides 11165 a 11168, tableau 7) est identique a
celui de I'orf codant pour Abi Eii. La séquence —10 (TATAAG, nucléotides 11155 a 11160),
séparée de cinq nucléotides du RBS, est similaire 2 la séquence consensus de E. coli
(TATAAT) ou celle de la boite de Pribnow de abi Ei (TATAAT). Encore une fois, comme
pour plusieurs autres promoteurs de lactocoques, le dinucléotide TG est présent, mais quatre
nucléotides en amont de la boite —10. Une portion de séquence (TTGATA, nucléotides 11113
a 11118) correspond assez bien 2 la séquence -35 de E. coli (TTGACA), mais est séparée de
35 nucléotides de la boite ~10. La boite —35 est probablement absente dans ce cas. Aucun
promoteur potentiel n’a éié identifié en amont de I'orf 8 de pED1. Malgré que la bofite ~10
corresponde assez bien avec la séguence consensus de E. coli, le promoteur putatif demeure

improbable in vivo 2 cause de la courte distance entre le RBS et la séquence -10.



Figure 11  Carte plasmidique du plasmide pEDI (12232 pb). Sites uniques (*); EcoRlI,
Ncol, Scal, Pvull, Pmil, Eco47111, BstAPl, BsmBI, BlWCI. 2 sites de coupures; EcoRV, Snl,
Bstrl, Taqll, Thal, BpulOl. 3 sites de coupures; Bgill, Hindlll, Xbal, Haell, Nspl, Bbsl.
Région contenant 12 sites de clivage; Tagqll (387), Pmil (419), BstAPI (463), Haell (480), Syl
(682), BgllI (867), Thal (913), Eco4TIII (1134), BbcCl (1136), BpulOI (1136), Haell (1136),
BsmBI (1211). Les sites de restriction ne sont pas tous représentés sur la carte, pour plus de

détails consulter la séquence en annexe.
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Figure 12 Alignement des séquences nucléotidiques de plasmides de lactocoques
contenant la séquence des origines de transfert (oriT). Alignement selon la longueur totale de
V'oriT de pEDI. oriT1 et oriT2 (pNZA00O0, no. accession GenBank AF036485), oriT de pEDI,
région contenant au moins un partie de I'oriT de pSRQ900 (no. accession GenBank
AF001314), codant pour AbiQ et de pCI528 (no. accession GenBank LO8601), codant pour un
mécanisme de résistance aux phages. La région correspondant a celle utilisée pour la figure 13
est comprise entre les deux fleches verticales ( T). Le site de coupure présumé (nic, selon le
plasmide Incl1 R64, figure 13) est identifié par le A. Le site de liaison potentiel de NikA est
identifi€ par la double fleche (¢?). Les deux lignes pleines indiquent les séquences inverses
répét€es présentées A la figure 13. Le rouge indique une forte identité, le bleu indique une
identité moyenne, le gris n’indique aucune identité. Alignement fait avec Mulalin 5.3.3
(Corpet, 1988).
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GRARRAAGAGGGRCGRTTTCGGRAGRAGARAARATCGTCTCTTTTTTTTCT TCTTTTTCTATGACRAARAGR
GARARRAGAGGGACGRTTTCGCARGRCGRAATTCGTCTCT-TTTITTCT TCTTTT TGTRTGACARARARRGR

aaaaagagggacgatttcggaaga gaaa tcgt ot ttttttettetttttgtatgacaaaaaga

88 90 100 118 129 130 148

ARGATCTTTTGCCCATTITTRTTTTTATARARTGGGTRGGTGGCGT TCGCGTRARGCARRATCGRCACAATC
ARGATCTTTTGCCCATTITTATTTTTATAARRATCGGTRGGTSGCGT TTCCGTRARGCARRTCGACACARTC
ARGATTTTTTGCCCATTTTRATYTTTRTRARAATCGGTRGGTLECGT TTGCGTRRAGCARATCGRCACAATC
RRCATCTTTTGCCLCATTTTRTARRARTARARATCGETRGGTCCCGT TTGCOTRARGCRRATCGACACRATC
AGCATCTTYTGCCCATTTTRTTTTTATRARATGGGCARGGTCGTGT TTGT GCTRRRGCARRTCGATACARTC
RACATCTTTTGCCCATTTTART Lt tATRAPATCGGYAGCTCGUGT TTGR STARRGCRARTCGRCACRRARTC

158 168 178 18e 198 200 218

CAARGGGGRTARARAGGGGARARGTGARRRCTTCCCCCTTTTCARGCCACAT TGTRATACRAGARCGRAGTGC
CRARCGCCATRAAAGGLCARAGTGRRACTTCCCCCTTTTCRAGCARCAT TGTRRTACARRGARACGARAGTGA
CARAGGGGATRARAGGGGRRARGTGRARCTTCCCCCTTTTCARGCCRCAT TGTARTACRAGRACGARGTGA
CARAGGCCRTRAARRGCCCRARGTCRRACTTCCCTCTTTTCRAGCCACART TCTRATACARAGRARCGRACTGC
CMHGCCCRTFIRERGGGG?H!?CTGRRHCTTCCCCCTTTTCRFECCHCRTTCTHHTBCHHGRRCCR%TGT
TG

cmﬂccccnmmacccmmcrcamcncmccnnxmmwcmccﬂ
220 230 248 258 268 270 280

> + -

STRTTRCARTGTGATAGCTTGCACTRTTTATGGT TTTATATCSTCTATTTTCTTGTGAGGRTTGTAA
TTTGTATTRCAATGTGATAGCTTGCAGTATTTATGGTTTTATATGGTCTARATTTTGTTGTGAGCGATTGTAA
TTTGTATTACARTGTGARTAGCTTGCAGTATTTRYGGTTITATRTGGTCTATTTTGTTRTAATGATTGTAR
TTTCTATTRCARTGTGATAGCTTCCAGTATTTATCGTTTTRTATCGTCTRTTTTCTTICTGAGGATTCTAR
I ETCATACCTTGCAGTATTTATCGTTTTRTATCGTCTATTTTCTTATARTCARTTICTAR

TTTGTRTTRCRRTGTGRTRGCTT%FDTRTTTRTCGTTTKTFITGGTCTRTTTTGTTaTaﬂ'tCﬂTTGTHﬂ

290 308 318 320 330 348 350

+ + + & <+ +

CCGRATAGGGCGCAATACT TATTRCARARTCRATCGARCRARGGGCCAT TCRGGARTGAGCGC TGAGGCATT
CCORATRGGGCCCRARTACTTRTTARCARARTCARTCRCAARGGCCCRTTCRGGRATGAGCGL TCRGGCARTT
CCCARTARGGGCCCRATGCTTRTTRCAARARRTCARTGRCARARGGCLCAT TGRGGRATGAGCGC TCGOGLATT
CCGARTRGCGCGCRATACTTATTACARARATCARARTCACARARGGGCCRT TCRCGARTGACCGC TGAGGCATT
CCGRATARGCGLCGCARTGCTTATTRCARRATCRATCGARCRARCGGCCAT TCRGCAATGAGCGC TGGGGLRTTY
CCCARTRGCGCGCARTQCTTRTTACRARATCARTGACAARCGGCGHT TGRGGAATGRGCGCTCQCGCATT

369 370 360 39 408 497

—+ + + + + }
TTATCTTTGRGGARG-TTCTTGATGGRTCACARRARTCTRTCACARATTGARACRAR
TTRTCTTTGRGTRAG-TTRTTCATGGATCRGAARARTGTRTCACARAT TGRARTARA
TTATCTTTGRGGRGG-CTATTTRTGGATCAGARRARTGTATCACAARAATCRRACARAA
TYRTTTTRRRARRRARCTATTTRTARGTTCCARARTATGTATCACARCTTTRATACET
TTATCTTTGRGGARGG-CTRTTTATCGATCAGAARRRTGCTRTCACARARTCRAACAAR
TTATCTTtgRggRgg cTATTEATggaTcaGRRRARTGCTATCACRAaaTcARacaaa
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Figure 13 Alignement des séquences nucléotidiques contenant la séquence répétée inverse
3 (IR3) des oriT; oriT1 et oriT2 (pPNZA4000), oriT de pEDI et oriT du plasmide Incll R64. Le
site de coupure (nic, plasmide IncI1 R64) est identifi€ par le &. Le site de liaison de NikA
(plasmide IncIl R64) est identifié par la double fleche. Les deux lignes pleines indiquent les
séquences inverses répétées de oriT! et oriT2 (pNZ4000). Les lignes pointillées indiquent les
séquences inverses répétées de 1'oriT du plasmide IncIl R64. Le rouge indique une forte
identité, le bleu indique une identité moyenne, le gris n'indique aucune identité. Alignement
fait avec Multalin 5.3.3 (Corpet, 1988).



oriTl
oriT2
pED1

Incl
Consensus

1 1@ 20 38 49 50 60 70

| + |
AAGCCACAT TG TAATACARGRACGARGTGATIIGIATIACARTETGATAGCTTGCAGTATTTRTGCTTTT
AAGCARCATTGTRATACARGRACGAAGTGATTTC TATTACARTGTCATAGCTTGCAGTATTTRTGGTTTT

RRGCCRCRTTGTBRTRCﬁRCRRCG&S%!GCTTTCTHTTRCEﬁiCTGRTRCCTTCCRGTﬂTTTRTGGlIII

afgc acﬂT'uTRRTHcaagaaCGaagtgctttCTﬁTTHCBﬂTgthtﬂgCtT cagtalTTaTgCtttt
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Figure 14 Prédiction de la topologie, d’aprés I'hydrophobicité de la protéine potentielle
(998 acides aminés) codée par I'orf 5 (d’apres le logiciel TopPred 2, Topology prediction of
membrane proteins, Stockholm University Theoretical Chemistry Protein Prediction Servers,
von Heijne, 1992).
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Figure 15 Probabilité¢ de la localisation de la protéine potentielle (998 acides aminés)
codée par l'orf 5 (d’apreés le logiciel TMHMM, Sonnhammer er al., 1998). Les régions a
I'intérieur du cytoplasme vont de I'acide aminé 1 a 25 et de 990 2 998. Les régions dites
transmembranaires vont de I'acide aminé 26 a 48 et de 967 2 989. La région couvrant les

acides aminés 49 2 966 est présumée 2 I'extérieur de la membrane cellulaire.
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Figure 16 Alignement de la portion de séquence nucléotidique de I'orf 5 présentant de
I’homologie de séquence avec abiC. Les nucléotides sont numérotés A partir du début de
chacun des génes et non de la séquence totale du plasmide. Fait avec le logiciel Lalign version
2.0.
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Figure 17 Alignement de la portion de séquence protéique déduite de I'orf 5 présentant de
I'homologie avec AbiC. Régions transmembranaires; orf 5 (a.a. 26-48 et 967-989), AbiC (a.a.
18-44 et 65-86). Fait avec le logiciel ClustalW version 1.74 (Thompson et al., 1994). Légende;

* (identité), : (substitution conservative), . (substitution semi-conservative).
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Figure 18 Alignement de la séquence complete du geéne lin (L. lactis ssp. cremoris. no.
accession GenBank Z48081) avec la séquence homologue de pEDI1 (nucléotides 9883 a
10193). Deux insertions sont présentes dans pED1 comparativement au géne lin en position

77-125 et 196-266. Rouge; identité. Gris; aucune homologie. (logiciel Multalin 5.3.3, Corpet
1988).
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Figure 19 Alignement de la séquence protéique déduite du géne /in avec la traduction
correspondante de pED1 (séquence de la figure 18, traduite). Toutefois, si deux nucléotides
supplémentaires sont considérés, cela permet d’obtenir un codon complet en position un de
pEDI1, plutét qu'un codon incomplet (-). Ce codon correspond A une méthionine (ATG). soit
un codon d’initiation. Alignement fait avec Clustal W 1.74 (Thompson er al., 1994). Légende;

* (identité), : (substitution conservative), . (substitution semi-conservative).
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION

A. Le plasmide pED1

Trois niches écologiques différentes nous permettaient de rechercher au moins une
souche de lactocoques résistante aux bactériophages. D’abord, le lait cru, ensuite les ferments
industriels (deux compagnies différentes, issues d’autant de pays, ont collaboré) et finalement
des souches de la collection du laboratoire. Aucune souche exploitée commercialement n’a
démontré suffisamment de résistance au phage p2, selon la méthodologie utilisée. Du lait cru,
six colonies démontrant une résistance au phage p2 ont été découvertes. D’apres les tests
préliminaires d'EOP, une efficacité d’environ 10 était démontrée (tableau 4). Selon le patron
de fermentation, cinq des six isolats sont des lactocoques. L’isolat 1-1f posséde un profil
plutdt divergent (moins de la moiti€ des substrats fermentés par les autres isolats). D autres
tests plus poussés, tels ceux nécessitant des sondes d’acides nucléiques (Salama er al., 1991),
n’ont pas été menés afin d identifier avec certitude I’espece. Donc, I'isolat 1-1f a été écanté des

travaux subséquents.

Les isolats 1-1c, 1-1d, I-le et I-1g s’agglutinent lorsqu’on les fait croitre dans le
bouillon GM17 et forment un culot «duveteux» lorsqu’il est agité. Un tel phénoméne a déja
été répertorié pour un systeme de résistance inhibant I'adsorption phagique (Lucey er al..
1992). Lorsque I'adsorption est entravée, soit le récepteur cellulaire sur lequel la particule
virale se fixe est absent ou défectueux, soit un composé quelconque produit un encombrement
stérique masquant ledit récepteur. Les substances impliquées sont d'origine glucidique ou
lipoprotéique (Dinsmore et Klaenhammer, 1995). Pour les isolats 1-I1c, d, e et g, on peut
présumer qu’un systéme agissant sur 1’adsorption phagique serait impliqué dans le phénotype
de résistance. Afin de vérifier cette derniere hypothese, il serait possible de faire subir aux
cellules divers traitements chimiques (hydrolyse acide, protéinase K, traitement alcalin, et
autres...) qui vise a inactiver les composés masquant les récepteurs et conséquemment a
rendre sensible aux phages les cellules qui naturellement ne le seraient pas. Donc, ces quatre

isolats pourraient éventuellement faire 1’objet de travaux de recherche.
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Méme si 2 premilre vue les isolats 1-1c, d, e et g sont fortement résistants au phage p2,
ils n’ont pas été retenus pour la suite des travaux. Principalement, parce que le caractére
d’agglutination n’est pas désiré et qu’'il y a une forte probabilité d’y trouver un mécanisme
inhibant I'adsorption ou méme deux mécanismes de résistance, dont I'un pourrait étre un Abi,
ce qui expliquerait la si forte efficacité. De plus, une combinaison du genre ne serait pas une
premire, c’est d’ailleurs ce que I’on retrouve sur le plasmide pCI528 (Coffey er al., 1991,
Costello, 1988).

La collection du laboratoire nous a permis de trouver la souche qui correspondait aux
objectifs du projet. Il s’agit de la souche SMQ-215 qui posséde un plasmide conférant un EOP
de 10 ou 10%, selon le phage utilisé (tableau 6). C’est le seuil minimal d’efficacité requis
pour qu’un systéme puisse €tre ulilis¢ comme seule arme pour contrer les phages lors d'une
fermentation 2 grande échelle. A l'origine, cette souche de laboratoire était exempte de tout
plasmide (L. lactis LM0230). Ensuite, un plasmide de lactocoque (isolé du lait cru) lui a été
additionné par électroporation. Donc, le phénotype de résistance au phage p2 provient de

I’ADN exogéne qui lui a été ajouté, ce qui répond & un autre critere fixé au départ.

Ce plasmide de 12232 pb, nommé pEDI, est de petite taille, ce qui pourrait
éventuellement faciliter son transfert dans une souche industrielle. Ce plasmide est trés stable,
du moins dans la souche LM0230. Elément non négligeable, la résistance est conférée contre
I'espece 936, soit la plus problématique pour I'industrie fromagere (Jarvis et al., 1991;
Moineau er al., 1992; Moineau er al., 1996). De surcroit, pED] code pour un nouveau
mécanisme anti-phagique, étayé principalement par l'analyse de la séquence compléte du
plasmide qui ne présente pas d’homologie avec les séquences des génes abi des banques de

données.

Les résultats de plusieurs expériences convergent afin de prouver que pEDI1 contient
un mécanisme Abi. D’abord, le pourcentage d’adsorption est similaire entre SMQ-21S et
SMQ-16 (tableau 5). Ce qui élimine par la méme occasion la possibilité d’'un mécanisme
inhibant I’adsorption virale. La possibilit¢é d’un mécanisme bloquant I'éjection de I"’ADN

phagique (qui est un mécanisme trés rare) est exclue puisque I'expérience de réplication de
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I’ADN total a démontré que I'ADN du phage p2 est bel et bien éjecté. Un mécanisme de
restriction/modification est aussi rejeté par la méme expérience car I'ADN du phage p2 n’était
pas clivé in vivo. Une autre méthode classique aurait aussi pu étre mise 2 profit pour vérifier
s’il s’agit ou non d’un mécanisme de R/M. Elle consiste 2 mettre de I' ADN en présence d’un
extrait cellulaire de la souche hote de pED1 afin de vérifier si I’ ADN est digéré ou non.

Une des caractéristiques des systémes d’avortement de 1'infection consiste en la mort
cellulaire tributaire 3 I'infection et qui se traduit par un taux de survie cellulaire équivalent
qu’il s’agisse de cellules sensibles (Abi~) ou résistantes (Abi*) aux phages. Ce phénomeéne a
aussi été observé avec les cellules porteuses de pED1 (tableau 5). Lorsqu’un mécanisme Abi
est impliqué, il est normal de voir diminuer 'ECOI et le relarguage phagique. Cela s’explique
par le fait que moins de cellules permettent la libération de particules phagiques matures étant
donné qu’elles sont «protégées» et que tout phage adsorbé ne va pas nécessairement engendrer
un cycle lytique complet. Le cas &chéant, beaucoup moins de virions matures en résulteront.
Une fois de plus, pEDI répond a ce critere (tableau 5). Malgré tout, lorsque des
bactériophages matures sont relargués dans le milieu, la quantité libérée par cellule est de
beaucoup inférieure lorsqu’un Abi est présent (tableau S), ce qui se refléte par une taille
réduite des plages de lyse. Toutes ces caractéristiques tendent A prouver que pEDI contient un
nouveau mécanisme de I'avortement d’infection, efficace contre 'espece 936 de phages de L.

lactis.

D’autres expériences menées, ont mis en valeur des qualités intrinseques distinctives
du plasmide de résistance pEDI, telle que l'efficacité A différentes températures, ou la
démonstration que 1'ADN phagique peut se répliquer en présence de pED1. Ainsi, I'ADN du
phage p2 est présent sous forme réplicative et encapsidé autant chez les cellules sensibles que
résistantes (figure 10). Ce qui differe de AbiQ (Dion er al., 1998; Emond et al., 1998) pour
lequel I'ADN du phage p2 n’était présent que sous la forme réplicative, de méme que pour
AbiK ot I'ADN phagique n’était détecté que sous forme immature (pour le phage p2)
(Boucher et al., 1999).
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La souche hote de pED1 (LM0230) est naturellement sensible aux phages des espéces
936 et c2. Selon les informations publiées jusqu’a présent, aucune souche de lactocoques n’est
sensible aux trois espéces de bactériophages les plus fréquemment impliquées dans les
fermentations défaillantes, a savoir les especes 936, c2 et P335. Ce qui impose des contraintes
supplémentaires afin de vérifier I'efficacité d’un Abi contre ces trois espeéces. Dans le cas de
pEDI1, aucun test n'a €té réalisé afin de vérifier s’il agissait contre I'espece P335. Pour
explorer cette avenue, il faut utiliser une nouvelle souche qui y serait sensible. Or, il faut
s’assurer que d’autres facteurs propres a cette souche n’interféreraient pas avec le mécanisme
Abi qui y serait introduit. Derniérement, la souche F7/2 de L. lactis (Boucher et al., 1999) a
€€ utilisée comme hote pour tester les especes phagiques 936 et P335. Conséquemment, des
travaux futurs de transformations de 1I'hote bactérien F7/2 avec pED1 devraient étre menés
dans le but d’examiner si une résistance a '’espéce P335 peut étre conférée par pEDI1. Dans
I'éventualité ou une résistance serait démontrée, ’ensemble des expérimentations faites pour
caractériser pEDI1 avec le phage p2 devrait étre reprise avec un phage de 1'espéce P335. Si
jamais la résistance 3 I’espéce P335 pouvait éure démontrée pour pEDI, cela en ferait un
systtme Abi aussi intéressant 2 utiliser a I'échelle commerciale du point de vue de I'efficacité
que AbiK. Critere technique intéressant pour I'application de pED1 en production fromagere,
son efficacité est stable a une gamme étendue de températures utilisées, pouvant varier entre
20°C et 42°C, alors que AbiK est sensible a la chaleur. Cette palette thermique d’efficacité
procure une souplesse non négligeable & pEDI, le démarquant de la concurrence pour un

transfert technologique vers I'industrie.

Le plasmide pEDI1 a été cloné partiellement dans le vecteur pBlueScript II KS (désigné
pBS KS), afin de pouvoir en déterminer la séquence nucléotidique. Deux clones contenant
chacun une insertion (HindIll) d’environ 3,8 kpb ont été construits. Le dernier fragment
(HindIIl) d’environ 4,6 kpb de pED! n’a pu étre cloné. Plusieurs vecteurs, souches hotes
(Gram+ et Gram-), enzymes de restrictions et stratégies de clonage ont été utilisés, mais en

vain.

Afin d’en déterminer la séquence compléte, nous avons procédé par marche sur le

plasmide pEDI, d’aprés les amorces déduites des séquences des deux clones de pEDI1 dans
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pBS KS. Le plasmide de résistance pED1 est désormais entitrement séquencé. Plusieurs
avantages sont tirés du séquencage complet de pED1 plutdt que de la seule séquence
responsable du caractére Abi comme c’est le cas dans plusieurs travaux parus. D’abord, de
I'information génétique sur un nouveau plasmide de lactocoques est obtenue ainsi que des
informations pertinentes pour plusieurs autres projets en route ou 2 venir au sein du laboratoire
du Dr Moineau. On n’a qu’a penser aux promoteurs et aux protéines de réplications,
I’organisation ou la structure générale d’un plasmide porteur d’un systéme Abi (présence ou
non d’éléments indicateurs d’un Abi; origine de transfert [oriT], orf X, hsdS, repA, repB,
séquences répétées et/ou inversées). Les comparaisons possibles avec d’autres plasmides
porteurs d’un syst¢tme Abi (ou d’autres mécanismes) et dont la séquence entiére est connue
figurent parmi les éléments 2 considérer. 11 s’agit d’un exercice plus long et colteux, mais qui
peut s’avérer trés profitable 2 moyen et long terme. Techniquement, il reste une ultime étape a
franchir afin de prouver qu’'un fragment de pED]1 est impliqué dans le phénotype de résistance

aux phages de I'espéce 936.

A la mi-avril, les cadres de lecture ouverts 7 et 8 (fragment Bg/lI de 2,2 kpb) ont été
clonés dans le plasmide navette pTRKH2 (E. coli - L. lactis). Le test de la résistance aux
phages a révélé un EOP approximatif de 10™, alors que I'EOP attendu oscillait entre 107 et
10®. Donc, les orf 7-8 ne sont pas impliqués dans la résistance aux phages ou sinon ils
interagissent avec au moins une autre région du plasmide pEDI. A moins que le fragment
cloné contienne une mutation ponctuelle (par exemple) diminuant le phénotype. L’autre cadre
de lecture soupgonné pour son implication dans le phénotype de résistance est I'orf 5 (figure
11), bien que son contenu en guanine et cytosine soit plus élevé que celui des orf 7 et 8. Les
tentatives de clonages de ce fragment sont demeurées vaines, alors son implication dans la
résistance reste a prouver. Peut-étre que les cadres de lecture ouverts S, 7 et 8 agissent en

synergie. Il serait alors trés intéressant d’obtenir un clone dans L. lactis contenant ces trois orf.

Différents autres tests pourraient ensuite étre menés (advenant le cas od I'Abi avec le
phénotype correspondant serait cloné) : sous-clonage dans des vecteurs 2 haute ou faible

copie, influence de divers promoteurs, vérification si plus d’un géne contribue a I'effet de
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résistance, combinaisons avec d’autres syst®mes de résistance, etc. Le niveau d’étude suivant

mene 2 1'étude de I'expression de la protéine, sa purification et sa structure.

Les difficultés de clonage du geéne de I’Abi ne sont pas exclusives & pEDI. Il a
notamment été impossible de cloner le déterminant génétique codant pour AbiN (Prévost et
al., 1998) et AbiO (Prévost et al., 1998), prétendument 2 cause de leur toxicité, seulement les

formes tronquées de ces génes ont pu étre clonées avec succes.

B. L’analyse de la séquence de pED1

Avant tout, il importe de rappeler les objectifs principaux du travail qui sont
I'identification et la caractérisation d’un nouveau systeme antiphagique, de préférence de type
Abi. Ce qui signifie que l'analyse de la séquence est utilisée ici comme support 2 la
caractérisation du plasmide de résistance et ne constitue pas une finalité en soi. Dans le cadre
des résultats présentés, seulement les principales caractéristiques retrouvées dans la séquence

seront investiguées.

L’origine de transfert

Par homologie entre les oriT de pNZ4000 et du plasmide Incl1 R64, le site de coupure
(nic) avait €€ déterminé chez pNZ4000. Puisque I'identité d’ADN, entre I'oriT de pEDI et
celles de pNZ4000, atteint 100% dans la région contenant le prétendu site de coupure (nic),
cette région de pEDI1 est donc aussi présumée contenir le site de coupure (nic) (figure 13). Les
séquences de plasmides de lactocoques (pEDI1, pNZ4000) sont conservées entre elles au
niveau des répétitions inverses, au site de liaison de NikA (sauf une mutation ponctuelle d'une
adénine pour une cytosine) et du site de coupure (nic). Par contre, elles ne sont pas aussi bien
conservées lorsqu’on les compare au plasmide IncIl R64 (Salmonella ryphimurium).
Néanmoins, certaines régions sont particulitrement conservées. Chacune des répétitions
inverses compte un bloc de neuf nucléotides identiques pour les trois plasmides. Un di-
nucléotides (CG) conservé est présent entre les deux répétitions. Un second couple de
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nucléotides (TG) conservés est présent au site de coupure, lequel est bordé (6 nucléotides en
aval) par un triplet de thymine. Quelques autres positions dans la région du site de coupure

sont aussi conservées.

Une classification des oriT (F, P, Q) a été établie selon les groupes d’incompatibilités
plasmidiques (Lanka et Wilkins, 1995). D’aprés I’homologie de séquence entre pEDI et Incll
R64 en plus de la correspondance avec la séquence consensus établie pour le groupe de région
de coupure P (Lanka et Wilkins, 1995), I'oriT de pED1 appartiendrait au groupe P. La taille de
la région oriT de pED1 (figure 12) cormrespond assez bien A celle admise pour la classe P qui

est d’approximativement 300 pb.

Normalement, chaque plasmide conjugatif ou avec un potentiel de mobilisation,
encode ses protéines accessoires spécifiques 2 son origine de transfert (oriT). Ces enzymes
impliquées dans la coupure et la ligature du brin d’ADN sont requises pour amorcer et
finaliser le transfert d’ADN. De telles enzymes n'ont pas été identifiées chez pEDI1. Par
contre, il a été démontré que des facteurs agissant en rrans (déterminant génétique porté sur un
autre plasmide que celui contenant I'oriT) pouvait permettre la mobilisation du plasmide
porteur de I'origine de transfert. Ce qui permettrait de poser une hypothése qu'un autre
plasmide dans la souche meére de pEDI1 pourrait encoder les facteurs agissant en trans sur
I'oriT de ce dernier. D'autres plasmides, notamment chez Staphylococcus aureus et Bacillus
subtilis, ont déjd démontrés leur incapacité A se transmettre d’eux-mémes, mais pouvaient tout
de méme é€tre mobilisés par complémentation lors de la présence d'un second plasmide

(Projan et al., 1989; Selinger et al., 1990).

Des éléments permettant la conjugaison sont répertori€s tant chez les bactéries Gram
négatif que chez celles 3 Gram positif. Les transposons en sont un exemple. Les éléments
d’insertion mobilisables, contenant leur propre origine de transfert (ori7) et au moins un géne
mob (mobilisation) forme une autre classe d'unités transmissibles (Lanka et Wilkins, 1995).
Les oriT du groupe F sont flanquées d’un géne X, dont le role est inconnu. Peu importe I'oriT,
le cofacteur cationique Mg?* est requis pour que le clivage survienne. Fait trds intéressant,

MobA qui est une relaxase (Scherzinger et al., 1992), est aussi connu sous le nom de RepB
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(Scherzinger er al., 1991) possédant une activité spécifique pour amorcer la réplication (Lanka
et Wilkins, 1995). Or, pED1 posséde une protéine RepB impliquée dans la réplication. Ce qui
pourrait peut-étre signifier que la protéine RepB de pED1 jouerait aussi le rdle de MobA. De
plus, méme une version tronquée de MobA dans sa partie C-terminale a pu démontrer sa
capacité A cliver son substrat (Lanka et Wilkins, 1995). MobA est impliquée dans I'initiation
et la terminaison du transfert conjugatif de I'ADN, ie., qu’'elle demeurerait liée 23 I'ADN
(Bhattacharjee et Meyer, 1993; Bhattacharjee et Meyer, 1991) ce qui permet la ligature de
I’ADN (dont la coupure a été faite dans 1'oriT) pour reformer une molécule circulaire
(Bhattacharjee er al., 1993). Ces deux facteurs de mobilisation (oriT et RepB, ie., MobA)
nécessaires pour l'initiation et la terminaison du transfert pourraient peut-éure se faire
complémenter en trans par des protéines issues des plasmides co-résidents de la souche
sauvage (SMQ-210) ou du chromosome de cette méme souche (Vedantam, et al., 1999). Ces
protéines agissant en trans serviraient 3 compléter I'appareil de transfert ou de couplage
cellulaire («mating apparatus»). Le phénomene de conjugaison par I'entremise des pili est déja
connu, néanmoins toutes les bactéries n’ont pas de tels appendices, notamment L. lactis. Pour
pallier cette lacune, une hypothése faisant appel & des pores de transport de I' ADN a été émise
(Lessl et al., 1993; Beijersbergen er al., 1994; Lanka et Wilkins, 1995; Vedantam et al., 1999).
Toutefois, les processus exacts et la composition des protéines composant les pores de
transports demeurent mystérieux. La lumiere reste a faire pour les plasmides n’encodant

apparemment pas d'hélicase.

Un alignement de séquence de plasmides de lactocoques a ét€ effectué afin de mettre
en évidence les régions de nucléotides conservés. Les 70 premiers nucléotides présentent une
homologie moyenne (bleue) puisque cette portion de séquence n’est pas disponible pour le
plasmide pCIS528 (figure 12). Néanmoins, les quatre autres séquences y présentent une région
trés conservée. L'origine de transfert de pED1 (oriT) pourrait donc constituer une cible
potentielle pour la construction de sondes visant A identifier les plasmides de lactocoques avec

un potentiel de mobilisation ou de conjugaison.
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Le réplicon

Dans la partie C-terminale de RepB (dans certains cas appelée MobA), on retrouve le
motif AKYXXK (précisément AKYLKK) qui est identique 2 celui de RepB chez pCI305. Or,
cette séquence est hautement conservée chez les protéines de réplication des plasmides se
répliquant selon le mode de cercle roulant et produisant des intermédiaires d’ADN simple
brin. Dans ce dernier cas, la séquence AKYXXK serait impliquée dans le site actif pour la
coupure de I'origine de réplication (Gruss et Ehrlich, 1989). Des séquences répétées dans les
origines de réplications (repA dans le cas de pED1) ont déj2 vu un rdle leur étant assigné pour
I'incompatibilité plasmidique et le controle du nombre de copie (Dorrington et Rawlings,
1989; Lin er al., 1987; Persson et Nordstrom, 1986).

Si jamais pED1 était transformé dans une souche de lactocoque commerciale et que de
I'incompatibilité plasmidique était remarquée, peut-étre existerait-il une alternative pour palier
a ce probleéme, soit d’enlever en tout ou en partie la séquence de repA, puisque pour le
plasmide pCI305 (Hayes er al., 1991), repA (agisant en cis) n’est peut-étre pas essentiel pour
la réplication, tel que démontré par une insertion (TnS) entre repA et repB. Idéalement, la
nécessité de repA (chez pCI305) aurait pu étre prouvée en I'inactivant avec I'insertion TnS ou
en I'excisant. Toutefois, le motif AKYXXK 2 lui seul, n’est pas une preuve suffisante pour
affirmer que la réplication de pED1 s’opere selon le mode du cercle roulant. Le plasmide
pCI305 qui posséde également ce motif et pour lequel des intermédiaires d’ADN simple brins
(caractéristique des cercles roulants) n’ont jamais pu étre détectés, appartient 2 une famille de

plasmides qui se répliqueraient selon le mode théta.

Puisque de I’homologie entre pEDI et quelques membres de cette famille (pWVO2-
type theta replicons, Seegers et al., 1994) a été trouvé, cela suggere que pEDI se réplique
selon le mode théta. Afin d’étre certain du mode de réplication utilisé par pEDI, il faudrait
vérifier s’il y a présence d’intermédiaires simple brin, car des arguments pourraient appuyer
tant le mode thé€ta que cercle roulant (conversion du relaxosome en appareil de réplication).
Des gels 2D pourraient aussi €tre faits pour vérifier la présence d’intermédiaires théta.

Plusieurs plasmides ayant ce type de régions de réplication (repA-repB) peuvent se trouver au
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sein d’une méme souche. C’est le cas d’une souche industrielle, L. lactis ssp cremoris Wg2
(Seegers et al., 1994). Les différences entre les répétitions directes de repA pourraient étre
responsables de I'affinité pour la protéine RepB, ce qui expliquerait la possible coexistence au
sein d’une méme souche, de plusieurs plasmides (Seegers er al., 1994). Cela augure bien pour

un transfert de pED1 dans une souche industrielle.

L’orfX et la sous-unité S de spécificité (hsdS)

Tel que rapporté pour quelques autres plasmides de lactocoques (Seegers et al., 1994),
les séquences de repB et de orfX se chevauchent sur quelques nucléotides (huit). De
I’homologie tant au niveau protéique que nucléotidique a été relevée et ce pour de nombreux
plasmide de lactocoques. Parmi ceux-ci, ont retrouve les plasmides pSRQ800 (codant pour
AbiK) et pSRQ900 (codant pour AbiQ), bien que dans le cas de pSRQ800, toute la séquence
de I'orfX ne soit pas encore disponible dans les banques de données. Le role d’orfX demeure
inconnu puisqu’il a pu étre enlevé dans le plasmide pJR7 (Seegers er al., 1994), sans en
empécher la réplication. Toutefois, un motif hélice-coude-hélice est présent entre les acides
aminés 1 et 41 d'orfX (8951 a 8829) chez pEDI. Un tel motf est habituellement impliqué
dans les liaisons a I'ADN. Le géne d’orfX chevauche également le géne suivant, hsdS, sur 13
nucléotides. Ceci pourrait signifier un couplage entre ces trois génes lors de la traduction, mais

des analyses de type northern seraient nécessaires pour confirmer cette hypothése.

Le geéne hsdS qui code pour une sous-unité responsable de la spécificité pour un
systeme de restriction modification (Schouler er al., 1998), présente de I’homologie avec les
sous-unités HsdS de plusieurs plasmides de lactocoques, dont pIL7, pIL103, pIL2614 et
pNZ4000 (bien que non identifié par I'auteur dans ce dernier cas). La sous-unité codée par
pEDI est de taille similaire (379 acides aminés) 2 la plupart de celles retrouvées chez L. lacris
(300-400 acides aminés).
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La pyrrolidone-carboxylate peptidase

En aval de la séquence homologue 2 divers hsdS, se trouve un cadre de lecture de 215
acides aminés qui présente plus de 98% d’identité sur toute sa longueur avec la protéine
pyrrolidone-carboxylate peptidase (pcp) de L. lactis, ainsi qu’une forte identité et de
I’homologie avec celles d’autres procaryotes Gram-positif (dont plusieurs streptocoques).
Cette protéine cytosolique se présenterait sous forme d’un homotétramére et appartient 2 la
famille de peptidases C15. Sa fonction in vive consisterait A enlever la 5-oxoproline de divers
peptides. Ce géne d’origine chromosomique avait antérieurement été sélectionné (Cleuziat er
al., 1992) pour définir une sonde d’ADN permettant la détection spécifique de streptocoques
du groupe A qui constituent un groupe de micro-organismes pathogeénes pour I’'homme. Or, ce
géne de pcp a été retrouvé aussi dans le chromosome de lactocoques tels que MG1363 et
NCDO763 (Daveran-Mingot et al., 1998), en plus du plasmide pED1. Par conséquent, I'usage
de cette sonde devient vétuste puisque désormais non spécifique aux streptocoques. L’identité
s'éleve A 98,6% (acides aminés) entre le géne de pcp situé sur pEDI1 et celui de MG1363. La
similarité est de 71% et I'identité (acides aminés) est de 58% en comparant avec la séquence
de S. pyogenes (no. accession QO1328). Pour ce qui est de I'homologie en terme de
nucléotides, elle est a toute fin pratique inexistante, ce qui est un peu étonnant (peut-étre a
cause d'un biais de codon). Le contenu en G+C de ce géne chez pEDI1 est de 46,30%, ce qui
est bien au-dela de la moyenne admise de 37% pour les génes de L. lactis (van de Guiche er
al., 1992). Cela pourrait signifier qu’un transfert horizontal aurait pu se produire afin
d’acquérir dans le chromosome de L. lacris ce géne d’un organisme inconnu. Ensuite, un
€événement de recombinaison aurait pu se produire pour en permettre le passage du

chromosome vers plasmide pEDI1.

Les séquences d’insertion

La région de pEDI1 comprise entre les positions 6239 et 6439 est homologue A de
nombreuses séquences d’insertions (IS) et transposases, toutes tronquées. Effectivement, il
semble que ce ne soit qu’a partir des quelques derniers acides aminés de 1'extrémité carboxy-

terminale que se présentent de 'homologie avec pEDI, ce qui se poursuit avec quelques
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dizaines de nucléotides non-codants en aval de ces séquences. Evidemment, aucune protéine
ne peut étre exprimée depuis ces séquences tronquées, il s’agit probablement d’artefacts
d’échanges génétiques d’'une lointaine époque. Les séquences d’insertions et de transposases
de nombreux genres et espeéces bactériens présentent de I'homologie dans leur portion C-
terminale avec pED1 et conséquemment entre elles, laissant supposer une origine commune a
tous ces €léments mobiles. Il s’agit d’un moyen efficace afin d’accélérer I’évolution génétique,
par échange de blocs d’informations, avec pour toute trace de son passage, ces stigmates

repérables (séquences d'IS et de Tn tronquées).

Le cadre de lecture ouvert (orf 5) de 998 acides aminés

La protéine potentielle la plus longue contenue dans le plasmide pED1 est composée
de 998 acides aminés. La fonction de ce geéne potentiel n’est pas encore clairement identifiée.
A prime abord, il est tentant de penser qu’il s’agirait peut-&tre du géne de I'Abi. L analyse de
la composition nucléotidique indique que le contenu en guanine et cytosine (G+C) est de
38,97%. Les systémes Abi répertoriés ont un contenu en G+C inférieur 2 30% (Allison et
Klaenhammer, 1998), ce qui laisse présager que cette séquence n’est pas un géne codant pour
un Abi.

Les comparaisons avec les s€quences nucléiques ou protéiques des banques de données
révelent de I'homologie avec soit des protéines inconnues (potentielles) et/ou avec des
protéines membranaires issues de levures, particulitrement chez Schizosaccharomyces pombe
et Saccharomyces cerevisiae. D’aprés I'analyse de la topologie (logiciel TopPred2; von
Heijne, 1992; Cserzo et al., 1997) il est fort probable, dans I'éventualité o la protéine serait
effectivement produite, qu’elle soit localisée A la surface de la membrane. D’aprés les résultats
d’hydrophobicité, deux régions transmembranaires, une a chaque extrémité, ont été identifiées
avec certitude (logiciels; TopPred2; TMHMM : Sonnhammer er al., 1998; PSORT : Klein er
al., 1985; TMAP prediction : Persson et Argos, 1994, 1996). AbiC aussi possede deux régions
transmembranaires, mais elles sont localisées du coté amino-terminal (acides aminés 18 2 44

et 65 a 86) (Durmaz er al., 1992). Puisque I'orf 5 et AbiC ont chacune deux régions
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transmembranaires, un alignement de séquence nucléotidique et protéique a été fait afin
vérifier s’il y avait de I'homologie. La premiere région transmembranaire est quasiment au
méme endroit pour AbiC (acides aminés 18 2 44) et I'orf 5 (acides aminés 26 2 48). Les
séquences transmembranaires d’ AbiC et de I'orf 5 ne présentent pas d’homologie entre elles.
Quant 2 la protéine putative issue de I'orf 5, toutes les données prédictives convergent dans le
méme sens, A savoir qu’il s’agirait d’une protéine d’origine bactérienne localisée dans la
membrane. Les comparaisons avec la banque de données PROSITE (Hofmann ez al., 1999;
Bucher et Bairoch, 1994) a permis de trouver sept motif dont le plus probable est celui d’un
hexapeptide d’une protéine de surface d’ancrage de cocci Gram-positif (randomized
probability = 8,728 x 10®). Plusieurs protéines connues ont un tel motif, dont des protéines de
streptocoques et de lactocoques (nisp : «nisin leader peptide processing protease» et «wall-
associated serine proteinase»). Le logiciel ProtParam tool (Guruprasad er al., 1990), classe

cette protéine potentielle dans la catégorie des protéines stables.

L’invertase/résolvase (recombinase; lin)

La séquence de pED1 homologue au geéne lin posséde toutes les caractéristiques
habituelles permettant I'expression d’une protéine, soit un codon d’initiation, précédé d’un site
de liaison au ribosome, d'un promoteur potentiel composé des boftes —10 et —35. Comme pour
plusieurs promoteurs de L. lactis (van der Vossen et al., 1987), le couple de nucléotides TG est
présent un nucléotide en amont de la bofte —10. Par contre, il est peu probable (non vérifié
expérimentalement) que cette recombinase soit produite chez la souche hite de pEDI
puisqu’un codon d’arrét est présent dans la séquence (aprés le premier quart de la séquence

protéique théorique).

La méme région de pED1 a une identité de 97% (884/903 nucléotides, 9725 2 10627)
avec le plasmide pNZ4000. Toutefois, cette portion de pNZ4000 n’a pas encore 6été
caractérisée. On peut néanmoins penser que la trés grande identité entre pED1 et pNZ4000
signifie qu'une recombinase pourrait ére encodée par ce dernier plasmide. Le transposon
Tn1546 présente aussi de I'homologie pour cette portion de pED1. Deux régions de ce
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transposon sont certainement contenues dans pED1. Le transposon Tn1546 est encadré par
deux répétitions inverses juxtaposées directement 2 la séquence du transposon. La séquence de
la répétition inversée de droite (I’autre étant absente de pEDI1) est identique 2 100% 2 ia
séquence de pEDI. Cette région flanquante est précédée du transposon Tn1546 tronqué. Seuls
les 87 derniers nucléotides (12,9% de la séquence) du transposon sont présents, mais 1’identité
avec pEDI1 est de 100% (nucléotides 9584 2 9670). Cette région de pEDI, identique au
Tn1546, est séparée de 'orf de 998 acides aminés uniquement par deux nucléotides. Une
séquence d’insertion, IS1216V, présente le méme niveau d’identité 2 pED1 que Tnl1546 et ce,
exactement pour les mémes nucléotides. IS1216V et Tn1546 ont donc au moins une région

trés homologue. Tn1546 et IS1216V codent tous les deux pour une transposase (tronquée chez

pED1) dans cette région.

Les cadres de lecture ouverts 7 et 8

En aval de I'orf de 998 acides aminés, sont situés deux cadres de lecture ouverts
séparés I'un de I'autre par 10 nuckéotides. Le contenu en G+C de I'orf 7 est de 33,07% et de
31,15% pour I'orf 8. Ce qui en ferait un des trois premiers Abi avec un contenu G+C supérieur
a 30% (en supposant qu’ils soient responsables du phénotype). Certains auteurs (Deng er al.,
1999) ont rapporté que AbiN faisait d€ja exception A cette «régle». L’article original (Prévost
et al., 1998) fait mention de 32% pour tout le cadre de lecture comprenant AbiN et I'analyse
de la séquence d’AbiN lui-mé€me (no. d’accession GenBank Y11901) indique un pourcentage
G+C de 31,28% pour les 537 nucléotides qui le compose. L’analyse de la séquence du géne
abiJ (Deng et al., 1997, no. accession GenBank U41294) indique un contenu en G+C de
30,4%. Trois autres abi connus (AbiE [Garvey er al., 1995], AbiG [O'Connor et al., 1996] et
AbiL [Deng ez al., 1999]) requitrent deux cadres de lecture ouverts pour leur phénotype Abi.

Il semble que chez les Abi A deux orf (AbiE [Garvey et al., 1995], AbiG [O’Connor er
al., 1996] et AbiL [Deng et al., 1999]), le deuxidme ne posséde jamais de séquence consensus
—10 et -35. Pour ces trois systémes Abi, les deux orf sont co-transcrits ou présumés comme tel.

Bien que les analyses de transcription n’aient pas €€ menées avec pEDI, il semble probable
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que les orf 7 et 8 seraient transcrits comme un opéron 2 deux cistrons A partir du RBS et des
séquences —10 et —35 qui précédent le premier de ces deux orf, puisqu’aucun promoteur
potentiel n’a pu étre identifié pour le second cadre de lecture ouvert. L’analyse comparative
des séquences nucléotidiques ou protéiques des orf 7 et 8 de pED1 ne révele aucune
homologie significative entre ces séquences et celles contenues dans les banques de données

(SwissProt et PIR).

Si, plutdt que de tenir compte de la séquence des orf 7 et 8, on porte attention 2
I'organisation de ces derniers par rapport aux autres génes de pEDI, la discordance avec
I'organisation d’autres plasmides porteurs d"Abi devient flagrante. Habituellement, les
séquences repA, repB, orfX, hsdS et Abi se suivent de maniére assez compacte. Les systémes
d’avortement de I'infection AbiA (Hill, er al., 1990), AbiG (O’Connor, et al., 1996} et AbiO
(Prévost er al., 1998), ont un orfX répertorié dans Ia littérature (disponibles dans les banques
de données), mais aucune séquence présentant de I'homologie avec hsdS n'y est contenue.
Dans le cas des trois Abi susmentionnés, jamais I'Abi n'est séparé par plus de 1,5 kpb de la
s€équence codant pour l'orfX. Les séquences completes (Boucher, 1999, communication
personnelle) de deux autres plasmides codant pour les sysi®mes d’avortement de I'infection
AbiK (Emond er al., 1997) et AbiQ (Emond ez al., 1998), permettent une comparaison avec
celle de pEDI. 1l s’agit des trois seuls Abi pour lesquels la séquence complete de leur
plasmide d’origine m’était accessible. Il en ressort que pour AbiK et AbiQ, la distance entre le
hsdS et I'Abi est inférieure 2 600 paires de bases. Si on suppose que I'orf 7 et I'orf 8 sont
responsables du phénotype de résistance aux phages, c’est plus de 6 kpb qui s'immiscent entre
le hsdS et I Abi. C'est dix fois plus important que dans le cas de AbiK et AbiQ. Qui plus est,
cette séquence supérieure 2 6 kpb contient un gene chromosomique (pyrrolidone-carboxylate
peptidase) ainsi qu'un orf codant pour 998 acides aminés qui ne présentent aucune homologie
significative avec les banques de données. Ces deux faits contribuent A émettre une hypothése
selon laquelle un échange génétique aurait eu lieu antérieurement au sein de pEDI et cette
insertion s'est positionnée entre la séquence du géne pcp et les orf 7-8. On retrouve d’ailleurs
de I'homologie pour des IS et Tn en amont de I'orf 7 et en aval du géne pcp (mais pas en
amont de ce dernier). Le géne pcp aurait pu aussi étre acquis par un échange entre le

chromosome et pEDI.
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Une région d’environ 200 nucléotides localisée entre I’orf 8 et I'oriT présente une forte
homologie avec des séquences de transposons. Essentiellement, I’homologie est reliée au
transposon Tn916 contenu en partic dans divers plasmides ou dont certaines portions sont
identiques a celles d"autres transposons. Plus précisément, I'homologie implique les cadres de
lecture ouverts 23 et 24 du transposon Tn916. L’orf 23 présente de 1’homologie avec une
protéine de mobilisation MbeA (relaxase) du plasmide ColE1 (Boyd ez al., 1989; Flannagan er
al., 1994). La fonction particuliére de I'orf 24 n’est pas connue. La région d’homologie entre
pEDI1 et Tn916 s’étend sur 262 nucléotides et s’éleve 3 89% d’identité. Aucun des cadres de
lecture ouverts n’est compris en totalité¢ par cette région. En fait, 138 des 314 nuci€otides
(44%) de I'orf 23 sont compris dans cette région. Pour I'orf 24, 93 des 114 nuckéotides (79%)
sont inclus dans la région d'homologie avec pED!. Ces deux cadres de lectures de Tn916 en
constituent I'extrémité droite et sembleraient nécessaires pour la conjugaison (Flannagan er

al., 1994).
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CHAPITRE § : CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Un syst2me anti-phage possédant les caractéristiques d’'un Abi a pu éure isolé d’une
souche de L. lactis provenant du lait cru. De surcroft, I'Abi en question ne présente aucune
homologie significative avec les protéines Abi répertoriées dans les banques de données. Ce
qui en fait donc un nouvel Abi dans I’arsenal qui pourrait étre employé pour combattre les

bactériophages au sein de 1'industrie de la transformation du lait.

La démonstration du caractere Abi a été faite 3 plusieurs niveaux. D’abord en
exploitant le phénotype conféré et ensuite en étudiant le génotype. Le phénotype permettait
deux approches, I'une indirecte (inférence ou d’exclusion) et I'autre directe. Le principe
d’exclusion, consistait 3 démontrer qu'il ne s’agissait pas d'un systé¢me bloquant I’adsorption,
empéchant I'éjection de I'ADN, ou encore de type restriction/modification. La méthode
directe, fait appel aux caractéristiques particulitres des Abi (EOP, ECOI, diminution du

relarguage viral, adsorption, survie, etc).

L’adsorption cellulaire est demeurée similaire pour une souche hdte dont la seule
variation génétique était I'ajout du plasmide pEDI, rejetant ainsi la possibilit€¢ d'un
mécanisme inhibant I'adsorption du phage. L’expérience de réplication de 1'ADN total a
démontré que I' ADN phagique pouvait étre détecté dans le contenu intracellulaire de la souche
hote. Un mécanisme empéchant I'éjection de I'ADN viral est ainsi exclu. La méme expérience
de réplication a permis de visualiser ’ADN du phage p2. Si un systeme de
restriction/modification avait été présent, un autre patron de digestion aurait été obtenu. Ainsi,
un systeéme de restriction/modification ne peut pas étre considéré pour expliquer la résistance
aux phages conférée par pED1. Compte tenu de la présente classification des mécanismes de

résistance aux phages, il ne reste plus qu’une possibilité soit un mécanisme Abi.

L’'analyse des caractéristiques phénotypiques directes suggére la présence d’un
systeme Abi codé par pEDI. L’EOP pour les phages testés de I'espece 936 oscille entre 10° et

10%, indiquant que de 100 000 A 1 million fois moins de plages de lyse sont formées.
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L’efficacité A former des centres d’infection (ECOI) est de 6,8%. Lorsque des virions matures
seront libérés, c’est en moyenne 5,5 phages plutdt que 58 qui s’échappent d’une cellule, ce qui
réduit le relarguage d’un logarithme. En plus d’agir comme discriminant pour les divers
mécanismes de résistance aux phages, les taux d'adsorption phagique et de survie cellulaire
lorsqu’ils sont comparables pour une souche sensible (Abi-) et pour une souche résistante
(Abi+), sont des caractéristiques intrinseques des mécanismes d’avortement de 1'infection.
Contrairement A d’autres systémes Abi, celui encodé par pED! permet la coexistence de
I’ADN phagique sous forme linéaire et réplicative (circularisée). Sans oublier la stabilité
thermique (de 20 3 39°C) de l'effet protecteur de pEDI1, avantage non négligeable pour
certaines applications industrielles. Finalement, pED1 est stable dans la souche hdte utilisée.

Les principaux cadres de lecture ouverts (orf) ont été déterminés et la comparaison des
séquences nucléotidiques et protéiques ont pu dans certains cas, permettre de leur associer des
fonctions. D’autres cadres de lectures ouvert d’importance (de par leur taille) n’ont présenté
aucune homologie significative avec les séquences des banques de données. Lorsque cela
s’avérait possible, le site de liaison aux ribosomes (RBS) et le promoteur (régions —10 et -35)
étaient identifiés en amont de la séquence des protéines potenticlles. De cette maniére, trois

cadres de lecture ouverts (5, 7 et 8) sont particuliérement susceptibles d’'étre impliqués dans le

phénotype d’avortement de I'infection.

Le premier d’entre eux coderait pour une protéine ayant jusqu'a 998 acides aminés.
Son contenu en guanine et cytosine (38,95%) déroge énormément du contenu retrouvé
habituellement chez les autres Abi (30%). Les deux cadres de lecture ouverts suivants (orf 7 et
8) ont aussi un contenu G+C supérieur 3 30% et qui se situe respectivement 2 33,07% et
31,15%. S’ils s’avéraient effectivement responsables du caractre anti-phagique, il s’agirait du
troisiéme systéme Abi dont le contenu G+C est supérieur 2 30% (AbIN = 31,3%, AbiJ =
30,4%, tableau 1). La structure génétique ne serait pas nouvelle en soit puisque pED1 serait
porteur du quatrieme Abi composé de 2 cadres de lecture ouverts. Les trois autres étant AbiE
(Garvey er al., 1995), AbiG (O’Connor, et al., 1996) et AbiL. (Deng, er al., 1999).
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D’un point de vue évolutif, cela pourrait signifier que 1'Abi aurait été acquis d'un
organisme étranger (avec un faible contenu en G+C) et que les mutations au sein de
I'organisme héte (lactocoque) auraient évoluées de fagon a ce que le contenu se rapproche
davantage de ce que I'on retrouve au sein des génes de L. lactis, soit une composition
moyenne 37% en guanine et cytosine. Quoi qu’il en soit, les deux cadres lectures seraient
vraisemblablement produit sur le méme cistron et semblent tout désignés pour contenir 1’ Abi.

En plus d’un syst¢me Abi, pED1 est porteur d’un géne chromosomique de lactocoque
(pyrrolidone-carboxylate peptidase) et d’une origine de transfert pouvant potentiellement étre
utilisée pour de la mobilisation ou de la conjugaison. La prot€éine RepB pourrait alors étre
impliquée au cours de la mobilisation (MobA). De plus, quelques régions homologues A de
nombreuses séquences d’insertions ou des transposons sont aussi présentes au sein de pEDI.
Ces régions du plasmide pED1 sont peut-étre en partie responsables des difficultés de clonage

rencontrées.

Outre la souche mere de pED1, des souches de lactocoques démontrant un potentiel de
résistance aux phages qui n’est pas nécessairement de type Abi, mais qui pourrait susciter un
intérét €tant donné leur efficacité (tableau 4) ont été trouvées. Il y a peut-étre des perles qui

dorment dans le congélateur!

Pour pEDI, il reste une ultime étape A franchir, le clonage du déterminant génétique
Abi. Une fois les clones obtenus, plusieurs autres manipulations pourraient en découler, dont
celles impliquant I' ARN. Autre élément essentiel, tester la résistance a I'espéce P335. De plus,
une expérience supplémentaire concernant I'infection des cellules serait pertinente a effectuer.
En effet, puisque les composantes intracellulaires peuvent devenir un facteur limitant pour la
synthése de nouveaux virions, les phages qui peuvent dominer les coinfections hétérogenes
(néologisme) ont un avantage favorisant leur propagation. Cet aspect est intéressant,
particulierement pour étudier I'efficacité d’un systéme anti-phage 2 contrer simultanément une
multitude de molécules d’ADN exogeénes. L'étude de la limite de coinfection a d’ailleurs été

réalisée pour un phage de Pseudomonas phaseolicola (Turner et al., 1999). Des travaux
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similaires, pour les mécanismes de résistance aux phages de lactocoques, seraient fort

pertinents.

Jusqu'a présent, pEDI est le premier systéme Abi a étre disponible au Canada sans
restriction de brevet et pourrait potentiellement étre exploité commercialement. Qui plus est, il
est le seul A avoir ét€ découvert au Canada, uniquement par des travaux canadiens (québécois).
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HinfI BstzZ17I
Hpy1881IX| Mjalv
Hpy188IX Plel I Accll|

| [ Ll (|
AGAAAATATGATTTCAGAACATTTAGTTTCAGACTCAATCCCTAATCTAAAAAATGTATA
11821 --==----- tmmr—————— $rmmmm———— 4mmmmm———— 4mmm—————— bm————————— + 11880
TCTTTTATACTAAAGTCTTGTAAATCAAAGTCTGAGTTAGGGATTAGATTTTTTACATAT

R K Y D F R TVF s$ F R L N P * s K K C I -
E N M I 8 B H L V 8 D 8 I P NL K NV Y -
K I * F Q N I =~ F ©0 T Q s L I =~ K M Y T -
11821 --~=----- 4m————————- $m———————— L e - $mmmm————— + 11880

s F I 1 E s ¢ K T E 8 E 1 G L R F F T Y -
L F ¥ 8 K L v N L KL §$ L G * DL F H I -

Msel
Bstd4CI |
CviRI CviRI BspMI| |CViRI
! | N . !
CGATAGTGCAAATGGTAGTAATGCAACATTACAGTTTAATGCAGGTATGAACAATCTATT
11881 ~-====-—- 4mm e mmm——— +-mmm————— e ——— 4 m———— $m—m—————— + 11940
GCTATCACGTT "nCCATCATTACGTTGTAATGTCAAATTACGTCCATACTTGTTAGATAA

R = C K W = * C N I T V * C R Y E Q s I -
D 8 A N G 8 N A T L Q P N A G M N N L L -
I VvV Qg M V. VvV M QH Y S LM Q Vv »~ T 1 Y Y-
11881 --—---—-=~-- $ommmm e~ R et o m—————— tommm— $mmmm————— + 11940
v 1 T ¢ 1 T TTI CC * L K I C T H VI * -
S L A F P L L A V NCNUILAUP 11 F L R N-
R Y H L H Y Y H L M VT * HIL Y & C D I -

TspS5091 Msel Msel CviRI



n o

™m0 Q

o

m o

o W

0

0o

11941

11541

12001

12001

12061

1z061

12121

| | | !
ATCAAAATTGAGTGATTTTAATACAAAATACGCTTTAATGATAAGTGCAAATCAAATATA
--------- bt D ittt Sttt 2
TAGTTTTAACTCACTAARATTATGTTTTATGCGAAATTACTATTCACGTTTACGTTTATAT

I K I E * F * Y K I R F N D K C K § N I
8 K L 8 D P N T K Y AL X I 8 A NQ I Y
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12000

Q N * V I L I Q N T L * *= = V ¢ I K Y I-

** FQ T I X I ¢ F VvV s * H Y T C I L Y
b F NL s KL V F Y A K I I L A F * IY
I L I 8 H N * Y L I R KL S L HL D F I

Bfal
Rsal |
TatI t | Hpy178III
Sspl Xmni SspI | | | Tagl |
| | | I ! 1
TAATATTATGGAAAGAGTTCGTAATATTGTACTAGATTGGTCGATTACTCTTGAAGAARA
--------- bbbl bbbl St bt LD L P L PR e b
ATTATAATACCTTTCTCAAGCATTATAACATGATCTAACCAGCTAATGAGAACTTCTTTT

*Y Y G K s s * Y C T RL V D Y s * R K
N I M E R V R N I V L D W 8 I T L £ E N
I L w K E F V I L Y * I G R L L L K K M
+

MnlI Tsp50°21 MboII

MbecII | CVviRI| MboII |

(I Il I
TGACATATTAGGAGAGGGGTTGCAATTTACGAAAAGAGAAAAAGATATTGCTGTTTCTTC

ACTGTATAATCCTCTCCCCAACGTTAAATGCTTTTCTCTTTTTCTATAACGACAAAGAAG

* H I R R G V A I Y E K R K R Y C C F F
D I L GG BE G L Q P T K REKUDTI A V 8 8

12060

T ¥ * E R G C N L R K E K K I L L F L L -

I vy * s L P Q L K R F 8 F F I N s N R
S M N P S P N CNV F L S F s I A T E E
H ¢ I L L P T A I * § F L F L Y Q@ Q0 K K

TspS091 Hphl
Msel | XmnI Hpyl78II1 |
Vspl | TspS50911| Tagl| | Mwol

| [ Il I ! |
TTCAACTATTAATAATTACACGAATAATTTCTATGGTGATGTTCGAGAAACGCAAATACA

AAGTTGATAATTATTAATGTGCTTATTAAAGATACCACTACAAGCTCTTTGCGTTTATGT
F NY * * L HE *®* F L W * C S RN ANT

S T I N N Y T N NP Y G DV R E T QI @Q
¢ L L I I TR I I §S M V M F E K R K Y S8

12180
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Enzymes

Aarl
AlwI
BbvCI
Bglll
BsaBI
BseSI
BsmF1
BsrFI
Bstz1l71
Ddel
Eco471I11
FokI
Hhal
Hpy188IX
MscI
Ncol
Pcil
Pvull
Sfcl
Taqgl
TspS5S091

Scal

Enzymes

Aatll
Bael
Clal
NarlI
PstlI
SbfI

R * s N I I V R I I E I T I N 8 F R L Y -
E VvV I L L * Vv F L K * P s T R & VvV C 1 C-
K L * * Y N C S Y N R H H H E L F A F V -
Hinfl
TEil
Hpy188IX| Msel
i |
GCAAGACACATCAGAATCTACGCAAAAATAGAGTAATACGATTTTAAGGAGT
--------- dmmmmmr e mer e mme g mmmmm——— == 12232
CGTTCTGTGTAGTCTTAGATGCGTTTTTATCTCATTATGCTAAAATTCCTCA
A R H I R I ¥ A K I E *= Y D F K E -
Q DT 8 B 8 T Q K * s N T I L R s - orfts
K T H Q N L R K N R V I R F * G -
————————— 4 e mm e e m e == 12232
L L v ¢ * F R R L F L T I R N *= P T -
c s v Db s DV CF YL L VvV I K L L -
A L ¢ ML I * A F I 8§ Y Y S K L s -
that do cut:
Accl Acelll AcilI Acll AflII Af1III Alul
AlwWNI Apol Avall BanlI BanII BbsI BbvI
Becel BceB831 Bcefl Begl BciVviI Bell Bfal
Bmgl BmrI BplI BpmI BpulOI Bsal BsaAl
BsaJl BsaWl BsaXl Bsbl BscGI BseMII BseRI
Bsgl BsiEI BsiHKAI Bsll BsmI BsmAI BsmBI
Bsp24I Bsp1286I BspGI BspMI Bsrl BsrBI BsrDI
BsrGI BssSI BsStAPI Bst4CI BstDSI BstXI BstYI
Btril BtsI Cac8l1 Cjel CjePI CviJdIl CviRI
Dpnl Dral Drdl DrdIl Eael Earl Ecil
Eco571 Eco01091 EcoRI EcoRI1 EcoRV Faul Fnu4HI
Fspl GdiIl Hael Haell HaeIIll HaelV Hgal
Hin4l HincII HindIIIl Hinfl Hpal HphI Hpyl78I1I
Kpn21I Maell Maelll MboIl Mjalv MmelI MnlI
Msel MslI Mspl MspAll MunI Mwol Ncil
NgoAIV Nlalll Nlalv Nsil NsplI NspV Pacl
Pf11108I PfIMI Plel PmlI Ppil Psil PspSII
Rcal Rsal Sacl saudel Sau3Al ScrFI SfaNI
SimI SmlI SnaBI Sse86471 Sspl sSthil32I Styl
Taqll Tatl Taul TEfil Thal Tsel Tsp4SI
TspRI TthlllII Vspl Xbal Xcml XmnI
coupe au site 0
that do not cut:
Ahdl AloI Apal ApaLI AscI Aval AvrII
BamHI BglI Bpull021l BsaHI BssHII BstEII Bsu3é6l
Dralll Eagl EcoNI Fsel HgiEII KpnI Mlul
Ndel Nhel NotI Nrul PinAI Pmel PshAl
Pvur RleAI RsrII SacII salr SanDI SapI
Scal SexAl Sfil Sgfl SgrAl Smal Spel
SrfI Sse232I Stul Sunil Swal Tthllll Xhol

SphI
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