Etude des mécanismes physiologiques et moléculaires

de la filamentation chez S. natans

La croissance sous forme de filaments est rencontrée chez de nombreux microorganismes
tels que les bactéries, les levures ou encore les champignons. Jusqu'a présent, les études
concernant ces microorganismes filamenteux, et notamment les bactéries des boues activées,
portaient essentiellement sur leur identification, leurs caractéristiques morphologiques, leur
impact, positif ou négatif, sur le traitement des eaux usées en boues activées ou bien encore
les facteurs induisant leur prolifération. Concernant les bactéries filamenteuses, les
microbiologistes ont longtemps cru qu'elles n'existaient que sous la forme de filament. Durant
les vingt dernieres années, les progrés en matiéres d'observation microscopique et
d'identification, avec notamment I'émergence des techniques de biologie moléculaire, ont
permis de mettre en évidence qu'un grand nombre de ces bactéries peuvent également exister
a l'état unicellulaire en fonction de certains paramétres environnementaux. C'est le cas de
Microthrix parvicella (Foot et al., 1992Fikelboom type 021N (Foat al, 1992), type 0092
(Buali & Horan, 1989), types 1863 et 0803 (Sevietral, 1994). Des expériences sur des
cultures pures de bactéries filamenteuses de collection (Gaval, 2001a) mais aussi issues de
boues activees (Ramothokamg al, 2006b) ont montré que le passage d'une forme de

croissance a l'autre était possible en faisant varier les conditions de culture.

Il est maintenant clairement établi que la croissance filamenteuse est une forme d'adaptation
des microorganismes face a un environnement hostile (Eaah 1999), une situation de

stress (Radcliffeet al, 1997; Matticket al, 2000), une faible concentration en substrat ou

d’'un important déséquilibre du ratio C/N (Chudadtaal, 1973; Gagianaet al, 2002), un

déficit en oxygene (Gaval, 2001a; Gaval & Pernelle, 2003), ou encore une température élevée
(Rossettiet al, 2002). Cette forme de croissance particuliere permet une coopération des
cellules leur assurant un avantage compétitif. Les filaments offrent également la possibilité
aux bactéries d'aller chercher les éléments essentiels a leur croissance plus loin dans le milieu,

et notamment en dehors du floc.

Les grandes questions qui ont guidé ces travaux ont été de savoir comment se déroule la
formation des filaments a partir d'une population de cellules individuelles et quels sont les
mécanismes physiologiques et moléculaires mis en ceuvre lors de l'orientation vers ce mode

de croissance patrticulier.
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1.1 Isolement par micromanipulation d’'une souche de S. natans
a partir de boues activées

1.1.1 Identification de I'espéce bactérienne

Durant la période de la these, un seul échantiliten boues activées présentant un
foisonnement filamenteux di a la bacté8phaerotilus natang pu nous étre fourni, en

provenance de la station de traitement des eaws ukéne industrie agroalimentaire. Il s'agit
d'un site d'embouteillage de sirops et jus dedruiteffluent présente donc un déséquilibre

C/N trés important, avec une forte concentratiosgre.

La bactérie a, en premier lieu, été identifiée pae mise en évidence des caractéristiques
morphologiques spécifiques & natans filaments longs, rigides et faussement ramifiés,
constitués de cellules allongées en batonnet demvi & 5 pum de longueur. Une coloration a
également permis de déterminer que ces filamemrignétcomposés de bactéries Gram-

négatives.

Une hybridation fluorescenia situ a également été effectuée sur ces mémes bouedeafin
confirmer la présence de la bactérie en effectuantiouble marquage a l'aide des sondes
EUB338 marquée au FITC et SNA marquée au Cy3 (gtre 41).

Figure 41: Bactéries filamenteuses de type
Sphaerotilus natanglans les boues activées issues
de la station de traitement des eaux usées d'une
usine agroalimentaire. Double marquage FISH a
l'aide des sondes EUB338-FITC et SNA-Cy3.

Les filaments observés dans ces boues activéelrslagt avec les deux sondes EUB338 et

SNA, comme le montre la couleur jaune-oranger al#grar I'addition des deux fluorophores
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Cy3 et FITC (cf. figure 41). Les différentes analy®t observations confirment donc que la
bactérie responsable de la prolifération filamesgeappartient bien a 'espeSphaerotilus

natans

1.1.2 Isolement de la souche par micromanipulation

Afin d'isoler la bactérie en question par micronpaifation, les échantillons de boues activées
ont été dilués au £0° dans de I'eau ultrapure, puis vortexés a vitesmemale 3 fois 10
secondes. Une goutte de cette suspension est eerdgpbsée sur une lamelle en verre
préalablement lavée a I'éthanol. Cette lamelleeastite montée sur le microscope Zeiss
Axiovert 200M décrit dans le chapitre précédent)ig€ d'une station de micromanipulation.
Les microcapillaires utilisés pour aspirer les migganismes sont de type CustomTips Type
I1® (cf. Figure 42 A). Différents types de capillaimst été testés, mais il s'avére que ce sont
les plus adaptés pour l'isolement de bactériesoltd d'ordinaire destinés a la contention de
cellules en suspension (ovocytes ou blastocytess. c@pillaires, représentés dans la figure
43, ont un diamétre intérieur de 5 um et un diagnektérieur de 10 um. Dans notre cas ils
sont droits et ne présentent pas de coude (and). @es microcapillaires sont montés sur un

porte-capillaire, lui-méme relié a un microinjeatécf. Figure 42 B).

Figure 42 : A) Schéma des microcapillaires Customps type |l utilisé pour l'isolement de Sphaerotilus
natansa partir de boues activées. Les capillaires utilés ont un diamétre interne A de 5 um et un diameétre
externe B de 10 um et sont droits. B) Photographidu porte-capillaire et microinjecteur hydraulique
Celltram® Oil utilisé.

L'aspiration est réalisée grace a un microinjecteanuel hydraulique de type CellTraril

(Eppendorf). Le flux de liquide dans le capilla@®t contrélé par rotation d'un bouton. L'huile
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utilisée pour transmettre les variations de pressgst une huile minérale (Sigma M-8410)

possédant une compatibilité biologique, testéalearembryons de souris.

Des filaments courts et des cellules disperséesaordi été isolés par ce systéme de
micromanipulation (cf. Figure 43).

Figure 43 : Photographies illustrant I'isolement pa micromanipulation d'une souche deS. natansa partir
de boues activéeqA et C) sous forme de filaments et (B) de celluledispersées. L’aspiration des
microorganismes se fait a l'aide d'un microcapillaie.

Une fois le microorganisme aspiré dans le capdlage dernier est retiré de la goutte de
suspension cellulaire. Le capillaire est ensuitengé dans une goutte de SDS 1%, afin
d'éliminer les microorganismes qui auraient évdlgoeent adhéré au capillaire, puis
successivement dans 3 gouttes d'eau stérile adlimaier le surplus de détergent. Il est
ensuite plongé dans un microtube de 200uL conte®@ntul de bouillon CGYA
préalablement stérilisé, dans lequel le microoigyaei aspiré est rejeté. Le tube est refermé a
l'aide d'un bouchon en cellulose, préalablemenilisé& par autoclavage et permettant le
passage de l'air, puis placé a 30°C, sous agitatmaerée (100 rpm), pendant 48 heures. Les
50 pL de culture sont ensuite transférés dans b@ tontenant 150 puL de bouillon CGYA
stérile, puis incubés a 30°C sous agitation mod@r@e rpm) pendant 24 heures. 100uL sont
ensuite étalés sur gélose CGYA et 100 autres risfiteés dans un tube contenant 10 mL de
bouillon CGYA. Sur cinquante prélevements effectwsésilement deux ont permis d'isoler la
souche dé&. natangrésente dans I'échantillon.
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Une hybridation fluorescent@ situ du microorganisme isolé a été effectuée avec taeso
SNA-Cy3 afin de vérifier gqu'il s'agissait bien ddusouche d8. natangcf. Figure 44).

Figure 44 : Photographies de la souche d& natansisolée par micromanipulation A) en DIC aprés cultue
sur gélose CGYA et B) en épifluorescence aprés hybation in situ avec la sonde SNA-Cy3.

On constate que I'ARNr 16S de la bactérie s’hybaibe la sonde SNA, ce qui indique que

cette bactérie appartient trés certainement aétesh natans
1.1.3 Conclusions

Cette technique d'isolement par micromanipulatioeposant sur [l'aspiration des
microorganismes dans un capillaire en verre a gedisoler une souche & natans partir
d'un environnement aussi complexe que les boueégast Peu de travaux d'isolement de
microorganismes par cette technique ont jusqu'auadihui été réalisés (Frohlich & Konig,
1999; Frohlich & Konig, 2000; Ishget al, 2006). Cette technique pourrait étre une
alternative efficace a la technique d'isolemengsitgue par dilution et culture, avec laquelle la
bactérie n'a pas pu étre isolée a partir des baeteges dans lesquelles elle avait pourtant été
détectée par FISH. Ces techniques classiques ei@vpas non plus donné de résultat pour
d'autres auteurs (Gavet al, 2000Db).

Bien que possible, I'isolement de longs filameras qette technique reste délicat (cf. Figure
45). En effet, le diamétre interne du capillairgifh nécessite d'aspirer le filament par une de
ses extrémités. Du fait de leur grande taille,fiesnents sont trés souvent liés entre eux et

aux flocs. Leur aspiration entraine donc souvenndmbreux autres éléments. Un autre
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probleme vient de I'adhérence des bactéries ae,varnotamment des filaments. Certains, et
en particulierS. natans,sont entourés de polysaccharides qui leur corifenee forte

adhérence au capillaire.

Figure 45 : lllustration des différents types de poblémes rencontrés lors de lisolement de bactéries
filamenteuses en boues activées par la techniqueaspiration par microcapillaire. A) obturation de
l'orifice du capillaire par des particules B) Encherétrement de filaments C) Adhésion des filaments leng
du capillaire D) Adhésion de cellules et de partides autour du capillaire.

Une sylanisation des microcapillaires a été réaligBn d’empécher cette adhérence des
microorganismes. Aprés ce traitement les bacté@shérent plus au capillaire, mais le flux
de liquide a l'intérieur de ce celui-ci s'en trous@mplétement modifié et devient alors
totalement incontrolable par le CellTr&n®Oil. Une solution possible serait d'utiliser un
microinjecteur de type CellTrdtwario possédant un incrément volumétrique plusldagt
permettant donc un contrdle du flux de liquide iatdrieur du capillaire plus précis. La
technique de micromanipulation la plus adaptée isoldment des microorganismes
filamenteux est celle utilisant la technique deethets" formés a partir de fines baguettes de
verre et de microforges (Skerman, 1968; Tard@il, 1994; Rossetet al, 1997).

Cette technique de microinjection est plus adam@édisolement de microorganismes
monocellulaires ou a de trés courts filaments. Nlaisont souvent situés au cceur des flocs et
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sont donc difficilement accessibles. Une déstratiom des flocs et des amas de particules
permettrait d'identifier et d’isoler ces cellules thcon plus efficace. La déstructuration des
flocs peut-&tre réalisée par traitement & I'Ulteer@xX” ou par aspiration-refoulement a l'aide
d'une seringue et d'une aiguille de faible diaméteetraitement doit é&tre modéré afin de ne
pas générer un stress trop important pour lesleslite qui pourrait entrainer une inhibition
de leur croissance, voire leur mort. Une autreidliffé vient du fait gu’aucun marquage
spécifiqgue de la bactérie cible, en particuliermarquage FISH ne peut étre réalisé sans
provoquer la mort du microorganisme. Les criteresphologiques permettant de discriminer
'espece bactérienne cible sont donc beaucoup mageints, et une multiplication des

prélévements est nécessaire.

1.2 Comportement morphologique de Sphaerotilus nata ns en

fonction des conditions de culture

Dans un premier temps, le comportement morpholegiges différentes souches de
Sphaerotilus natansx notre disposition a été déterminé en fonctionddex facteurs

conditionnant la croissance :

v L'état physigue du milieu : matrice solide (gélose)iquide (bouillon)

v' La concentration en nutriments du milieu

1.2.1 Différenciation morphologigue en fonction de I'étatphysique

du milieu : agar ou bouillon

Les bactéries présentant la caractéristique de gioavoitre sous forme de filaments, et
notammen®. natanspe sont souvent retrouvées que sous cette fornweles boues activées.

La forme unicellulaire y est difficilement déted@ambCette morphologie pourrait donc étre
induite par I'état du milieu environnant, a savoir milieu liquide. La croissance des
différentes souches de collection 8phaerotilus natana notre disposition a été comparée

pour un méme milieu, sous forme de bouillon et élese.

1.2.1.1Milieu CGYA

Les cultures ont été réalisées en injectant 500uhedculture de 16 heures préparée dans un
Erlenmeyer de 250 mL contenant 50 mL de milieu CG¥les sont placées sous agitation a
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200 rpm et en étuve a 30°C. Lors d'une précédemtle €Gaval, 2001a), il a été démontré que
I'absence d'agitation était un facteur inducteuladdamentation. Ce phénomene a également
éte observé lors de ces travaux. L'agitation pediogtenir une aération plus homogéne du
milieu et S. natansétant une bactérie aérobie stricte, un déficitoepgene du milieu va
représenter pour le microorganisme un état dessirdense, conduisant & une croissance
filamenteuse. Les observations microscopifuest été réalisées au grossissement 500
(40X12,5) apres 48 heures de culture (cf. Tabldgu 1

Souches deS. natans Gélose CGYA Bouillon CGYA

Population hétérogéne composée de longs
13338T Uniguement des cellules dispersées filaments gainés, de filaments plus courts
et d'amas de cellules dispersées

13929 Des cellules dispersées et quelquéongs filaments gainés et quelques rares
filaments gainés cellules dispersées

Uniguement des cellules dispersées Trés longs filaments gainés, avec de trés

15291
dont certaines sont regroupées en ameares cellules dispersées

) . . Majoritairement de courts filaments et
Cellules dispersées et quelques trés _ _
29329 ) des cellules dispersées (constituer
courts filaments )
d'environ 20 a 30 cellules)

) ) _ Cellules dispersées et courts filaments
29330 Uniquement des cellules dispersées ] ) .
(constituer d'environ 20 a 30 cellules)

Tableau 11 : Morphologies observées pour les difféntes souches d&. natansen gélose et bouillon
CGYA.

1.2.1.2Milieu NB a 0,5%

Les mémes observatidhent été réalisées avec le milieu NB a une conatair de 0,5%
sous sa forme de bouillon et d'agar (cf. Tableay d@&ns des conditions identiques a celles

décrites précédemment.

" Les photographies des bactéries figurent dansde 1

9 Les photographies des bactéries figurent danadam 1
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Souches dé. natans Gélose NB a 0.5% Bouillon NB & 0,5%
133387 Cellules dispersées majoritaires et Cellules dispersées et filament courts non
filaments trés courts non gainés gainés en proportion équivalente
Cellules dispersées largement . i o .
o Tres longs filaments gainés et de trés
13929 majoritaires et quelques courts ] i
] . rares cellules dispersées
filaments non gainés
15291 Uniquement des cellules dispersées, Tres longs filaments gainés et de trés

pas de filament rares cellules dispersées

_ ) i Uniquement de courts filaments (d'une
Uniquement des cellules dispersées, o . _
29329 ) longueur équivalente a environ 20
pas de filament . i
cellules), pas de cellules dispersées

90330 Uniquement des cellules dispersées, Courts filament et cellules dispersées en
pas de filament proportion équivalente

Tableau 12 : Tableau récapitulatif des morphologiesbservées pour les différentes souches 8enatansen
gélose et bouillon NB a 0,5%.

De méme que pour le milieu CGYA, la forme bouilldo milieu NB a 0,5% induit
préférentiellement la croissance des souché&x datansous forme de filaments.

1.2.2 Orientation morphologique en fonction de la concemation en

nutriments du milieu de culture

L'expérience consiste ici a faire varier uniqueniartconcentration en substrat du milieu. Le
milieu utilisé est le milieu NB, et la concentratioen nutriments est directement
proportionnelle au pourcentage de NB lyophilisé sdda préparation du milieu. Les
observations ont été effectuées apres 48 heuresliee en milieu NB sous forme d'agarose

et de bouillon.

La croissance des différentes souches deafansa été éetudiée pour des concentrations en
NB de 1, 0,5, 0,1 et 0,05%. Les cultures sont affszs en étuve a 30°C, et sous agitation a
200 rpm, pour le bouillon NB.

Les morphologies adoptées en fonction de la coratgort en nutriments du milieu sont
représentées sous formes d'histogrammes qui conéspt pour chacune des souches a la
proportion de filaments et de cellules dispersées. criteres d'évaluation (cf. Tableau 13)
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sont inspirés de ceux décrits par Jenkihal (1984) pour estimer la proportion de filaments

en boues activées et qui ont été décrits danstaése bibliographique de ce document.

Valeur numérique Morphologie(s) observée(s)
1 Uniquement des cellules dispersées
2 Majoritairement des cellules dispersées
3 Autant de cellules dispersées que de filaments
4 Majoritairement des filaments
5 Uniquement des filaments

Tableau 13 : Evaluation numérique de la morphologi@doptée en fonction des conditions de culture.

e S. natansl3338T

S. natans 133387

w

Figure 46 : Histogrammes récapitulatifs des
2 morphologies adoptées par la souch8. natans
13338T en fonction de la concentration en
substrat du milieu

[N

o

NB 0,05 % NB 0,1% NB 0,5% NB 1%

O Gélose @ Bouillon

Pour la souch&. natansl3338T, la morphologie varie peu dans la gammeoteentration
en substrat testée. Dans tous les cas, la propatédilaments est plus importante pour les
cultures en milieu liquide que pour les cultures gélose. Cependant, la forme filamenteuse
n'est majoritaire que lorsque la culture a lieu reilieu liquide et & la plus faible des
concentrations en nutriments (0,05% de NB). Posialgres concentrations la proportion de

filaments est équivalente a celle des cellulesalses.

Lors de la culture sur gélose, la forme disperséeogijours majoritaire, et méme exclusive a

partir d’'une concentration de 0,5% en NB.
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e S. natand 3929

S. natans 13929

: Figure 47 : Histogrammes récapitulatifs des
) morphologies adoptées par la souch8. natans

13929 en fonction de la concentration en
! substrat du milieu

NB 0,05 % NB 0,1% NB 0,5% NB 1%

0 Gélose @ Bouillon

La morphologie adoptée la soucBenatansl3929 lors de la culture en milieu liquide varie
peu quelque soit la concentration en nutrimentsa@ujours une croissance majoritairement

filamenteuse.

Lors de la croissance sur geélose, contrairemene &uw a été observé en bouillon, la
morphologie adoptée par les microorganismes apgpamaime étant liée a la concentration en
nutriments. Ainsi pour une concentration en milldB de 0,05%, la croissance se fait
principalement sous forme de filaments, pour unecentration de 0,1% la proportion de
filaments et de cellules dispersées est identigu@, partir de 0,5% de NB les bactéries se
développent uniquement sous forme monocellulairetteCsouche décrite comme ne se
développant que sous forme de filaments (Gavall@QQpeut donc également adopter la

morphologie dispersée si les conditions environmdaies sont optimales.
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e S. natans5291

NB 0,05 %

S. natans 15291

NB 0,1% NB 0,5%

0 Gélose @ Bouillon

NB 1%

Figure 48 : Histogrammes récapitulatifs des
morphologies adoptées par la souch&. natans
15291 en fonction de la concentration en
substrat du milieu

La soucheS. natansl5291 se comporte de facon similaire a la soucéeédente. Lors de la

culture sur gélose, plus la concentration en netnitmest faible, et plus la proportion de

filaments est importante. Inversement, a partind’eertaine concentration, 0,5% de milieu

NB dans notre expérience, la croissance ne spliatque sous forme de cellules dispersées.

Lors de la croissance en bouillon, la morphologdopée varie trés peu, et est

majoritairement filamenteuse quelque soit la cotradion en nutriments.

e S. natan®9329

~

w

N

i

S. natans 29329

NB 0,05 %

NB 0,1% NB 0,5%

@ Gélose @ Bouillon

NB 1%

Figure 49 : Histogrammes récapitulatifs des
morphologies adoptées par la souch8. natans
29329 en fonction de la concentration en
substrat du milieu

Sur gélose, la croissance 8enatansse fait sous forme dispersée, seuls quelquesdiigsn

sont observés pour la concentration la plus fablautriments. La culture en bouillon oriente

une nouvelle fois vers la croissance filamenteddé@&anmoins, plus la concentration en
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nutriments augmente dans le milieu, plus la proportdes effectifs monocellulaires

augmente, mais sans jamais devenir majoritaires.

Il faut noter que les filaments formés par la s@8h natans29329 ne sont jamais de trés
longs filaments comme ceux observés pour les seudéB838T, 13929 ou 15291. lls ne

dépassent pas 25 um de long, ce qui correspondrareiO a 12 cellules.

e S. natan®9330

S. natans 29330

Figure 50 : Histogrammes récapitulatifs des
morphologies adoptées par la souch&. natans
2 29330 en fonction de la concentration en
substrat du milieu

NB 0,05 % NB 0,1% NB 0,5% NB 1%

0 Gélose @ Bouillon

La soucheS. natan29330 a un comportement unigue parmi toutes lashas étudiées. En
effet, elle a tendance a se développer préfértient sous sa forme dispersée, ceci aussi
bien en milieu liquide, que sur gélose. Cette camse essentiellement sous forme
monocellulaire a lieu quelle que soit la concerdraien nutriments, dans la limite ou elle

permet la survie des microorganismes.

Les filaments formés par la souche 29330 ont le enéapect que ceux de la souche 29329,
c'est-a-dire de courts filaments (25 um). Au codes ces travaux, nous n'‘avons jamais

observés de filaments plus longs pour ces deuxhgsuc

1.2.3 Etude des transitions morphologigues pour différengs

souches des. natans

De précédents travaux ont montré que les changsnmimtmorphologie des différentes

souches de la bactérie Batanssont des phénomenes réversibles (Gaval, 2001@Bstll
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également possible d'obtenir des bactéries sounsefdispersée a partir de filaments extraits
de boues activées (Ramothokagial, 2006).

1.2.3.1Transition cellules dispersées- filaments

L'aptitude des différentes souches a passer de dispersée a I'état filamenteux est ici testée.
Les différentes souches sont inoculées dans ueurdé culture inducteur de la filamentation
(Takedaet al, 2002Db).

Composition du milieu inducteur de la filamentation

* Protéose-peptone 0,2%
e Extrait de levure 0,02%

* MgSO 0,02%

Au préalable, les différentes souctsnatansont été cultivées sur gélose NB a 0,5% afin
d'obtenir une population bactérienne exclusivememinocellulaire. Aprés 48 heures
d'incubation a 30°C, les colonies présentes shioii@ sont raclées puis remises en suspension
dans du PBS stérile. Afin d'étre certain que lapsnsion cellulaire ne contienne aucun
filament, elle est passée & travers un filtre Istviinisarf (Sartorius) & seringue possédant

des pores de 5 um, qui permet le passage desibagcteis pas des filaments.

En fonction de la densité de la suspension cetkiinsi obtenue, 2 a 5 mL sont injectés dans
50 mL du milieu de filamentation, puis mis a inculde30°C et sous agitation pendant 48
heures. Les observations suivantes ont été efiesta@ grossissement 500 et illustrent les
morphologies adoptées par chaque souche apresishae culture sur gélose NB 0,5% puis

48 heures apreés leur transfert dans le bouillonigzaht la filamentation.

Gélose NB 0,5% Milieu de filamentation

Figure 51 : Morphologies adoptées par la souche 1338 (X 500).
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Figure 52 : Morphologies adoptées par la souche 139 (X 500).

Figure 53 : Morphologies adoptées par la souche 182 (X 500).

Figure 54 : Morphologies adoptées par la souche 283 (X 500).

Figure 55 : Morphologies adoptées par la souche 233 (X 500).
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Dans tous les cas, a I'exception de la souche 28380n observe des cellules principalement
dispersées et en amas, les bactéries se sont pggetosous forme de filaments qui sont, a

I'exception de la souche 29329, longs (plus deprip et gainés.
1.2.3.2Transition filaments — cellules dispersées
v Transfert sur gélose

L'aptitude des bactéries qui s'étaient développees forme de filaments a repasser a I'état de
cellules dispersées est ici testée. Il a déja étdodtré, concernant les souches 13338T et
15291, que cela était possible en transférantil@sdnts obtenus aprés culture en bouillon
CGYA sur une gélose PGAGaval, 2001b).

Dans cette expérience, les filaments obtenus apoéssance en milieu de filamentation sont
transférés sur gélose NB 0,5%. Dans tous les pags @8 heures de culture, une croissance

importante sous forme de cellules dispersées ssirode (cf. Figure 56).

Milieu dé filamentation Gélose NB 0,5%

Figure 56: Observations réalisées pour la souct® natans15291 (X 500)

Ces résultats confirment donc la réversibilité démpmene, a savoir que les bactéries ayant
adoptées la croissance filamenteuse peuvent, soilisence d’un changement des conditions

de cultures, repasser a une croissance sous fameldles dispersées.

" La composition de la gélose PCA est donnée enxarhe
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v Transfert en bouillon

Dans un second temps, la capacité des bactériepasser de I'état filamenteux a I'état
dispersé en les transférant d’un bouillon de filataton a un bouillon plus riche a été testée.

Les filaments ont donc été transférés dans leemxilliquides suivants : NB 1% et CGYA.
* Culture en Erlenmeyer

Les cultures de filaments ont été réalisées dassdenmeyer de 250 mL contenant 50 mL

du milieu de culture, et placées a 30°C sous agitd100 rpm) pendant 48 heures.

A I'exception de la souche 29330, pour laquellpdaulation est principalement composée de
microorganismes monocellulaires, dans tous lesesuttas elle reste majoritairement

constituée de filaments (cf. Figure 57).

Milieu de filamentation Bouillon NB 1% ~ Bouillon CGYA

—

Figure 57 : Observations réalisées pour la soucl& natans15291 (X 500)

e Culture en réacteur

Sphaerotilus natanstant une bactérie aérobie stricte, une des hgpeth qui pourrait
expliguer sa croissance sous forme filamenteuss dammilieu riche, (bouillons CGYA et
NB 1%) serait une carence en oxygene. En effets d&ncas I'oxygene est apporté par
échange entre la surface du liquide et l'air dupréct. L'agitation permet une meilleure

diffusion de I'oxygene dans tout le liquide masugmente pas I'apport proprement dit.

Des cultures ont donc été menées en réacteurslesdmouillons NB 1% et CGYA. La
description des réacteurs a été faite dans le ithgpiécédent. Les cultures sont agitées a une
vitesse de 300 rpm grace a une hélice de type Buicht un apport constant en oxygene est

assuré par une insufflation d‘air, filtré a 0,22, dinectement dans le milieu. L'arrivée d'air se
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situe au niveau de I'hélice, ce qui permet de cdssebulles d’air et d’assurer une meilleure

diffusion de I'oxygene dans le milieu.

Les cultures en réacteur ont été faites avec leshes deS. natansl3338T (cf. Figure 58) et
15291 (cf. Figure 59). Les résultats sont simikipgur ces deux souches. 24 heures apres

I'inoculation de filaments, on observe dans leenililes cellules dispersées mais également de

nombreux filaments.

CGYA / o B Bouillon NB 1%

Figure 58 : Observations réalisées pour la souch&338 (X500).
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Figure 59 : Observations réalisées pour la souch&291 (X500).

Il n'est donc pas possible dans ces conditionst@aiufavorables, d'observer une disparition
totale des filaments, au contraire ils ont contiawge développer simultanément a I'apparition
de la forme dispersée @& natanset la quantité de filaments observée dans ledeénapres
24 heures est plus importante que celle introdaoitialement.

1.2.4 Conclusions

Bien que les comportements des souchesSdematanssoient relativement différents, il
apparait, de facon générale, que la culture erwiligquide a tendance a induire la croissance
sous forme de filaments. Plus que la nature mémenitiau, il semblerait que le facteur

influant sur la morphologie adoptée & natanssoit I'accessibilité a I'oxygéne (cf. Figure
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60). On s'apercoit en effet que le type de cromssatu microorganisme suit un gradient
d'oxygene. De maniere générale, plus I'oxygentaegement accessible et plus la bactérie va
avoir tendance a adopter la forme monocellulawes@traire moins il est accessible pour la

bactérie plus elle va avoir tendance a filamenter.

Faible Forte
concentration concentration
en oxyqgene en oxXygene

Culture en milieu
liquide agité.

Cultture en milieu

liquide non agits. Culture sur gélose.

Figure 60 : lllustration du gradient de disponibilité de I'oxygéne pour le microorganisme en fonctiodu
type de milieu de culture.

Ces observations permettent également de mettereare que les différentes souchesde
natansn'ont pas la méme capacité a utiliser I'oxygerspatiible. Ainsi certaines souches,
comme la 13929, auront besoin d'une importanteesdration en @disponible pour pouvoir
adopter la forme dispersée, alors que d'autresmeoia souche 29330, sauront utiliser de
facon optimale le substrat et ainsi croitre sousm&monocellulaire méme dans un milieu

plus pauvre en oxygene (cf. Figure 61).

A partir des observations effectuées, le compontemes différentes souches Senatansen

fonction de lI'oxygene disponible dans le miliewcdiure a été schématisé dans la figure 61.
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Gradient d’accessibilité a I'oxygéne
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Figure 61 : Orientations morphologiques des différstes souches d&. natans(traits pleins) et évolutions
théoriques (pointillés) en fonction du gradient d’aygéne.

Les portions de droite en pointillés ont été déua partir de données de travaux précédents
(Gaval, 2001a) pour les souches 13338T, 13929 2911 %t a partir de résultats obtenus au
cours de cette étude et non présentés ici. Lestsgpaiarrespondent aux observations
précédemment décrites dans cette étude. D’apreasbiesvations effectuées (cf. Figure 61),
les différentes souches peuvent étre séparéeggesufes en fonction de leur comportement
face a la disponibilité de I'oxygéene.

» Les souches pour lesquelles I'induction de la samse sous forme monocellulaire
nécessite peu d’'oxygene : 29329 et 29330

» Les souches pour lesquelles I'induction de la samse sous forme monocellulaire
nécessite beaucoup d’oxygene : 13338T, 13929 11152

Afin de valider cette hypothese, il pourrait étnevisagé de réaliser des cultures de ces
différentes souches en contrélant précisément ha@erdration en oxygene dans le milieu. Il
faudrait pour cela alimenter les réacteurs avecmdange air/azote dont le ratio serait
contrélé. La proportion filaments/cellules dispessépourrait ensuite étre déterminée
simplement. En filtrant une partie de la suspensmtulaire, la fraction flamenteuse retenue

sur le tamis cellulaire, et la fraction monocelitdadu filtrat pourraient étre rapidement
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guantifiées par PCR quantitative en temps réeluretratio cellules dispersées/filaments

pourrait ainsi étre établi en fonction de la corniion précise en oxygene du milieu.

De méme que pour l'impact de la concentration ggé@xe du milieu, il apparait que les
souches deS. natansétudiées ont des comportements morphologiques difé&yrents en
fonction de la concentration en nutriments du milge culture. De facon générale, on
observe qu'a de faibles concentrations, la plugag souches adoptent une croissance
filamenteuse, y compris pour les cultures sur gélogis de fagon moins prononcée que pour
les cultures en bouillon. A l'inverse, de fortes@entrations en substrat vont avoir tendance a
orienter les bactéries vers une croissance sousefdispersée. Pour les cultures en bouillon,
une concentration importante en nutriment va pdrmé& croissance de bactéries sous forme
dispersée. Néanmoins, la croissance sous formiéadeehts est également présente, méme si
elle n'est plus majoritaire. Ceci vient probabletréinfait que I'apport en oxygéene lors d’'une
culture en milieu liquide est un facteur limitartntme cela a été vu précédemment. Ainsi
méme si la concentration en nutriments est suffgsame croissance sous forme filamenteuse
peut résulter d’'un déficit en oxygene. Les difféesnformes de croissance observées ne sont
donc pas uniguement dues a la quantité de subdisgbnible, mais résultent d'une
combinaison de deux facteurs limitant : la conamn en nutriments et I'apport limité en
oxygene. Les observations effectuées sur gélogedsmie beaucoup plus informatives quant
au comportement des souches face aux variatioesm=entration en substrat, puisque dans
ce cas l'apport en oxygéne n’est pas un facteuitdith Un graphique (cf. Figure 62)
similaire au précédent a été établi en ce qui amecdimpact de la concentration en

nutriments.
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Figure 62 : Orientations morphologiques des différetes souches deS. natans en fonction de la
concentration du milieu en nutriments. Cultures surgélose.

Si toutes les souches se développent sous formeamltuiaire pour de fortes concentrations
en nutriment (0,5 et 1% de NB), on observe pourcdesentrations plus faibles des réponses

morphologiques différentes permettant de distingnuoes groupes :

* Les souches 29329 et 29330 se développent quasarensivement sous forme
monocellulaire y compris pour de faibles concemirat en nutriments (milieu a
0,05% de NB)

* Les souches 13929 et 15291, pour de faibles comtiems en NB, se développent
principalement sous forme de filaments, mais apditine concentration de 0,5%,
elles adoptent exclusivement la morphologie diggers

 La souche 13338T se situe entre ces deux groupest Rs difféerentes
concentrations en NB testées, sa croissance senfadritairement sous forme
dispersée avec toutefois la présence de quelqle®efits pour les faibles
concentrations en NB (0,05 et 0,1%) a la difféerete® souches 29329 et 29330.

D'apres ces observations, il est possible de cangue la concentration en nutriments dans
le milieu influe directement sur la morphologie duicroorganisme. Les faibles
concentrations ont tendance a orienter vers la dofilamenteuse, alors que les fortes

concentrations favorisent le développement desamiganismes monocellulaires. En ce qui
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concerne l'especB. natansil semblerait que le facteur primordial guidaatrhorphologie
adoptée soit la concentration en oxygene dispompible la bactérie. Cependant au sein d'une
méme espece, les différentes souches n'‘ont passttaitméme comportement vis-a-vis de

cette variable. Il reste & déterminer les élémexpiiquant une telle différence.

Il a été démontré que le passage d'une morphobodieutre est un phénomene réversible.
Cependant, la transition vers la forme dispersgartér de filaments est tres difficile a obtenir
en milieu liquide, et cela quelles que soient lemditions de cultures appliquées. Si
l'apparition d'une forte population de cellulespdisées peut étre observée lors du transfert
dans un bouillon plus riche ou contenant plus djexy, la forme filamenteuse continue
néanmoins a se développer. Ceci est tres probabtesiiea une disponibilité de I'oxygene
plus limitée en milieu liquide. Cependant, méme gélose, ou le passage de la forme
filamenteuse a la forme dispersée est plus faciemieplus efficacement induit, les filaments
présents initialement ne disparaissent pas totaien@®la pourrait remettre partiellement en
cause le phénomene de défilamentation dont I'exdstavait été suggéree lors de précédents
travaux surS. natans(Gaval, 2001a). Il est tres probable que ce phénenait lieu pour
permettre a la bactérie de recoloniser le milieussborme monocellulaire une fois les
conditions environnementales devenues plus favesalhais seule une partie du trichome

subirait ce phénomene afin de permettre la libémadie quelques cellules.

1.3 Détermination du mode d'allongement des filamen ts de S.

natans

Cette partie des travaux a pour objectif de détmemie mode de formation des filaments.

Deux hypothéses ont été formulées concernant lederd'allongement :

v' Un chainage de cellules dispersées, suivie de rlaafion d'une gaine
polysaccharidique.
v' Une série de divisions successives d'un individdaetc un allongement

apical du filament.
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Les observations (Figure 63 A et B) effectuéesein du laboratoire ont montré des cellules
dispersées s'agencant de facon a former une ébalehiament dépourvu de gaine

polysaccharidique et ont donc amenées a consideeerattention la premiere hypothese.

Figure 63: Observations réalisées en A) contrasteinterférence différentiel (DIC) et B) épifluorescence
aprés marquage avec la sonde SNA.

1.3.1 Etude de I'évolution des classes de taille lors dahénomeéne de

flamentation par cytométrie en flux

Lors de la croissance sous forme filamenteusejdes morphologies coexistent pendant un
certain laps de temps. Selon le mode d’allongemignplution des deux effectifs sera

différente.

» Si l'allongement se fait par polymérisation de aielt isolées, les effectifs
monocellulaires diminueront alors que le nombrdildenents augmentera,
puis se stabilisera lorsque le stock de celluledéés disponibles sera
epuise.

» Si l'allongement se fait par divisions successigles cellules, les effectifs
monocellulaires diminueront ou resteront stablagpaction du nombre de
cellules impliquées dans la formation de filameatrs que les effectifs

filamenteux augmenteront.

L'objectif a donc été de suivre I'évolution desesftifs de ces deux classes de tailles que sont

les cellules dispersées et les filaments lors dicgmsus de filamentation. La cytométrie
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semble étre la technique la plus adaptée puisquiairmet a la fois de quantifier et de
déterminer de facon précise la taille des cellulesdétecteur mesure la lumiere diffractée en
face de la source, fournissant ainsi un paramepeléa FSC qui permet d’estimer la taille des

éléments passant devant le laser.

Une suspension de la soucBe natansl5291 sous forme monocellulaire, obtenue comme
décrit dans le paragraphe précédent, est transf@rée un Erlenmeyer de 500 mL contenant
100 mL d’'un milieu induisant la filamentation. Agrimoculation, un prélevement de 1 mL de

culture est effectué toutes les heures. Les cslisbmt marquées au cFDA puis analysées sur

un cytometre BactiFlow (Chemunex SA).

Les résultats sont présentés sous forme d’histagesnavec en abscisses le parametre FSC,
qui correspond a la taille de I'événement coupantaker, et en ordonnées les effectifs
cellulaires correspondant a une taille donnée Kifure 64). Dans les premiers temps, un
unique pic correspondant a des cellules de petilie apparait. Ces cellules correspondent
donc aux effectifs monocellulaires, puisqu’ils sta# seuls présents au temps initial du suivi.
La population correspondante est regroupée danségien de I'histogramme appelée RN1
(cf. Figure 64 A), et elle est exprimée en cellutgs® par le logiciel de traitement des

données du cytometre.

Au cours du temps une seconde population de falilie importante apparait clairement sur

I'histogramme. Elle correspond a la populationaleégion nommée RN2 (cf. Figure 64 B).
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Figure 64 : Histogramme obtenu a A) TO et B) T19 hees lors du suivi des différentes classes de tailau
cours du phénomeéene de filamentation. La région RNlcorrespond aux bactéries sous forme
monocellulaire, et la région RN2 correspond aux éhents de taille plus importante, les filaments. L'ae
des abscisses, FSC, correspond a la taille des éaments passant devant le laser, en unité arbitraird_"axe
des ordonnées correspond au nombre d’événements deitaille précise passant devant le laser durant la
durée du comptage.

La cinétique d’évolution des populations sous fodigpersée et sous forme filamenteuse au
cours des 19 premiéres heures du processus desffitation a également été déterminée (cf.
Figure 65).
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Figure 65 : Evolution des populations monocellulaies (courbe rouge) et filamenteuses (courbe bleue) a
cours du processus de filamentation de la soucl$e natans15291.
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Ces données (cf. Figures 64 et 65) permettent de quee lors de l'induction de la
filamentation, la population de bactéries sous Bmmonocellulaire reste stable lors des 19
premiéres heures. En effet, les effectifs sont\dfen 53 000 cellules.mt & TO, et un peu
plus de 52 000, 19 heures apres l'induction déddanéntation. Au cours de ce laps de temps
les différentes mesures restent comprises ent@®8@t 55 000 cellule.mt.

Dans le méme temps, la population de taille plupoiante correspondant aux filaments
augmente de maniére significative, passant d’uectffnul a TO, a pres de 17 000 individus
par mL. Il faut noter que ces chiffres sous-estimgrandement les effectifs en raison d’'un
filtrage de la culture avant analyse en cytomébe plus la taille du canal par lequel passe la
suspension cellulaire a analyser est de 50 um aleeadie, ce qui représente donc la taille
maximale des particules pouvant étre étudiées.filaments deS. natansl5291 pouvant
atteindre des longueurs largement supérieurespri@gvements sont passés sur un tamis
cellulaire, possédant des mailles de 40 um, awamdrquage au cFDA. Des observations
microscopiques ont mis en évidence qu'a partirald 2™ heure, de nombreux filaments

longs sont retenus sur le filtre, et que leur n@drgmente encore au cours du temps.

Ces différents résultats tendent vers I'hypothédenslaquelle la croissance des filaments
serait due a des épisodes de divisions successivieeomplétes de certaines cellules. En
effet, en cas de chainage des bactéries disperseesgiminution de cette population devrait
accompagner I'augmentation de la population filat®mese. Le fait que les effectifs dispersés
restent stables pourrait signifier que seule umgepde cette population serait impliquée dans
la formation de filaments. Cependant, rien ne pémexclure totalement I'hypothese d’un
chainage de cellules car, la stabilité des effeatifonocellulaires pourrait résulter d’'un
renouvellement constant permettant la construaties filaments. Cette hypothése semble
toutefois beaucoup moins probable puisque ce maddodctionnement aurait un coup

énergétique élevé, alors que les microorganismasi@cen situation de stress.

Afin de conclure sur le mode de formation des faams, nous avons testé la capacité des
cellules a former des filaments en conditions iithdes de la division cellulaire. Deux
stratégies ont été employées pour cela: la cultlzies un milieu carencé en azote, et

['utilisation d'un antibiotique bloquant la divisieellulaire.
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1.3.2 Effet de l'inhibition de la division cellulaire par une carence en

azote

Dans cette expérience, le milieu de culture utikst dérivé du milieu inducteur de la
filamentation (Takedat al, 2002b) et dans lequel les sources d'azote orsu@igrimées. Les
microorganismes disposent de glucose comme soercarione et de sucre pour la synthese

de la gaine polysaccharidique.
Composition du milieu inducteur de la filamentat@arencé en azote :

= Glucose 0,6%
= MgSO, 0,03%
= CaCQ 0,02%

La suspension de cellules dispersées de la soBcimatansl5291 a été préparée comme
décrit precédemment. 2 mL de cette suspensionlaieduont été inoculés dans 50 mL de

milieu carencé en azote, puis incubé 48 heures@ 80sous agitation.

Avant d’étre inoculée, la suspension cellulaire mstrquée au cFDA/SE, afin de veérifier
d’'une part la viabilité des cellules, et d’autratpslil y a ou non division cellulaire ce qui

entrainerait une dilution de la fluorescence irgHataire.
1.3.2.1Croissance aprés 48 heures sans azote

Des observations effectuées immédiatement apréstibh et avant l'inoculation des
bactéries, permettent de vérifier que l'on a effeatent une population composée
uniquement de cellules dispersées. Les microongeesssont tous marqués avec la méme

intensité de fluorescence (cf. Figure 66).
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Figure 66 : Observations microscopiques deéphaerotilus natans15291 A) apres filtration a 5um et
immédiatement avant inoculation dans le milieu canecé en azote (X 500), B) aprés marquage au cFDA/SE
et immédiatement aprés inoculation dans le milieuarencé en azote.

Apres 48 heures d’incubation a 30°C et sous agitatles observations du marquage
cFDAJ/SE par épifluorescence permettent de mettr@vetence qu’il n'y a eu aucune division
cellulaire au cours de la culture. En effet, I'mgéé de fluorescence des cellules marquées au

cFDA/SE est identique a celle observée au momehindeulation des bactéries.

Aucun long filament n'apparait dans le milieu apt8sheures. En revanche, de trés courts
filaments, composé de 3 a 4 cellules, et sans gaineobservés (cf. Figure 67). Les cellules
ayant une forte tendance a se regrouper en angaspuds filaments pourraient n'étre que des
juxtapositions de cellules dispersées, ou bientamtestrés précoce de la filamentation, ce qui

expliquerait 'absence de gaine.

Figure 67 : Observations microscopiques de la souel$. natans15291 aprés 48 heures de culture en milieu
carencé en azote A) en contraste de phase et B) @pifluorescence par visualisation du marquage au
cFDA/SE au grossissement 750.
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1.3.2.2Croissance aprés ajout d'une source d'azote

La méme expérience est realisée, mais cette faéssoitution contenant de l'azote a été
ajoutée apres 48 heures de culture. Cette solasbrcomposée d’extraits de levure et de

Protéose-Peptone.
Composition de la solution source en azote :

= Extraits de levure 0,2%

» Protéose-peptone 2%

Apres 48 heures de culture, 5 mL de cette solugart ajoutés aux 50 mL de milieu carencé
en azote. La culture est & nouveau incubée a 30%Ous agitation pendant 48 heures. A
l'issue de cette nouvelle période d’incubation,otmserve une importante augmentation de la
biomasse qui se développe sous forme de flocorsldanilieu (cf. Figure 68 A). On observe

également une adhérence de biomasse sur la pdfgrléemeyer, au niveau de la surface du

milieu de culture. L'observation de l'un de cescdlts au microscope a un faible
grossissement (X100), fait apparaitre un amasa®énts (cf. Figure 68 B).

Figure 68 : A) observation de l'aspect macroscopiqud'une culture deS. natans15291 48 heures apres
lajout d'une solution source d'azote dans le milie inducteur de filamentation. B) Observation
microscopique d'un des flocons de la culture, grossement 125.

Lors de I'observation microscopique (cf. Figure ,69papparait que les microorganismes se
sont développés exclusivement sous forme de filtenehors de [I'observation en
épifluorescence, on observe quelques bactérieerdisps, noyées au milieu d'amas de
filaments, qui eux ne présentent aucune trace derdscence. Ces quelques cellules
fluorescentes sont donc soit intégrées dans lamdihts, soit noyées dans la biomasse. La
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densité de la population ne permet pas une analyseprécise de l'image, ni de déterminer
I'implication ou non dans la structure des filanseti¢ ces microorganismes fluorescents, et

n‘ayant pas subit de division cellulaire.

Figure 69 : Observations microscopiques d'une culte de S. natans15291 48 heures apres l'ajout de la
solution source d'azote. Observation A) en contrastde phase et B) en épifluorescence du méme champ
d'observation, au grossissement 500.

Il est cependant important de noter que la solugjontée et apportant I'azote nécessaire a la
division cellulaire, fournie également une soureevitamine et de facteurs de croissance
grace aux extraits de levure. Il pourrait étre reééant de réitérer cette expérience soit en
apportant des le départ une source de vitamines dammilieu carencé en azote, soit en
rajoutant une solution contenant uniquement unecsadiazote, en injectant par exemple une
solution de NH. Ceci permettrait de définir si I'absence d’azest bien inhibitrice de la
filamentation. Une observation microscopique surplies courtes périodes pourrait étre
également réalisée, en observant par exemple peession cellulaire toutes les heures apres
ajout d'azote. Ceci pourrait permettre de mettréwdence la dilution du signal fluorescent
accompagnant la reprise de la division cellulaire.

D’apres ces résultats, lorsque les bactériesaleaitient a I'état dispersé, ne peuvent se
diviser, la formation des filaments est impossililersque la division cellulaire est inhibée,
les microorganismes seraient donc incapables deeg®uper et de former un filament
entouré d'une gaine, méme en présence d'une sdersecre, élément indispensable a la
synthése du polysaccharide. Cependant, une cammcazote, inhibe non seulement la
division cellulaire, mais entraine également unadéfde synthése protéique. En effet, les
protéines jouent un réle important a travers leivi€s enzymatiques impliquées dans la

synthése de la gaine, mais elles entrent égaledsrd sa composition a hauteur de 27%.
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Dans ce cas, nous devons tenir compte du fait'ghsdnce de filamentation pourrait étre due

a un défaut de la synthese protéique ou d'acidesam

1.3.3 Croissance en présence d'un inhibiteur spécifigue ed la

division cellulaire : I'acide nalidixique

Afin d'inhiber la division cellulaire sans pour ant altérer la synthese protéique, un
antibiotique a été utilisé : l'acide nalidixiqueet® molécule appartient a la classe des
quinolones qui inhibent le métabolisme des acidedémues, et en particulier la réplication
de I'ADN (Crumplin & Smith, 1976; Hawkey, 2003).I&h pour effet de bloquer la division
cellulaire en agissant au niveau des topo-isomerhs IV, et de désorganiser la réplication
du chromosome bactérien (Chetnal, 1996). En s'associant au complexe formé par I'ADN
la topo-isomérase I, ou gyrase, cet antibiotigaatpnéme entrainer l'induction du systeme
SOS (Phillipset al, 1987), aboutissant a des cassures de I'ADNath#lt de la bactérie (cf.
Figure 70).

5. © Figure 70 : Représentation schématique des
— — O o événements impliqués dans la mort cellulaire
A0 a“' D s induite par l'action des quinolones a)
linteraction entre les ADN gyrases (complexe
{B formé par les gyrases et topo-isomérases V) et
3 1’1/- Quinalone < I'ADN permet un surenroulement négatif de I'ADN,
sl«/. Blacagedela nécessaire au processus de réplication. A ce

a — gse d'ADN
- et de la croissance

cellulaire

moment les brins d’ADN sont cassés mais leurs
extrémités sont maintenues grace a l'action des
ADN gyrases. c¢) Les quinolones vont empécher la
ligation des brins d'ADN coupés, c) et conduira a |
dissociation du complexe ADN-Gyrase et au
relargage de molécules d'ADN cassées conduisant a
la mort des cellules.

Employée a doses modérées, cette molécule n'edéfades mais inhibe la réplication de
I'ADN, et donc la division cellulaire, sans provequle cassure irréversible de I'ADN. Et la
synthése protéiqgue n’est pas ou peu altérée. Dartaires cas, l'acide nalidixique peut

provoquer un allongement des cellules (Kogetral, 1979).
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La croissance des bactéries dans le milieu indudela filamentation auquel a été ajouté de

l'acide nalidixique & une concentration de 20 riqalété suivie (cf. Figure 71).

Les bactéries filtrées a 5 um et marquées au cFBAg8nt inoculées dans ce milieu, puis

incubées a 30°C et sous agitation (200 rpm).

A

Figure 71 : Observations microscopiques au gross@sent 750 de la souch&. natans15291 lors de sa
culture en milieu inducteur de la filamentation enprésence d'acide nalidixique & 20 mg.L et aprés
marquage au cFDA/SE.Observations A) et B) immédiatement aprés inocufatles bactéries, C) et D) aprés
48 heures d'incubation a 30°C et sous agitation

Les cellules ont une intensité de fluorescencetigea a celle observée 48 heures plus tot, ce
qui confirme qu'elles ne se sont pas diviséesHigfure 71). Aucun filament n'est observé

dans la culture. Quelgues amas de cellules soetdises.

Les cellules sont de taille Iégérement plus impaetapres 48 heures de culture que lors de
l'observation initiale. Ceci est en accord avec deservations précédemment effectuées.
Cependant, le fort allongement des cellules rappqar la littérature lorsque l'acide
nalidixique est appliqué a des bactéries Gram-néggtn'est pas clairement observé dans ce
cas.
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1.3.4 Conclusion

Deux hypotheses ont été initialement formuléesget sle la formation des filaments : un
chainage de microorganismes dispersés, ou un elioegt apical des filaments par divisions

cellulaires successives.

Il a été montré qu'un déficit en sources azotéass da milieu de culture, synonyme
d'inhibition de la division cellulaire, entraineaumcapacité de la bactége natansa former
des filaments. Cette observation va donc dansng de I'hypothéese selon laquelle le filament

serait issu d'un microorganisme ayant subi uneesstan de divisions cellulaires.

Cependant, une carence en azote entraine égalameléficit de la synthese protéique chez
les microorganismes, qui pourrait empécher leséast de synthétiser les polysaccharides et
enzymes nécessaire a la structuration du filamedé éa gaine. C'est pourquoi la croissance
de S. natangans un milieu inducteur de la filamentation eéspnce d'un antibiotique ayant
la capacité de bloquer la division cellulaire, sposar autant inhiber la synthése protéique, a
également été étudiée. Dans ces conditions, lesonganismes se montrent une nouvelle
fois incapables de former des filaments. Ceci perdmc de conclure que la division
cellulaire est un phénomeéne indispensable a lagtom des filaments et que les cellules
dispersées, ne sont en aucun cas capables de farmaetelle structure uniquement en se

rassemblant.

En situation critique (carence en azote), il aoktgervé que les microorganismes ont tendance
a se regrouper. Cette agrégation pourrait étraépense des bactéries face a une situation de
stress, mais elle pourrait également étre une étatitrice de la formation des filaments.
Ceci pourrait expliquer les observations précéderde méme, la sécrétion d'une importante
guantité d'exopolysaccharides par les cellulesedsgies pourrait jouer le role de liant entre
les individus lors de cette étape de regroupemémt. effet la composition de cet
exopolysaccharide serait, d'apres la littératuekétiaet al, 2002c) tres différente de celle du
polysaccharide constituant la gaine entourantléemient (Takedaet al, 1998). Ceci exclue

donc que I'EPS soit un précurseur du polysacchdeda gaine.
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Ce tropisme apical qui semble ressortir des obtens effectuées dans le cadre de cette
étude pourrait également étre le résultat de lesgion par les bactéries, lors d'une exposition
a une situation de stress, de molécules de recssarmaie ou d'adhésion, de type sélectine ou
CAM (Cell Adhesion Molecules) par exempleseudomonas aeruginosynthétise dans
certaines situations des molécules d'acylhomoséaictene (AHL) (Quorum sensing) qui
diffusent de bactéries a bactéries permettant aiastiver et de synchroniser la virulence
pour I'ensemble de la population bactérienne (Blassa al, 1993; Ruimy & Andremont,
2004). De la méme facon, il pourrait exister dedéaules synthétisées par les cellules
dispersées d8. natandors d'une situation de stress et les incitarg eegrouper et activant la
transcription de genes initiateurs de la filameaanat

Ce regroupement des bactéries pourrait donc étee &ape initiatrice de la croissance
filamenteuse. Ce phénomene d'adhérence cellulainaidl également étre retrouvé au niveau
des bactéries filamenteuses non-gainées, qui neegest donc pas de structure physique

assurant leur cohésion sous forme de filament.

Ces différentes observations permettent d'émektypdthese que le processus de formation

du filament (cf. Figure 72) se déroulerait de lanee suivante :

Figure 72 : Schémat des processus hypothétiquesfilamentation (A et B) et de défilamentation (C).

= A - Sous l'influence de divers facteurs des cedligtialement dispersées auraient
tendance a se regrouper et a se juxtaposer auunigealeurs extrémités,
aboutissant a la formation d'un filament court épalrvu de gaine, que l'on
pourrait qualifier de protofilament.
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= B - Le protofilament synthétise une gaine polysacclique qui l'entoure, et
s'allonge simultanément par divisions successiesscdllules, atteignant une taille
pouvant aller jusqu'a 500 pum.

= C - En cas de retour a une situation plus favoralele bactéries vont avoir
tendance a s'extraire du filament et les microdegyaes monocellulaires vont
recoloniser le milieu. Ce phénomene ne nécessiteéiee pas une lyse intégrale
de la gaine, comme le laisse supposer l'observatiengaines vides ou
partiellement occupées par des cellules (cf. FigiBg Ceci impliquerait une
désolidarisation des cellules et du polysacchadieleggaine ainsi qu'une mobilité

des cellules a l'intérieur du filament.

Figure 73 : Observation microscopique de filament®t de gaines présentant des espaces dépourvus de
cellules dans une cultures. natans15291.

Il reste a identifier les différentes enzymes etéoales intervenant dans ce mécanisme. La
mise en évidence de l'expression de molécules @ésamihy ou autres facteurs permettant aux
cellules de se regrouper lors du stade précoce digainentation, permettrait de confirmer

que ce processus résulte bien d'un rassemblemebitaiéries dispersées, suivi par des

divisions cellulaires successives.
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1.4 Etude du géne sthA

Comme nous l'avons vu précédemment dans la synthiéliegraphique, le genesthA
(Suzukiet al, 2002) est a I'heure actuelle le seul connu corétaet directement impliqué
dans le mécanisme de filamentation clghaerotilus natansnais également dans tout le
regne bactérien. La protéine pour laquelle codgére n'a pas encore été identifiée, méme si
sa séquence nucléotidique laisse supposer qu'ifit s'd'une enzyme de type
glycosyltransférase. De précédents travaux baséls RIr-QPCR (Suzukét al, 2002), ont
conclu que I'expression du gesthAne variait pas, que la bactéBe natansl5291 soit sous
forme dispersée ou filamenteuse. Ce résultat pentbker étonnant concernant un géne
apparemment essentiel dans le mécanisme de filatient Cela impliquerait que ce gene
n'est pas régulateur et qu'il doit donc étre coerpravec d’autres géenes pour induire cette
forme de croissance. Cependant, la méthodologidogé par ces auteurs pour I'étude de
'expression du gensthA peut préter a discussion. Ces €léments nous ort donduit a
étudier plus précisément l'expression de ce gérerstion de la morphologie adoptée par la
bactérie.

1.4.1 Création d'amorces spécifigue du gensthA
1.4.1.1Test des amorces sthA définies par Suzuki at. (2002)

Comme cela a déja été dit dans le chapitre MaséeeMéthodes, les amorces utilisées par
Suzuki etal. (2002) ne semblent pas vraiment adaptées poutilisation en QPCR. En
effet, le produit d'amplification obtenu a unel&@i'environ 880 paires de bases, alors que la
taille généralement préconisée est comprise eftret 200 paires de bases, la taille optimale
étant comprise entre 100 et 150, que l'on travaillec la chimie SYBR Green ou Tagman.
De plus, I'utilisation d'amorces aboutissant @lanftion d'un amplicon de plus de 300 paires
de bases est fortement déconseillée. En effetynéhése d'un produit d'amplification de
grande taille va consommer plus de réactifs, notanmtrdes dNTPs. Ceci va conduire a un
appauvrissement prématuré en réactifs, aboutissante diminution de la durée de la phase
exponentielle d'amplification, voire méme a ne jenadteindre cette phase exponentielle.

L'efficacité des amorces sthAFOR et sthAREV déegée Suzuki eal. (2002) pour I'étude de
I'expression du gersthAa été vérifiée. La séquence des amorces est iglidans le chapitre
Matériels et Méthodes (Tableau 6, page 110), et pesition sur la séquence du gene est
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indiquée dans I'annexe 3. Elles ont été testéasmenant exactement les conditions décrites

par les auteurs, sur les ADN des cing souchesltkctions deS. natans

Les réactions de PCR ont été réalisées en utiligmrofil d'amplification suivant (cf.

Tableau 14), identique a celui décrit par les astemais prolongé par une étape d'extension

finale.

Activation de la Taq polymérase 95°C 10 magut
94°C 15 secondes

Amplification du fragment du gersthA 60°C 30 secondes 40 cycles
72°C 40 secondes

Extension finale 72°C 5 minutes

Tableau 14 : Profil d'amplification (Suzuki et al., 2002) utilisé pour les amorces sthAFOR et sthAREV

Dans ces conditions, aucune amplification du gghAn'a pu étre obtenue pour chacune des
cing souches de collections d8. natans ainsi que pour la souche isolée par

micromanipulation a partir de boues activées, Rexan

Des essais d'optimisation des conditions de PCR g®weouple d’amorces ont été effectués

en faisant varier deux facteurs :

= La concentration finale en Mg£10,5 a 1,5 mM

» Latempérature d’hybridation : de 55 & 62°C

Malgré ces tentatives d’ajustements et d’optimisatie la réaction, aucune amplification du
fragment d’ADN attendu n'a pu étre obtenue avecal®®rces décrites par Suzuki adt
(2002). Dans ces conditions, il a donc été décalérder de nouvelles amorces pour le géne
sthA

1.4.1.2Amorces sthA FP et sthA RP
1.4.1.2.1Création des amorces sthA FP et sthA RP

Les amorces ont été créées en utilisant le logicieh ligne Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_wwcgi), en se basant sur la séquence du

genesthAde la souch&. natansl5291, dont le numéro d’accession dans la ba$¢GRi est
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AB050638. Les caractéristiques imposées au logial la création de ces amorces sont les

suivantes :
* Longueur des amorces de 20 bases
* Température d’hybridation de 60°C, avec une tolgate plus ou moins 1,5°C
e Taille du produit d’amplification comprise entreQLet 200 paires de bases

» Impossibilité pour les amorces de former des dimeétredes structures secondaires

en épingle a cheveux

Plusieurs couples d’amorces sont déterminés péogieiel, et un couple est retenu pour
I'étude. Les amorces sont baptisées sthA FP panmolfce sens, et sthA RP pour I'amorce
anti-sens (cf. Tableau 6, page 110). Les positimses amorces sur la séquence du gene
sthA, ainsi que celles décrites par Suzukiaét(2002), sont précisées dans I'annexe 3. La

taille du produit d'amplification obtenu est de J#ires de bases.

La spécificité des amorces pour le getteAde S. natansa été vérifiee en les confrontant aux
séquences nucléotidiqgues publiées dans les basdsmiees avec le programme BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi) etusl précisément le programme Nucleotide
Blast et l'algorithme Megablast, permettant de eedter les séquences nucléotidiques

similaires a une courte séquence d'entrée.

La base de données "nucleotide collection" a étd@sich pour la confrontation avec les

séquences de nos amorces. Les amorces ont damemigmptemps été confrontées a toutes
les séquences nucléotidiques répertoriees dankakss de données, puis dans un second
temps uniquement aux séquences bactériennes. kakatg obtenus face aux bases de

données pour les bactéries sont présentés en aBnexe

Les deux amorces du couple apparaissent commspéesfiques du gene cible, puisque les
séquences de 20 nucléotides des amorces ne sonivess en intégralité que dans le génome

de Sphaerotilus natans
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Le E value représente la probabilité que la séqueaconnue comme identique a la requéte
l'ait été par hasard. Donc plus sa valeur estdaibt plus la séquence est identifiee avec

certitude.

v" Pour I'amorce sthA FP, le E value pour la séqueonceespondant 8. natansest de
0,007, alors que celui des cing autres séquensgsus proches est de 1,8.

v" Pour I'amorce sthA RP, le E value pour la séqueoncespondant 8. natansest de
0,007, celui de la séquence suivante correspored@atteroides thetaiotaomicrarst
de 0,45. Pour les autres séquences présentantameldgie avec la séquence de

I'amorce sthA RP, la valeur de ce critere passe a 7

Ces résultats permettent de mettre en évidencedaifigité, sur un plan théorique, des
amorces sthA FP et sthA RP pour I'espggpbaerotilus natan®t pour le gensthA

1.4.1.2.2Test des amorces sthA FP et sthA RP

Ces amorces ont été testées sur I'ADN de la sdbichatansl 5291 avec le protocole de PCR
précédemment décrit. Afin de déterminer les coodgide PCR optimales, une réaction avec
un gradient de température d'hybridation compriseeb5 et 60°C (cf. Figure 74) a été

réalisée. Le profil d'amplification complet estaléé dans le tableau 15.

Activation de la Tag Polymérase 95°C 15 minutes
94°C 30 secondes
Amplification du fragment du géne sthA 55 a60°C 30 secondes 40 cycles
72°C 30 secondes
Extension finale 72°C 5 minutes

Tableau 15 : Profil d’'amplification utilisé pour déterminer la température d’hynridation optimale du
couple d’amorces sthAFP/sthA RP.
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55°C 56°C 57°C 58°C 59°C §0°C

Figure 74 : Electrophorése sur gel d'agarose
15% et visualisation a l'aide du bromure
d'éthidium, pour les produits de PCR obtenus en
utilisant les amorces sthA FP et sthA RPLa
réaction a été réalisée en imposant un gradient de
température d'hybridation compris entre 55 et 60°C,
afin de déterminer la température optimale.

La réaction de PCR avec les amorces apparait coeffitace pour toute la gamme de
températures testée. On obtient une bonne ampidic@our une température d'hybridation
allant jusqu'a 60°C. Nous avons donc choisi daglilipour les expérimentations suivantes une
température d'hybridation intermédiaire de 58°Cchacentration en Mggltilisée est celle
par défaut du kit ABsoluf& QPCR SYBR Green (ABgene), & savoir de 1,5 mM finale.

La capacité du couple d'amorces choisi & ampldéidragment de gensthAchez I'ensemble
des souches d8phaerotilus natansc'est a dire les 5 souches de collection et l&hss

baptisée Roxane isolée par micromanipulation, seétée (cf. Figure 75).

Figure 75 : Electrophorése sur gel d'agarose a
| 1,5% des produits de PCR obtenus a l'aide des
amorces sthA FP et sthA RP & partir des ADN
des différentes souches d&. natans

L'information principale fournie par cette réactide PCR est que le gene qui avait été
identifié chez la souch8. natansl5291 est également présent chez les autres sodelse
natans puisque I'on peut voir la formation d'un prodigt PCR de la taille attendue, a savoir

environ 150 paires de bases, pour chacune desesuch
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Méme si les quantités d'ADN génomique sur lesgs@td été réalisées les réactions de PCR
ne sont pas identiques pour toutes les souchappdrait que l'efficacité de la réaction n'est
pas la méme en fonction de la souche considérées @apartie supérieure du gel, on peut
observer une bande qui correspond a I'ADN génontgiia servi de matrice pour la réaction
de PCR. Pour les souches 13338T, 13929 et 1529te4etions sont trés efficaces. Le ratio
de l'intensité de la bande correspondant a I'arapl&ur l'intensité de la bande correspondant
a 'ADN génomique est en effet tres élevé. Conaarites souches 29329 et 29330, on peut
voir que l'efficacité d'amplification est nettemgius faible que pour les souches précédentes.
En effet, les quantités d'’ADN génomique introduiéesdépart de la réaction de PCR sont
égquivalentes a celles utilisées pour les souch8g898t 15291, cependant on peut voir que
I'intensité de fluorescence de la bande correspuralaproduit d'amplification est beaucoup
plus faible, et méme extrémement faible pour lackeu29330. Pour la souche Roxane, la
guantité d'ADN génomique dont nous disposions qnadéle la réaction était trés faible, en
effet aucune bande correspondant a 'ADN génomidest observée. Cependant une bande
correspondant au fragment cible est présente g@l let I'efficacité de I'amplification semble
supérieure a celle obtenue pour les souches 29829330. Cette difference d'efficacité
d'amplification pourrait s'expliquer par des vaoas de la séquence du gestbAentre les
différentes souches d8. natans Ainsi l'affinité des amorces pour les séquencibtes
pourrait varier en fonction des souches, ce quuémicerait directement l'efficacité des

réactions de PCR.

1.4.2Détermination de la séquence du gene sthA pour leg#férentes souches de

S. natans

Les difféerences d'amplification observées poudiégrentes souches & natansoncernant
le genesthA nous ont amené a déterminer la séquence du gféAedes souches a notre

disposition afin de voir s'il existait des difféeoms importantes entre les souches.
1.4.2.1Utilisation des amorces définies par Suzuletal. (2002)

Dans leur article identifiant le gés¢éhA Suzuki etal. (2002) ont décrit une paire d’amorces,
UP1 et UP2, amplifiant un fragment de 2 300 pailedases comprenant la totalité du géne.
Ce sont donc ces amorces qui ont été choisieslp@agguencage du gene sur les différentes
souches dé&. natansLe protocole de PCR est identique a celui détaits le paragraphe

précédent pour les amorces sthA FP et RP. Afinétierchiner la température d’hybridation la
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plus adaptée, un gradient de température comptie &5 et 60°C a été inclus au profil
d’amplification. De la méme facon, différentes cemitations en MgG) comprises entre 0,8

et 1,5 mM, ont également été testées afin de déterres conditions de PCR optimales.

Malgré toutes ces tentatives d’optimisation, I'aifiqgation du fragment d’ADN cible n'a été
possible sur aucune des souche$ deatansy compris la souche 15291 chez laquelle Suzuki

etal. (2002) ont pourtant identifié ce gene.

1.4.2.2Création d'amorces permettant d'amplifier la totalité

du genesthA

De nouvelles amorces permettant d'amplifier la eBge du gene dans son intégralité, et en
particulier la portion contenant les amorces stifAefE sthA RP, ont été créées. En utilisant la

méme démarche que précédemment, nous avons déatenir couples d'amorées

v' sthA L1 FP/sthA L1 RP ce couple couvre la séquence publiée par Suetuli, et

contenant le gengthA,de la base 5 a la base 1731.
v' sthA L2 FP/sthA L2 RP ce couple couvre lui la séquence 136 a la ba2a.1

Les positions de ces amorces sur la séquence @stighsont représentées dans I'annexe 5.
Il faut noter que la séquence AB050638 inclu dedigges amont et aval du gems¢hA La
portion de la séquence codant pour le gathé se situe entre les bases 237 et 1643 de la
séquence publiée (Cf. Annexe 3). Ces deux coupdaaices couvrent donc la totalité du

gene.

Des réactions de PCR ont été réalisées en utilnteux couples d'amorces et I'ADN des
souchesS. natans15291 et 13338T comme matrice. Pour déterminetetapérature
d'hybridation optimale, les réactions ont été faiem utilisant un gradient de température
d’hybridation compris entre 50 et 60°C. De la méfagon, la concentration optimale en
MgCl, nécessaire a l'utilisation de ces deux couplesatees a été déterminée en testant une

gamme de concentrations comprise entre 0,5 et 415 m

' Les séquences des amorces ainsi que leurs cistgtsrs sont répertoriées dans le Tableau 6 page 1
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Malgré les différentes tentatives d'optimisatiors dmnditions d'utilisation de ces deux

couples d'amorces, aucune amplification des fratgratendus n'a pu étre obtenue.

Dans un second temps, le gesthA a été amplifié en le divisant en trois fragments
chevauchants a l'aide de différents jeux d'amorces.

0 4 amorces sens : sthA L 24 FP, sthA L 75 FP, stl832 FP, sthA L 915 FP
0 4 amorces anti-sens : sthA L 882 RP, sthA L 986 ®PA L 1723 RP, sthA L 1781
RP

Les numéros associés au nom des amorces correspandeur position sur la séquence
AB050638. Leurs caractéristiques sont indiquéess danTableau 6. Différents couples
combinant ces amorces et les amorces sthA FP &tR¥#h ont été testés afin d'amplifier la
séquence du gensthA Certaines associations d'amorces ne permettesnt dibtenir
d'amplification. Trois couples permettant d'amplifia séquence du gene sthA de la base 24 a

la base 1781 ont ainsi pu étre définis.

= Couple 1: sthA L 24 FP/sthA RP, amplifiant un fragment du
genesthAde 548 paires de bases.

= Couple 2: sthA F/ sthA 986 RP, amplifiant un fragment du
genesthAde 556 paires de bases.

= Couple 3 sthA L 832 FP/sthA L 1781 RP, amplifiant un

fragment du gensthAde 949 paires de bases.

La position des trois couples sur la séquence ABB8QOest précisée en annexe 6. Les
réactions de PCR sont réalisées en utilisant le engrafil d'amplification que celui décrit
pour les amorces sthA FP et sthA RP en fixantrfgotgature d'hybridation & 55°C (cf. Figure
76).
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Coupla 1 Copla 2 Cionple 3

13336 T 15291 NTC 13335 15231 NTC 13338T 15291 HTIZ . . N ,
— Figure 76 : Electrophorése sur gel d'agarose

: : ) 1 : 1,5% des produits de PCR obtenus a partir
! ' d'ADN des souches 13338T et 15291, en utilisant

1000 - b les couples d'amorces créés pour le séquencage
- . du genesthA Le couple 1 correspond au couple
igg 2 - - G0 sthA L 24 FP/sthA RP, le couple 2 correspond au
i :’;z couple sthA F/ sthA 986 RP, et le couple 3

correspond au couple sthA L 832 FP/sthA L 1781
00 300 RP

200

Les réactions de PCR sont réalisées avec les donigles d'amorces sur les six souches a
notre disposition. Les produits d'amplification soensuite clonés. Une fois I'ADN
plasmidique purifié, le séquencage est réalisé lpasocieté MWG. Les séquences sont

alignées grace au programme Geneious Pro 3.5.6.
1.4.2.3Résultats de séquencage

Les différentes séquences du getieA des souches d8. natansétudiées sont regroupées

dans I'annexe 9.

La séquence du gesehAn’a pu étre déterminée de fagon compléte que lesurois souches
13338T, 13929 et 15291 & natansUne analyse par paire (pairwise analysis) indigue
ces trois séquences présentent un taux de simildet95,6% (Annexe 9-A). La souche
13338T est celle qui présente le plus fort tauxvdeation par rapport a la séquence de
référence issue de la souche 15291, avec 95,2%mdargé. La souche 13929 en présente
97,8%.

Pour les trois autres souches étudiées, 29329,0288FRoxane, malgré de nombreuses
tentatives nous n’avons pas pu amplifier et clolerfragment 2, borné par le couple

d’amorces sthA FP/ sthA 986 RP. Cette portion dueggoit donc étre celle qui présente le
plus fort taux de variation entre les souches, mmas au niveau des amorces utilisées pour
'amplification du fragment, en particulier pouathorce sthA 986 RP. En effet, la portion de
géne contenant 'amorce sthA FP a été séquencéelgmsix souches et s'avere étre tres

conservée.

Les séquences du fragment 1 du gsiiidy amplifiées a I'aide du couple d’amorces sthA L

FP 24/sthA RP ont été alignées (Annexe 9-B). Lessgiquences présentent un taux de
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similarité de 98,1%. C’est encore une fois la seutB338T qui présente le plus fort taux de
variation pour cette portion du géne parmi les ixches. Son taux de similarité avec la
séquence référence de la souche 15291 est de 6%qae pour les autres souches il est de
99,3%.

Concernant le fragment 3 de ges#A amplifiée par le couple d’amorces sthA L 832
FP/sthA L 1781 RP, seules les séquences de 5 soucheité alignées (Annexe 9-C). La
séquence de la souche 29329 présente tres peualtdgimavec celles des autres souches. |l
peut donc s’agir d'un probléme lié au séquencagés &action de PCR, ou bien tout

simplement au fait que la séquence du gghAvarie tres fortement pour cette souche. Mais
cela semble cependant assez peu vraisemblable peule’nomologie avec la séquence de
référence (54,9%). En ce qui concerne les autneshes des. natanselles présentent un taux

d’homologie de 95,5% (Annexe 9-C). Une nouvelles fdd souche 13338T présente le plus
grand nombre de variations par rapport a la séquele référence et possede un taux
d’homologie de 91,3%. Les séquences des souchéx 153929, 29330 et Roxane, ont un

taux d’homologie supérieur & 97%.

1.4.2.4Conclusion

D'apres ces résultats, la séquence du gémeapparait tres conservée entre les différentes
souches d&. natangour les fragments 1 et 3. Pour les souches 13388929 et 15291, le
gene a été séquencé dans sa totalité et une séqumrsensus a été définie (Annexe 9-D). Le
fragment 2 semble étre celui qui présente le ptugatiations entre les souches, puisqu’il n'a
pas pu étre amplifié pour trois d’entre-elles. Dasations de séquences doivent donc étre
présentes, notamment au niveau de I'amorce sth8G_FRP. Sur les portions disponibles, la
souche 13338T apparait comme étant celle présdetphis de divergences avec les 5 autres

souches.

Concernant la souche Roxane, la séquence dusgeAest celle présentant le plus fort taux
d’homologie avec la souche de référence 1529138998 8ur le fragment 1, et 100% pour le
fragment 3. Il est surprenant que le fragment 2gdne n’ait pas été amplifié lors de la
réaction de PCR alors que la séquence du géene aeinds conservée chez ces deux souches.

Le séquencage complet du gestbA pour les souches 29329, 29330 et Roxane devra étre

réalisé. La mise au point d’amorces et la détertiinade conditions de PCR permettant
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I'amplification du géne en un unique fragment pettraé de pouvoir comparer ces séquences
de facon plus aisée. Il est a noter que les sou2@d29 et 29330, dont le fragment non
séquenceé pourrait se révéler différent, sont cellegprésentent la moins bonne induction de
la filamentation. Le geénethA pourrait alors étre, au moins en partie, respdasdes
différences de morphologie adoptées par ces dewwupgs pour des conditions

environnementales identiques.

1.4.3 Etude de I'expression du génesthA en fonction de la

morphologie adoptée parS. natans parRT-PCR guantitative

en temps réel

Les précédentes observations concernant les amaducgsnesthA décrites par Suzuldt al.
laissent a penser que leurs résultats concernaariiion du niveau d'expression de ce gene
entre les formes dispersées et filamenteuses peétrerdiscutés. L'expression du gstieAa

ete déterminée par RT-PCR quantitative en utilisartouple d’amorces sthA FP/sthA RP
pour les soucheS. natansl3338T, 13929 et 15291, sous forme dispersé&atdnteuse.

1.4.3.1Mise au point

Comme cela a déja été expliqué, I'expression de g\ est déterminée de facon relative,
c'est-a-dire en la normalisant par rapport a atlle gene de référence dont I'expression est
supposée constante. Le gene de référence chowsicdtte étude est celui de 'ADN 16S. Les
réactions sont réalisées avec le couple d'amoth@sFP/sthA RP, pour I'expression sihA

et le couple 357F/518R pour celle du gene 16S.

Différents couples d'amorces ont été testés pogete 16S (Figure 77). Deux couples ont
montré une efficacité de PCR satisfaisante : |@le857F/518R et le couple F-tot/R-tot. Le
premier couple a été retenu pour suivre I'expressiogéne 16S car il produit un amplicon de
162 paires de bases, trés proche de la taille ddugrd'amplification des amorces utilisées
pour le génesthA alors que les amorces F-tot/R-tot produisentragment d'environ 300

paires de bases.
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1055F-1392r FiotR-tot FI5T-%15R FI5T-518R
(338 pb) {292 pb) {(159Dp) {162 pb}
1 2 3 HTC 1 2 3 HTC 1 2 3 HTIC 1 2 3 HNTC
Mq
-
1]
s

01—
20 -

100

Figure 77 : Electrophorése sur gel d'agarose 1,5%es produits de PCR obtenus lors du test des diffénes
couples d'amorces pour I'amplification d'un fragmert de I'ADN 16S. L'amplification a été réalisée sur
I'ADN de trois souches d8. natans 13338T (1), 13929 (2) et 15291 (3). La taille ghoduit d'amplification
attendue est indiquée en dessous de chaque cdaplerdes en paires de bases (pb).

Des réactions de PCR quantitatives pour I'amptificadu génesthAet 16S ont été réalisées
afin de déterminer I'efficacité d'amplification désux jeux d'amorces. Une droite standard a
éte établie a partir d'’ADN extrait de la souchedl52equel a subi une série de dilutions au
5°M |es concentrations utilisées pour la constructiercette droite sont de 0,008; 0,04; 0,2;
1 par rapport a la solution stock d’ADN. L'efficecde la réaction de PCR est déterminée en
fonction de la pente de la droite standard, unéepeéa -3,32 correspondant a une efficacité de
PCR de 100%.

Le profil d'amplification de la réaction de PCR iestiqué dans le tableau suivant :

Activation de la Tag polymérase 95°C 10 minutes
95°C 30s
Amplification du fragment d'intérét 56°C 30s 40 cycles
72°C 30s
95°C 1 min
Courbe de dissociation 30 s par palier
55°C— 95°C de 1°C 41 cycles

Tableau 16 : Profil d’amplification employé pour les réactions de PCR quantitative en temps réel utdant
les couples d’amorces sthAFP/sthA RP et F357/518R).
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01
Initial Quantity (sopies)

Figure 78 : Droite standard obtenue apres amplificaon du fragment du génesthA de S. natans15291 avec
le couple d'amorces sthA FP/sthA RP.

Figure 79 : Droite standard obtenue aprés amplificaon du fragment de I'ADNr 16S deS. natans15291
avec le couple d'amorces 357F/518R

Les droites standards obtenues avec les amorcesigpes du genesthAet de 'ADN 16S
(cf. Figure 78 et 79) ont respectivement des petes3,391 et -3,412, ce qui correspond a
des efficacités de PCR de 97,2% et 96,4%. Elle$ donc satisfaisantes pour les deux

couples sélectionnés.
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Immédiatement aprés la fin de la réaction de PCR, eourbe de dissociation est réalisée.
Comme cela a déja été décrit dans le chapitre Mitést Méthodes, cette étape permet de
mettre en évidence la présence éventuelle de psodamplification différents du fragment

souhaité.

Dissociation Curve
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Figure 80 : Courbe de dissociation obtenue apres gifification du fragment du genesthA de S. natans
15291 avec le couple d'amorces sthA FP/sthA RP.

Dissociation Curve
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Figure 81 : Courbe de dissociation obtenue aprés gtification de I'ADNr 16S de S. natans15291 avec le
couple d'amorces. 357F/518R

Dans les deux cas, un seul pic de fluorescenagbsstvé (cf. Figure 80 et 81), ce qui signifie

que chacune des réactions de PCR engendre l'arapbfi d'une seule séquence

nucléotidique. Des électrophoréses sur gel d'agaad® ont permis de vérifier que la taille
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des ces produits d'amplification correspondait le @dtendue, a savoir 143 paires de bases
pour le genethA et 162 pour 'ADNr 16S.

1.4.3.2Différence d'expression entre bactéries disperséest

filaments

Plutét qu'une quantification, il s'agit ici d'unengparaison du niveau d'expression du gene
sthA entre I'état filamenteux et monocellulaire destérdes. Le niveau d'expression est

déterminé en utilisant la méthode de calcul 8“2 décrite dans le chapitre précédent. Le
témoin servant a normaliser le niveau d'expressigindans chaque cas I'ARN extrait de la
souche bactérienne sous sa forme dispersée, sgb&ron niveau d'expression pour le géne

sthAest nécessairement de 1.

Les ARN totaux des trois souch& natans13338T, 13929 et 15291 sous leurs deux
morphologies sont extraits comme décrit dans IgitteaMatériels et Méthodes, puis dosés.
L'ADNc est synthétisé a partir de 500 ng d'ARN ltata utilisant comme amorces des
séquences hexameériques aléatoires. Cet ADNc esiterdilué au 8™ et 3 pl de cette
solution sont utilisés comme matrice pour la résctie PCR. Les réactions sont a chaque fois
réalisées en duplicat pour tous les échantilloespiofil d'amplification est identique a celui

décrit dans le paragraphe précédent.

Les cycles seuils obtenus avec les deux jeux d@emaethA et 16S sont utilisés afin de
comparer I'expression du géne en utilisant la nugthte calcul du2*“' (cf. Tableau 17).

- . Ctcible ACt= Ctiple - -AACt
! AACt =
Echantillon Ct cible moyen Ct rer. Ct ef. moyen Clur RQ=2
L 32,58 18,06
Témoin 32,59 18,04 14,54 0
32,6 18,03
32,58 18,06
13338T D 32,59 18,04 14,54 0 1
32,6 18,03
30,99 18,73
13338T F 31,06 18,96 12,10 -2,44 5,42
31,14 19,19

Tableau 17 : Exemple de détermination du niveau dig@ression du génesthA pour la souche 13338T sous
forme dispersée (13338T D) et filamenteuse (13338F)

La figure 82 illustre les résultats obtenus posrtteis souches étudiées. On observe ainsi que

pour chacune d'elles, le gesthAest plus exprimé dans les bactéries a I'état éfdeux que

dans les bactéries a I'état dispersé. Les soushemtansl3338T et 13929 expriment en

moyenne cing fois plus le géers¢hA a I'état filamenteux qu'a I'état dispersé. Laédéhce
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d'expression entre les deux états est encore piperiante pour la souche 15291 sthA

s'exprime en moyenne sept fois plus lorsque laébacte développe sous forme de filament.

sthA

Niveau d'expression relative du géne

13338 15291 13929

Figure 82 : Comparaison du niveau d’expression du éne sthA des formes monocellulaire ) et
filamenteuse @) chez les soucheS. natans13338T, 15291 et 13929.

Ces résultats montrent que l'orientation de la évectvers la forme filamenteuse
s'accompagne directement d'une augmentation ged®sion du genghA Ces résultats sont
en contradiction avec ceux présentés par Sueulal. (2002), qui n‘avaient pas trouvé de
différence d'expression entre les formes monoeetkilet filamenteuse d8. natansl5291,

méme s’ils avaient démontré que le gstigdest indispensable a la filamentation.

La différence d’expression du gene pour les forfilamenteuse et dispersée n'a pas été
déterminée pour les souch@&snatan29329 et 29330 en raison des Ct trés tardifs vbser
pour ces souches. En effet, les Ct obtenus pousagshes sont compris entre 34 et 37. Ces
valeurs sont trop élevées pour pouvoir raisonnabierastimer I'expression d’'un gene. Il faut
noter qu’en théorie, lors d’une réaction de PCRntjtative utilisant le SYBR Green, si une
seule copie du gene cible est présente lors dédetion et que l'efficacité de PCR est de
100%, la valeur du cycle seuil sera statistiguentnt37,2. Les résultats pour ces trois
souches étant tres proches de cette valeur, I'sgjore du gensthA est négligeable dans ces
conditions. Etant donné que les résultats du sémgendu génsthA n'ont montré aucune
variation de séquence au niveau de la positioradesces utilisées en QPCR, ceci voudrait
donc dire que le gerthAn'est pas exprimé chez ces souches dans lesioosdie culture
étudiées. Le trés faible niveau d'expression degeéme essentiel au phénomene de
filamentation, pourrait donc étre, au moins enipaé l'origine du comportement des souches

29329 et 29330 qui se développent préférentiell¢isaus forme dispersée.
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1.4.3.3Variation de [I'expression lors du processus de
filamentation

La variation de I'expression du gesthA entre les formes dispersée et filamenteus&.de
natans démontrée, la cinétique de I'expression du gethd lors du passage de la forme

monocellulaire a la forme filamenteuse a alordétérminée.

La croissance filamenteuse d'une populationSdenatans15291 uniquement sous forme

dispersée a été induite en la transférant dandileurde croissance précédemment décrit. Des
prélevements de 5 mL sont réalisés 0, 4, 8, 124eh€lires apres I'ensemencement de la
culture. Puis I'ARN total est extrait des bactémediectées. Une réaction de transcription

inverse est réalisée a partir de 500 ng d'’ARN .total

Le niveau d’expression normalisé du gatteAdes différents échantillons est comparé a celui
de I'échantillon correspondant au temps initialaleulture : & TO, le niveau d’expression du
genesthAest de 1. Le niveau d’expression du géne augniierieanent lors des dix premieres
heures de culture avant d’atteindre un plateauagparait comme son niveau d’expression

maximum, puisqu’il reste stable jusqu’a 24 heupgesle début de la culture (Figure 83).

sthA
Turbidité a 540 nm

Expression relative du géne

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temps (heures)

—@— Expression relative du géne sthA —a— Turbidité & 540 nm

Figure 83 : Courbe de croissance de la soucl& natans15291 (A) durant I'induction de la filamentation
par transfert des bactéries dispersées dans un neli pauvre en nutriment, et évolution du niveau
d’expression du géne sthA«) lors de la croissance.
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Lorsque I'on superpose la courbe du niveau d’exgimesdu genesthA avec la courbe de
croissance deé5. natans15291, on s’apercoit qu’elle augmente trés rapanapres le
transfert dans le milieu inducteur de la filameiotat Lors des quatre premieres heures de
culture, le niveau d’expression du gene est presquigiplié par trois, alors que la culture
bactérienne est encore en phase de latence. Apitdselires, la population est toujours dans
sa phase de latence mais I'expression du geneégstrés proche de la valeur plateau que
'on observe aprés douze heures de culture, quandrdissance entre dans sa phase

exponentielle. Cette valeur reste stable lorsquedessance entame sa phase stationnaire.

L’augmentation de I'expression du gestbA se produit tres tot dans le cycle de croissance,
des la phase de latence. La précocité de l'augtmantie I'expression tendrait & prouver que
sthA serait un des premiers genes mis en jeu, damssl®w la filamentation serait issue de
I'activation de toute une série de genes. Cependangene n’aurait pas simplement un réle
initiateur de ce processus puisqu’il reste fortetmeprimé tout au long de la croissance

filamenteuse.

1.4.3.4Conclusion

Cette étude a mis en évidence que le gahé est présent dans le génome de toutes les
souches d&phaerotilus natandont nous disposons. Il semble cependant queglzesée de

ce géne présente quelques variations entre lefassuc

Contrairement a ce qui avait été precédemmenttd@&urzuki, 2002), il s’avere que ce gene
est cing a sept fois plus exprimé chez les bast&id’ état de filament que sous forme
monocellulaire. Ce gene s’exprime tres tét lord' agentation de la croissance vers sa forme
filamenteuse, deés la phase de latence, et une sfmis niveau maximum atteint, cette
expression reste stable tout au long de la craigsdbes éléments tendraient donc a montrer
gue le genesthA et son produit sont des éléments essentiels @uttion de cette forme de
croissance, mais qu’ils joueraient également ue ddns I'élaboration du filament, plus
probablement dans la synthése de la gaine polyaadajue, comme le montre son

expression élevée tout au long de la croissance.
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Une identification et une caractérisation de lagire codée par le géséhAsont des étapes
indispensables pour déterminer son réle exact @aftgmation du filament, mais également

pour avancer dans la compréhension globale de camséne.

1.4.4 Utilisation des amorcessthA pour la quantification de S.

natansen boues activées

Les observations faites lors de précédents travmixdémontré que des bactéries
filamenteuses peuvent également exister a I'égetlsé dans des boues activées, et ainsi
passer totalement inapercues. Cependant, un brusdpaagement des conditions
environnementales, peut entrainer une prolifératien la croissance filamenteuse. Une
estimation de cette population monocellulaire paitirpermettre d’évaluer les risques
potentiels de survenue d’un épisode de bulking eufahming. A I'heure actuelle, &
'exception du FISH, aucun moyen de détection de roécroorganismes n’est disponible.
C’est pourquoi un des objectifs initiaux de ce &ibde these était de mettre en place une
technigue de QPCR permettant de quantifier la @djoul globale deSphaerotilus natans,
indépendamment de sa morphologie.

1.4.4.1Stratégie d'utilisation de 'ADN 16S

La stratégie a tout d’abord été d’utiliser TADN63 comme cible pour les amorces destinées
a la quantification des microorganismes. Afin déle plus spécifique possible, nous avons
aligné, a l'aide du programme Clustalw, sa séquenee celles de deux especes différentes
de Leptothrix : discophorat mobilis Le genreleptothrixest le plus proche d&phaerotilus

d’un point de vue phylogénétique.

Les amorces ont été définies a l'aide du programPmener3, avec une contrainte
supplémentaire par rapport a celles imposées psuarhorces du ges¢hA a savoir qu'elles
soient situées dans des régions ou les séquencésdRdr 16S de Sphaerotiluset de

Leptothrixprésentent des différences.
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Deux couples d’amorces ont été ainsi crdéan avec des amorces d’une taille de 20 bases,

appelées 16S sna 1 FP et RP, l'autre avec des esndme taille de 25 bases, appelées 16S
sna 2 FP et RP (cf. Figure 84).

L’amorce sens ou forward 16S sna 1 FP se situevaaun des bases 761 a 781 de
’ADNr 16S deS. natansDans cette portion du gene, la séquencs.dwtangiffere

en trois positions, dont une délétion de deux miités par rapport celle de
Leptothrix L’amorce anti-sens 16S sna 1 RP se situe au unigea positions 951 a
971 de la séquence de I'’ADNr 16S ou l'on retroun@sta quatre variations avec
celles des deux souches ldeptothrix Ce couple 16S sna 1 permet la synthese d’un
produit d’amplification de 210 paires de bases.

L'amorce sens, 16S sna 2 FP, se situe au niveabades 800 a 825 de la séquence
d’ADNr 16S. A ce niveau I3, celle & natangosséde une délétion de deux bases par
rapport a celle deéeptothrix L’amorce anti-sens se situe au niveau des ba&k®t
956. Cette portion 'ADN dé&. natangprésente quatre substitutions de nucléotides par
rapport a celle des 2 espéeced.dptothrix Ce couple 16S sna 2 amplifie un fragment

de 156 paires de bases.

G10 820 830 oS40 850 Ga0 7o G580 a0 00
1 CGATGTCAACTGGTTGTTGGGAGGGTTTC TTCTCAGTREACGARG——AACGL CTEARGT ACCGCCTGGGGAGTACGELEGC ANG-—TCALACTCALAEG] 520
T o R 0 o L 6 B B BT o ionin wimmcmiwawan juie 827
T R R T T GTevenmonnnnans 200

C  COATGTCAACTOGTTGTTGOGAGGGTTTCTTCTCAGTRRCGHAGH+AACGCGTEAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGOCCOGCAAGH+TGARRCTCARAGG

910 920 930 940 950 950 970 980 290 1000
A T GGECACCCGCACAAGCG-TGCATCGATOTEOTTTAAT TCGATGCAACGCOALARACCTTACCTACCCTTGACATGTCTGAMATCCTGCAGAGA 215
............ T L N N NTTRUNRIS ik 10 - IARTOIn, N .
c - S CTA.Guvvvvmrrrinns 999
C  AATTGACGGGGA+CCHHACAAGCGHTGGAT, GATGTGCTTTAATTCGATGC AACOCGARMARCCTTACCTACCC TTGACATGHHHG+AATCCTGHAGAGA
1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
1 TGTGGGAGTGCICGARRGAGANTC LG L L LT CUTGCATGGECGTCGTC AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAMCGAGCGCAACCC 1019
. W SR o O 1024
T —— o R 1099

C THTGGEAGTGUTCGAARAGAGA++CH+H+ACACAGGTGC TG ATGGC CGTCGTC AGC TCG TG TCOTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCARACGAGCGCALCCC

Figure 84 : Alignement a 'aide du programme Clustéw des séquences de I'’ADN 16S de ($phaerotilus
natans (2) Leptothrix discophoraet (3) Leptothrix mobilis détermination d’'une séquence consensus (C), et
positionnement des amorces sens et anti-sens poes kcouples 16S sna ” Y et 16S snha 2x).

Comme cela a précédemment été décrit pour les asietbA FP et sthA RP, des analyses

utilisant le programme BLAST ont été menées afiméierminer la spécificité des séquences

nucléotidiques choisies comme amorces pour 'espéteans.

I Les séquences, Tm et tailles des amorces soiilléEsalans le Tableau 6, page 103.
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Concernant le couple 16S sna 1, les résultats dASBLindiquent que I'amorce FP est
treés spécifique d&. natanskn effet la séquence de I'ADNr 16S de la bacswie en
premiére position avec un score de 40,1 et un &evéé 0,007. En revanche, I'amorce
RP ne semble pas spécifique de la bactérie. Ety &fferésultats de I'analyse BLAST
montrent que cette séquence correspond a une mpomés conservée chez de
nombreuses espéces bactérienne (score de 40)\akteede 0,008).

Pour le couple 16S sna 2, les deux amorces sanspécifiques d&. natansElles
obtiennent chacune des scores de 50,1 pour lesrséegicorrespondant a la bactérie,
et des E values de 2:10

Des réactions de PCR utilisant chaque couple d@saont réalisées sur les ADN des six

souches d&. natangcf. Figure 85).

Figure 85 : Electrophoréses sur gel d'agarose a bdes produits de PCR obtenus en utilisant les colgs
A) 16S sna 1 et B) 16S sna 2 a partir d'ADN de lascheS. natans15291. Un gradient compris entre 55 et
60°C a été réalisé pour la température d'hybridatio.

Pour le couple 16S sna 1, des fragments d'’ADN amqifiés dans certains cas mais
aucun fragment d’ADN correspondant a celui attentu été observé malgré les
tentatives d’ajustement de la température d’hyliodaou de la concentration en
MgCl; lors de la réaction de PCR.

Concernant le couple 16S sna 2, un fragment demviis0 paires de bases est
amplifié pour chacune des six souches étudiéeste Qaille correspond a celle

attendue, a savoir 156 paires de bases.

¥ Les illustrations des résultats sont présentées ennexe 7.
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Un seul des couples définis est donc utilisableP@R. Afin de vérifier la spécificité du

couple 16S sna 2 po&. natans son efficacité a été testée sur les soutleesothrix mobilis
et Leptothrix discophordEU 23).

L’amplification d’'un fragment de taille équivalendecelui amplifié a partir de 'ADN d8.
natansest obtenue a partir des ADN te mobilis et L. discophora(cf. Figure 86). Cette
amplification pourrait étre le résultat de condisode PCR non optimales. Des variations de

certains parameétres ont été effectuées afin degdadéaction plus spécifique 8e natans

= Température d’hybridation : la réaction initialeét® réalisée avec une température
d’hybridation de 55°C. Un gradient de températumenaris entre 56 et 60°C est donc
appliqué.

» Des concentrations finales en Mg@¢é 0,8 ; 1 ; 1,2 et 1,5 et mM sont testées.

L. mobilis L. discophora

56°C 372C 38°C 59°C 60°C 36°C 57°C 58°C 59°C 60°C
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Figure 86 : Electrophorése sur gel d'agarose 1,5%es produits de PCR obtenus a partir de I'ADN dé..
mobilis et L. discophora(EU23), en utilisant le couple 16S sna 2. Un graadit compris entre 55 et 60°C est
appliqué pour la température d'hybridation.

Dans tous les cas, il y a amplification du fragmdADNr 16S des deux souches de
Leptothrix et il n'est pas possible de définir des conditiomsrmettant d’amplifier
spécifiquement la portion d’ADNr 16S @& natans

Des réactions de PCR utilisant le couple 16S smant2été réalisées sur des ADN de
différentes souches bactériennes parmi lesqueltadiscomenobacter hydrossihiothrix
nivea Escherichiacoli, Lactobacillus delbruekjiPseudomonas mendocingamplification

du fragment d’ADNr 16S n'a pu étre obtenue pouuaaale ces souches.
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1.4.4.2Conclusions

Le couple d’amorces 16S sna 2 n’est donc pasalilispour quantifier de fagcon spécifique
'espece bactérienn&phaerotilus natansLe fait que ces amorces amplifient également
'ADN 16S deLeptothrix vient d’'une part de la similarité des séqueneés|'autre part du
fait que les extrémités 3’ des amorces définiest smp éloignées des différences de
séquences entre les deux espéeces. Les amorceaipous‘hybrider partiellement a partir de
leur extrémité 3’ et donc permettre I'amplificatide la séquence d’ADN 16S. Cependant, la
séquence du gene est telle qu’il s’avere trésciéfide définir des amorces dans ces régions
particulieres, et pouvant répondre aux exigencesealutilisation en QPCR avec la chimie
SYBR Green. De nouvelles amorces pourraient étfiaidg en positionnant les portions de

séquences spécifiques 8enatangdrés prés de l'extrémité 3' des amorces
1.4.4.3Stratégie d'utilisation du génesthA

L'utilisation des amorces ayant pour cible TADNBS ne permettant pas une amplification
spécifigue de 'ADN deS. natans une autre cible a été choisie. Des amorces alilks en

QPCR ayant été définies pour le gatieA c’est sur ce dernier que s’est porté notre choix.

1.4.4.3.1Recherche du géne sthA chez dautres

microorganismes

Pour savoir si le couple d’amorces défini pourdeesthApeut étre utilisé pour quantifier de
facon spécifigueSphaerotilus natansl est essentiel de savoir si on retrouve ce gerez
d’autres espéces bactériennes, et en particulier &s plus proches phylogénétiquement

commeleptothrix

Une réaction de PCR utilisant le couple sthA FRASRP a été réalisée sur les ADN 8e
natans15291,L. mobilisetL. discophora Parallelement, nous avons réalisé la méme réactio
en utilisant les amorces sthA FOR et sthA REV désmpar Suzuket al (2002) pour le gene
sthA (cf. Figure 87). En effet, dans cette étude legwas décrivent, en se basant sur des

données non publiées, la présence de ce genealgésdme de. discophora
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Figure 87 : Electrophoréese sur gel d’agarose 1,5%e$ produits de PCR obtenus en utilisant les amorces
sthA FP et RP (vert) et les amorces sthA FOR et sthREV (rouge) a partir d’ADN des souchesS. natans

13338T,L. mobilis et L. discophora(EU 23).

Il ressort de ces tests que les amoted\ définies lors de notre étude ne permettent pas
I'amplification du fragment cible pour les espetcesobilisetL. discophora Comme cela a
été montré préecédemment, ces amorces amplifiggg@resthAa partir de 'ADN de toutes les
souchesS. natansa notre disposition (Cf. Figure 75) Donc, congaient aux amorces

définies pour I'ADNr 16S, le couple sthA FP/sthA B&met de différencier les souchesde

natansdes souches deeptothrix

Il ressort également de ces résultats que les genxd’amorces utilisés, n‘ont pas pu mettre
en évidence la présence du géstieA dans le génome des deux souched ejgothrix y
compris pourL. discophorachez laquelle Suzuki el. (2002) disaient pourtant I'avoir
identifié. Cette absence d’amplification ne signifias nécessairement que le gsthé est
absent du génome deptothrix mais qu'’il existe une variabilité de séquencedngnte, au

moins dans les régions ciblées par ces amorces.

Comme cela a été décrit pour les amorces 16S emanhorces sthA FP et sthA RP ont été
testées sur des ADN d’espéces bactériennes plignéés deS. natans Thiothrix, H.
hydrossis E. coli, P. mendocinaCette analyse, non exhaustive, cible des bactéries
relativement éloignées phylogénétiguement 8e natans Cependant, Thiothrix et
Haliscomenobacter hydrossisont des bactéries filamenteuses, Gram-négagivgainées et

peuvent donc potentiellement posséder soit le gém&soit un géne homologue au sein de

leur génome.
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Aucune amplification d’'un fragment d’ADN corresp@md & celui attendu n’a été obtenue

pour ces différentes espéces bactériennes. Cdsatésnous permettent de conclure que le
géenesthA ou du moins la portion du gene ciblée par lesrag®sthA FP et sthA RP, est tres

spécifique de I'espécBphaerotilus natangCe couple d'amorces peut donc étre utilisé pour
quantifier précisément cette espéce dans une mawinplexe.

1.4.4.3.2Mise au point de la quantification par QPCR.

La premiere étape est de réaliser une quantificai@artir d'une culture pure d& natans
15291 sous forme dispersée. Les bactéries ayargs@osur milieu gélosé NB 0,5% sont
collectées et reprises dans 10 mL de PBS stérdesuspension cellulaire est alors passée
dans un filtre & seringue d’une porosité de 5 pes. dellules contenues dans 500 pL de filtrat
sont marquées au cFDA en suivant le protocole pgefnénent décrit, puis quantifiées par
cytométrie en flux, afin de déterminer leur concation. A partir de cette suspension, une
série de dilutions est réalisée afin d’obtenir daspensions contenant 1316.10, 1.10,
5.1¢, 1.10, 5.1, 1.1, 5.1¢, 1.1¢ cellules.mL*. L’ADN est ensuite extrait & partir de
500 pL de chacune de ces solutions. Ces différdératesons sont toutes reprises dans 100 pL
d’eau ultrapure. A partir de ces échantillons diasinucléiques, une droite de calibration (cf.
Figure 88) est tracée automatiquement par le lelgttanalyse associé a I'appareil de QPCR
en se basant sur les valeurs de Ct obtenues pacurtiiles standards.

Standard Curve

L

1,00 406
Initial Quartity (zopies)

Figure 88 : Courbe de calibration obtenue lors dea quantification de S. natansen utilisant les amorces
sthA FP et sthA RP.
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Les résultats de quantification obtenus par QPCRéth comparés avec ceux obtenus par
cytométrie en flux. La concentration en cellulesn# nouvelle suspension de bactéries est
déterminée par cytométrie en flux. Les ADN sontraid a partir d'un nombre connu de
microorganismes, soit: 1.905.1¢, 1.10, 5.10et 9.10 cellules.ml*. Des réactions de
QPCR sont ensuite réalisées et la concentratiaekudes de I'échantillon est déterminée par

le logiciel Stratagene MX 4000, en se basant sdrdae standard.

Un exemple de résultats tels qu’ils sont donnésl@dogiciel est présenté ci-apres (cf.
Tableau 18). La colonne "Well Name" correspond am e I'échantillon, c'est-a-dire a la
concentration en cellules de I'échantillon extrad. colonne "Dye" indique le fluorophore
utilisé pour la réaction de QPCR. Lors de l'utifisa du SYBR Green c'est le marqueur FAM
qui est sélectionné. La colonne "Replicate” indidge puits ou un méme échantillon a été
déposé plusieurs fois, c'est notamment le cas taslards pour lesquels la réaction a été
réalisée en triplicat. Le "Ct (dRn)" correspond @ele seuil pour lequel la fluorescence,
normalisée par rapport a la fluorescence du fluooop de référence (Rox), dépasse le bruit
de fond. Dans la colonne "Quantity", les valeurs skandards sont précisées par I'utilisateur,
et elles correspondent aux concentrations en eslloiesurées par cytométrie en flux avant
I'extraction d’ADN. Pour les échantillons inconnugtte concentration est déterminée par le
logiciel en se basant sur la droite standard. lante "RSq" (R?), indique le coefficient de
détermination. Sa valeur, comprise entre O et i, &oe le plus proche possible de 1. La

colonne "Slope" indique la pente de la droite stadd
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Well Name Dye Well Type Replicate Ct (dRn) Quantity RSq (dRn)  Slope (dRn)

FAM  Standard 1 14,85 1,00E+08 0,995 -3,531
FAM  Standard 1 14,96 1,00E+08 0,995 -3,531
FAM  Standard 1 14,82 1,00E+08 0,995 -3,531
FAM  Standard 2 15,81 5,00E+07 0,995 -3,531
FAM  Standard 2 15,82 5,00E+07 0,995 -3,531
FAM  Standard 2 15,8 5,00E+07 0,995 -3,531
FAM  Standard 3 18,08 1,00E+07 0,995 -3,531
FAM  Standard 3 18,12 1,00E+07 0,995 -3,531
FAM  Standard 3 18,18 1,00E+07 0,995 -3,531
FAM  Standard 4 19,31 5,00E+06 0,995 -3,531
FAM  Standard 4 19,3 5,00E+06 0,995 -3,531
FAM  Standard 4 19,27 5,00E+06 0,995 -3,531
FAM  Standard 5 22,02 1,00E+06 0,995 -3,531
FAM  Standard 5 22,11 1,00E+06 0,995 -3,531
FAM  Standard 5 22,05 1,00E+06 0,995 -3,531
FAM  Standard 6 23,26 5,00E+05 0,995 -3,531
FAM  Standard 6 23,21 5,00E+05 0,995 -3,531
FAM  Standard 6 23,13 5,00E+05 0,995 -3,531
FAM  Standard 7 25,29 1,00E+05 0,995 -3,531
FAM  Standard 7 25,37 1,00E+05 0,995 -3,531
FAM  Standard 7 25,33 1,00E+05 0,995 -3,531
FAM  Standard 8 26,56 5,00E+04 0,995 -3,531
FAM  Standard 8 26,6 5,00E+04 0,995 -3,531
FAM  Standard 8 26,57 5,00E+04 0,995 -3,531
. nknown --- , 0 + , -9,
9.10" FAM  Unk 15,03 8,52E+07 0,995 3,531
. nknown --- , 0 + , -9,
9.10" FAM  Unk 15,06 8,49E+07 0,995 3,531
5.107 FAM  Unknown  -- 15,72 5,55E+07 0,995 -3,531
5.10 FAM  Unknown  -- 15,74 5,45E+07 0,995 -3,531
1.10" FAM  Unknown  -- 18,12 1,15E+07 0,995 -3,531
1.10" FAM  Unknown - 18,04 1,22E+07 0,995 -3,531
5.10° FAM  Unknown  -- 19,26 5,51E+06 0,995 -3,531
5.10° FAM  Unknown  -- 19,18 5,46E+06 0,995 -3,531
1.10° FAM  Unknown  -- 22,09 8,70E+05 0,995 -3,531
1.10° FAM  Unknown  -- 22,02 8,77E+05 0,995 -3,531
NTC FAM  NTC No Ct No Ct 0,995 -3,531
NTC FAM NTC No Ct No Ct 0,995 -3,531

Tableau 18 : Exemple de résultats obtenus lors d'wnquantification de S. natansen culture pure par
QPCR en utilisant les amorces sthA FP et RP. Chacuies échantillons, dont la concentration en celludea
été mesurée au préalable par cytométrie en flux, esarqué d’'une couleur différente.

Pour chacun des échantillons, les valeurs obtepaeQPCR sont trés proches de celles
obtenues par cytométrie en flux (cf. tableau 19).

Quantification par cytométrie en flux (cellule.mL™) Quantification par QPCR (cellules.mL™)
9.10 8,5.10
5.10 5,5.10
1.10 1,18.10
0,5.1d 0,55.10
0,1.1d 0,09.10

Tableau 19 : Tableau comparatif des résultats obtars lors des quantifications par cytométrie en fluxet
QPCR.

203



Chapitre Il : Résultats et Discussions

Il existe une bonne corrélation entre les résultatenus par les deux techniques puisque les
dénombrements par QPCR ne varient pas de plus%e @0 rapport aux valeurs données par
la cytométrie en flux. Si I'on tient compte desibimévitables qui découlent des dilutions et

de I'extraction d’ADN, ces résultats sont tout & $atisfaisants.

1.4.4.3.3Quantification de S. natans en boues activées

bY

L’étape suivante a été de confronter la techniquena application pratique, a savoir
guantifier la bactériéS. natansen boues activées. N'ayant pas trouvé de bouegext
contenant cette espéce bactérienne, des ajouts deska souch&. natansl5291 ont été
effectués. Une nouvelle fois, une suspension eétlkiba été quantifiée par cytométrie en flux.
Différents volumes de cette suspension ont enstiét@joutés a des boues issues d’'une station
d’épuration de la région parisienne dans laqueditecbactérie n'a pas été détectée. Les
concentrations eB. natansles boues ainsi obtenues sont de’5.140, 2.10, 5.10, 1.10,
2.1¢, 5.10 et 7,5.16 cellules.mL* de boues.

Pour la quantification, une droite standard edigéa en utilisant les mémes ADN que pour la
guantification en culture pure et chaqgue point ddecgamme est réalisé en triplicat. Les
ADN sont extraits a partir de 250 puL de boues amme la bactéri&s. natansa différentes
concentrations. Les réactions de PCR sont réalisée8 uL d’ADN en solution, pour les

standards et les échantillons (cf. Figure 89).
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Figure 89 : Histogrammes représentant la quantifichion par QPCR, de la bactérieS. natans15291 aprés
ajouts dosés dans des boues activées. Quantificatipar cytométrie en flux (m) et par QPCR (). Les
guantités de bactéries injectées dans les boues sonliquées en abscisses.

La représentation sous forme d’histogramme perragipdécier si les résultats obtenus par
PCR quantitative en temps réel sont proches deseotrations en cellules attendues. C'est le
cas ici bien que la technique de biologie molécelait tendance a surestimer les populations.

Les résultats chiffrés sont donnés dans le Tal#2@aafin de mieux apprécier les écarts.

Concentration enS. natansdes boues (cellules/mL) Quantification par QPCR @lules/mL)
7,5.1C 7,4.1C
5.1¢ 5,6.10
2.1¢ 2,2.16
1.10 1,3.10
0,5.10 0,68.16
0,2.10 0,29.16
0,1.10 0,17.16
0,05.16 0,09.16

Tableau 20 : Valeurs obtenues lors de la quantifiteon par QPCR de la soucheS. natans15291en boues
activées.

Ces valeurs confirment que la technique permet aiener une estimation correcte de la
guantité deS. natansdans les boues activées. On note cependant qtes ttes valeurs
obtenues sont supérieures aux quantités introduette surestimation est d’autant plus

importante que la quantité de bactéries introdmit@épart est faible. Les extractions d’ADN
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ayant été realisées immédiatement aprés I'ensemmemtececi ne peut étre le résultat d'une
croissance bactérienne, mais pourrait s'expliqaetgprésence d’'un produit d’amplification
supplémentaire a celui attendu, entrainant I'obdend’'un Ct plus précoce. Néanmoins, la
courbe de dissociation pour la réaction de PCR ée®@morces du gersthA ne montre
gu’'un seul pic (cf. Figure 90 A), ce qui traduit peésence d’'un produit d’amplification
unigue. De plus, une électrophorese sur gel d’agasopermis de montrer que le fragment
d’ADN est bien de la taille attendue (cf. FigureE0

Dissociation Curve

€
[
8
£
8
£
3
z

S el R e i R S B A
56 58 60 62 B4 oG8 6B 70 7 74 76 7B &b Br B4 98 93 90 B2 94
Temparature (°C)

Figure 90 : A) Courbe de dissociation obtenue lorde la réaction de QPCR avec les amorces du géstaA
sur les ADN extraits de boues activées enrichies & natans B) Electrophorése sur gel d’agarose 2% des
produits d’amplification obtenus lors de cette mémeéaction de PCR.

Afin de démontrer que la variation de la quantééSd natansobservée dans les boues n’est
pas simplement due a une variation de la biomdaseéme réaction de QPCR est faite en
réalisant simultanément une réaction avec des @&warniverselles, le couple 357F/518R,
ciblant TADNr 16S de la totalité des bactéries.

La comparaison entre la quantification des badéneales et d&. natangpermet de mettre
en évidence que les ajouts de la souche 15291 roithpact négligeable sur la population
bactérienne globale. Les diminutions de populatiétectées par la techniqgue de QPCR pour
S. natansl5291 sont bien dues a des variations de I'abaredde la souche et non a une

variation de la population bactérienne totale Fejure 91).
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Figure 91 : Histogrammes représentant les quantitésle S. natansestimées par QPCR dans les boues
préalablement ensemencées (en bleu), ainsi que lapplation bactérienne totale dans ces mémes boues
(orange).

Concernant la population bactérienne totale, lésuva peuvent paraitre faibles en regard de
la population bactérienne totale habituellementoatrée dans 1 g de culot de boues activées
et qui est de l'ordre de 1. 0bactéries. Ici, les ADN sont extraits & partir ltteues non
centrifugées. Les populations estimées sont cptiesentes dans 1 mL de boues activées non
décantées afin de pouvoir les comparer a nos éttbaststandards dont la concentration est

exprimée en cellules.mL
1.4.4.4Conclusions

Bien que n’étant pas la cible initialement choisée genesthA apparait comme tout a fait
adapté pour la quantification de la bact&ismatanslans des milieux aussi complexes que les
boues activées. Une surestimation importante g@palation est cependant a noter pour les

faibles concentrations en cellules.

Ce gene, tres probablement impliqué dans la syattiesa gaine polysaccharidique entourant

le filament, apparait comme étant trés spécifigpid’aspéceS. natansEn effet, méme si la

recherche n’a pas été exhaustive, nous n’avonsopudr trace de sa présence dans aucun des

autres génomes bactériens testés, y compris chié@redies souches déeptothrix

phylogénétiquement trés proches, ainsi que chazrd'® bactéries filamenteuses gainées et

Gram-négatives. Le fait que I'on retrouve ce génedu moins les séquences ciblées par les
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différentes amorces testées, uniquement &ermtangourrait étre lié a la composition trés
originale dans le regne bactérien du polysacchamiestituant 80% de sa gaine. En effet, la
synthese de N-acétylgalactosamine par les bactésiean phénomene tres rare et pourrait

étre liée a la singularité du gesthA

L’ADNr 16S est le plus souvent utilisé lorsqu'ibgit de définir des amorces ou sondes
spécifigues d'une espéce bactérienne donnée car pettion du génome est la plus
représentée dans les bases de données. Un geomctierf peut également étre utilisé pour
cibler un microorganisme précis. C’est le cas dueganoA utilisé pour la quantification de

la bactérieNitrosomonas oligotrophaans les boues activées (Haretsal, 2003). Le gene
cpn6Q codant pour une sous-unité du complexe protégnee=L ou Hsp60, peut également
étre utilisé pour créer des amorces spécifiquasedaspece bactérienne et caractériser une
communauté microbienne issue d'un environnemersi @amplexe que des boues activées
(Dumonceawset al, 2006). Cependant, les bases de données sonheatteoins fournies en

ce qui concerne les genes de fonction.

Bien qu’efficace, la technique de quantificatiorr @PCR, présente cependant des biais
importants. Le principal est lié a l'utilisation ulie gamme d’étalonnage provenant de
dilutions d’'une culture pure d8. natanspréalablement dénombrée par cytométrie en flux.
Les biais introduits lors de la quantification paitométrie en flux, mais surtout lors des

dilutions permettant la réalisation de la gammeest extractions, conduisent & une perte de
précision dans le dénombrement de la bactérie odrleboues activées. Un moyen

relativement simple a mettre en ceuvre et permetlangagner de facon importante en

précision, serait d'utiliser des plasmides ayamiporé le fragment du gersthA pour

réaliser la gamme d’étalonnage.

Cette technique permet d'estimer l'effectif totaind espece bactérienne donnée quelle que
soit la morphologie adoptée ou son état physiologlidla mise au point d'un panel d’amorces
permettant de quantifier les différentes especethannes permettrait d'obtenir rapidement
un profil précis, en termes de diversité et d’al@mue, des populations filamenteuses des
boues activées. A I'heure actuelle, cette techniiquantification a seulement été appliquée
a I'espéceMicrothrix parvicella (Kaetzke et al., 2005¢es informations permettraient ainsi
d’évaluer les risques de foisonnement filamenteua. composition de la population
bactérienne étant directement en relation aveortgosition des eaux usées ou bien encore la

disponibilité de I'oxygéne, il serait également gibke de fournir aux exploitants de stations
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d'épuration des informations sur la nature desueffis a traiter, ainsi que sur le bon
fonctionnement des systemes d’aération. La difféicule mise au point de jeux d’amorces
ciblant les difféerentes bactéries filamenteusesdeeprincipalement dans le fait que ces

especes sont tres difficilement cultivables

Outre sa rapidité, cette méthode ne nécessite gzasadnnaissances et surtout l'expérience
nécessaire a une identification basée sur l'obsenvdes criteres morphologiques. De plus,

cette méthode de quantification moins fastidielesenpt de s'affranchir de biais inhérents a la
technique FISH.

1.5 Etude de l'expression protéique des formes mono  cellulaire

et filamenteuse de S. natans

La mise au point d'un moyen efficace de lutte cene phénomeéne de prolifération
filamenteuse, passe inévitablement par la compeitlendes mécanismes moléculaires
conduisant a cette forme particuliere de croissaatel’identification des molécules
impliquées. Dans cette optique, une étude de lesgion protéique globale &natanssous

formes monocellulaire et filamenteuse a été réalisé

L'objectif premier a été d’étudier la compositionl& structure de la gaine et d’identifier les
protéines intervenant dans sa synthése ou sa désttion du filament.

1.5.1 Etude du polysaccharide de la gaine d8. natans

Un protocole permettant la purification de la gamété mis au point. Il est basé sur celui
défini par Takeda adl. (2002b). Les étapes de traitement a l'autoclanecoeté remplacées

par des étapes a des températures inférieures }(6@AS sur de plus longues durées (trois
heures au lieu d'une). En effet une exposition dlysaccharide et des protéines a des
températures de l'ordre de 120°C entrainerait @aetion chimique, appelée réaction de
Maillard, entre des sucres réducteurs (glucose-atétlylgalactosamine) et des peptides. Ceci
pourrait conduire a une altération des moléculasdiées et donc a une mauvaise

interprétation des résultats.

' Le protocole d'extraction et de purification dejéane deS. natanest détaillé dans I'annexe 10.
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Lors d'expérimentations préalables, un moyen debsdier le polysaccharide purifié a été
défini. Apres différents essais, a l'aide d'ultrasade SDS, ou encore de solutions basiques
(NaOH) ou acide (HCI), il s'est avéré que seulraitdment ay-mercaptoéthanol aboutissait

a une solubilisation compléte de la gaine lyopédis Cette molécule va provoquer la
réduction des ponts disulfures au niveau des pregé€iLes protéines présentes au sein de la
gaine jouent donc un rdle essentiel dans sa cahésaamment grace aux ponts disulfures

entre les cystéines.

Les analyses biochimiques portant sur la compasgiola structure du polysaccharide, ainsi
gue sur la protéine de la gaine $lenatans’'ont pas pu étre menées a leur terme au cours de

cette these.
1.5.2 SDS-PAGE

La premiéere étape dans I'étude de I'expressionpda®ines pous. natangen fonction de sa
morphologie a été de déterminer le profil d’expi@sgylobale des protéines de ces deux
formes en utilisant la technique SDS-PAGE. Cetthrigue d’électrophorése en conditions
dénaturantes, décrite dans le chapitre MatérieMéthodes, permet de séparer les protéines
en fonction de leur masse moléculaire apparenexttaction des protéines totales est réalisée
en suivant le protocole décrit par Laemmli (1970yécrit dans le chapitre précédent. Les
protéines sont ensuite dosées a l'aide du systéaét € du kit Quant-iT¥ Protein Assay
(Invitrogen-Molecular probes). Les séparations SIEE sont alors réalisées a partir de 10
g d’extraits protéiques. Les conditions de migratont précisées dans le chapitre Matériels
et Méthodes.

Les protéines totales sont extraites a partir diir@s de la bactérie sous forme dispersée et
filamenteuse de trois souches différentesSdeatans 13338T, 15291 et 29329. La souche
13929 étant difficile a obtenir sous forme monadalte, elle n'a pas été incluse dans cette
étude. De méme, la souche 29330 se développaninwrsuniquement sous forme
monocellulaire, la difféerence d'expression protéiguntre ses deux formes n'a pas pu étre
étudiée. Les profils d’expression protéique desmsches ont ensuite été analysés par SDS-
PAGE. (cf. Figure 92).
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Figure 92 : Profils de migration électrophorétiqueobtenue en SDS-PAGE a 10% d'acrylamide, et apres
coloration au bleu de Coomassie, des protéines ttga extraites de culture des souche&s natans13338T,
15291 et 29329 sous leurs formes dispersée (D)iketnfienteuse (F). Mq : Marqueur de masses moléculas
(en kDa).

Les profils des différentes souches, bien qu’ayangrand nombre de bandes en commun,
présentent également de nombreuses différencesprbéits des souches 13338T et 15291
semblent assez proches, alors que celui de la s®@B29 présente un certain nombre de
bandes spécifiques. Ces premieres observationsiegnatier dans le méme sens que celles
faites lors de I'étude des morphologies adoptéedoention des conditions de culture
(disponibilité de I'oxygéne et concentration enrménts). Nous avions a ce moment la
constaté que les souches 13338T et 15291 adoptdEsntmorphologies relativement
semblables dans des mémes conditions de cultunes, glie la souche 29329 se comportait
différemment, ne se développant que rarement smusefde filaments. Ces divergences de
comportement pourraient donc provenir d’'une variatie I'équipement enzymatique, ce qui
expliquerait également les différences entre ledilprélectrophorétiques obtenus par SDS-
PAGE.

Des variations entre les deux morphologies sonteégat observées pour chacune des
souches. Les profils des bactéries sous forme ditaeuse apparaissent plus complexes dans
leur composition en protéines. Cependant, les sdafermations que fournissent ces gels
sont que des protéines sont difféeremment exprinsé&mn la morphologie adoptée par la

bactérie.
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Dans un second temps, les protéines totales omxétdites a partir de cultures de la souche
S. natansl5291 uniquement sous forme monocellulaire, filai@ease, et a partir d’'une culture
issue de filaments dont la transition vers la formmanocellulaire a été induite par un transfert
sur gélose NB 1% 48 heures avant extraction dagsipes. Nous qualifierons cette culture de
bactéries en cours de défilamentation. Les proséaxdraites a partir de la gaine purifiée ont
également été analysées par SDS-PAGE (cf. FigureE9Beffet cette derniére a été décrite
comme étant composée de 27% de protéines (Takeala 1998) qui jouent un réle essentiel
dans sa structuration, comme cela a été montrédepamitement au3-mercaptoéthanol.
Takedaetal. (1998), ont mis en évidence que ces protéinescamnposées a pres de 25% de
cystéine qui jouent donc un réle central dans factiration de la gaine. L’identification de
ces protéines permettrait d'avancer dans la corapsiin de la construction de la gaine

polysaccharidique et donc dans le mécanisme deataymdes filaments d&. natans

Gaine Disp. Filt. Filt. Defilt.

Figure 93 : Profils de migration électrophorétique,en SDS-PAGE a 10% d'acrylamide, des protéines
totales extraites de culture deS. natans15291 sous forme dispersée (Disp.), filamenteusslt(), et en cours
de défilamentation (Defilt.), ainsi que de la gain@urifiée de S. natans(Gaine). Mq : marqueur de masses
moléculaires (en kDa).

Comme cela a été constaté lors de l'analyse SDEPd€S protéines extraites des formes
dispersée et filamenteuse des trois soucheS. datansle profil de la souche 15291 sous
forme de filaments semble plus riche que celuiadéoime monocellulaire. De nombreuses

bandes semblent beaucoup plus intenses dans temétphologique. La région du gel
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comprenant les protéines ayant une masse moléxudaimprise entre 31 et 66 kDa est la

mieux résolue et semble étre celle présentanukege différences entre les deux états.

Le profil d'expression des protéines extraitesadeulture en cours de défilamentation est trés
semblable a celui de la bactérie sous forme fildme®e (cf. Figure 93). Quelques bandes
semblent varient Iégérement en intensité, maiptesls globaux sont similaires. Ceci peut
s'expliquer par le fait que 48 heures apres lesteaindes filaments sur la gélose, une forte
population de cellules dispersées est apparue dwisombreux filaments sont toujours
présents. L'objectif de I'étude du protéome des$ébias se situant dans une transition entre
I'état filamenteux et I'état monocellulaire estrdettre en évidence des enzymes capables de

dégrader ou de déstructurer la gaine polysacclyaiedentourant le filament.

Aucun profil n’est visible pour I'échantillon pragé@e extrait de la gaine purifiée car nous ne
disposions que de peu de matériel de départ : U gaine ont été purifiés et lyophilisés a
partir de 5 litres de cultures. D’autres analysegadt également étre réalisées, les protéines
ont été extraites a partir de seulement 100 mgadedyophilisée. De plus, le polysaccharide
étant tres difficilement soluble, I'extraction destéines a été délicate et son rendement trés
faible. Une révélation des bandes a l'aide d'urleration plus sensible que le bleu de

Coomassie tel que I'argent, aurait srement peatioigenir une meilleure résolution des gels.

1.5.3 Analyse LC-MS-MS

La seconde étape de l'analyse de I'expressioniguatéa été de définir quelles étaient les

protéines dont I'expression variait entre les dewtphologies adoptées par la bactérie. La
technique choisie pour les identifier est la spEtopie de masse en tandem couplée a la
chromatographie liquide haute performance (LC-MSyM®s analyses ont été réalisées sur

les extraits protéiques issus de la sougheatansl5291.

1.5.3.1Analyses des protéomes totaux des formes dispersie

filamenteuse

Dans un premier temps, des analyses de LC-MS-M®&téntealisées sur les protéines totales
issues de cultures sous forme filamenteuse etrdispel’objectif était de mettre en évidence

une différence au niveau de I'expression protémntee les deux formes.
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Une analyse SDS-PAGE avec une migration électr@piopre trés courte est réalisée pour les
deux extraits protéiques, afin de n’obtenir qu’lo@de large regroupant le protéome total.
L’ensemble des protéines ainsi détecté au Bleu aam@ssie est hydrolysé a partir du gel.

Une analyse par LC-MS-MS est ensuite réalisée delprotocole décrit précédemment.

L’analyse des peptides identifiés par spectroméienasse est réalisée en utilisant le logiciel
Peaks (Bioinformatics Solutions Inc.). L’analyser gaartographie peptidique consiste a
confronter les peptides identifiés par spectroraéiriune banque constituée de toutes les
séquences protéiques (eprotéobactéries disponibles. Par cette méthode, pletéines
identifiées pour les formes monocellulaire et fiemteuse sont respectivement au nombre de
73 et 71. Ces valeurs sont de tres loin infériecaesnombre de protéines réellement
exprimées par la bactérie. De plus, seulement d&ipes pour la forme filamenteuse et 41
pour la forme dispersée ont été identifiees derfaggrtaine, c'est-a-dire par l'identification

d’au moins deux peptid&s

La plupart des protéines identifiées sont les méyuetie que soit la morphologie considérée.
Il s’agit de protéines trés conservées et intermedans le métabolisme de base des cellules.
Ce sont principalement des protéines ribosomiqdes, enzymes du cycle de Krebs, des
facteurs de transcription ou bien encore des pret€intervenant dans la synthese de I'ATP.
Ces résultats nous permettent de constater queusenséparation efficace en amont, les
extraits protéigues sont trop complexes pour ungarséion des peptides par simple
dimension, de type NanoLC. Pour identifier plugpdetéines, directement a partir des extraits
protéiques bruts, il faudrait mettre en place ugpagation multi-chromatographique du

mélange peptidique préalablement a I'analyse paMS=MS.

Une seconde stratégie a donc été employée poutifiderdes protéines différemment
exprimées entre les deux morphologiesSdenatansDes bandes d’intensités différentes ont
été découpées a partir de gels SDS-PAGE et analgseeC-MS-MS.

™ La liste des protéines identifiées pour les fordispersée et filamenteuse est disponible en asrieket 12.
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1.5.3.2Analyse des bandes SDS-PAGE

Cing bandes dont les variations d'intensité soes timportantes entre les deux états

morphologiques ont été sélectionnées sur un geHSBGSE (cf. Figure 94).

K j [FR—

21, Gi—

144

Figure 94 : Photographie du gel dénaturant SDS-PAGELQ % acrylamide pour les extraits protéiques de
S. natans 15291 sous forme filamenteuse (Filt.) et dispersg®isp.), et positionnement des 5 bandes
découpées et ultérieurement analysées en LCMSMBa lettre correspond a la morphologie des bactéries
partir desquelles les protéines ont été extrakted-ilament et D : dispersées. Les unités du neanqde poids
moléculaire sont exprimées en kDa. Les flecheginglit la morphologie pour laquelle la bande décewgsé la
plus intense.

Les bandes 1, 2, 4 et 5 sont beaucoup plus intgrmesla forme filamenteuse que pour la
forme dispersée. Au contraire, la bande 3 estipbesse pour la forme dispersée que pour la

forme filamenteuse (cf. Figure 94).

Ces bandes ont été découpées sur les deux profiléiques deS. natans Les protéines
contenues ont été extraites puis digérées paypaitre. Ces extraits protéiques ont ensuite été
analysés par LC-MS-MS en suivant le protocole dédans le chapitre précédent. Les
peptides déterminés ont été analysés a l'aide diciéb Bioworks Browser 3.3 (Thermo
Electron) et l'algorithme Sequest. Le niveau d'egsion des protéines identifiées a

également été déterminé pour chacune des bandistpahnique dite de "spectral counting”.
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Elle permet de comparer le niveau d'expressionedn@me protéine dans deux échantillons
différents, en se basant sur le nombre de speetrés nombre de peptides identifiés lui
correspondant. Nous avons ainsi pu comparer leanidexpression des protéines identifiées

dans une méme bande correspondaéhtrzatansous forme filamenteuse et dispersée.

Pour chaque paire de bandes découpée du gel SD&RAG d'une dizaine de protéines en
moyenne ont été identifiées : 17 pour les bandest1D, 18 pour les bandes 2F et 2D, 14
pour les bandes 3F et 3D, 20 pour les bandes 4B,ett enfin 13 pour les bandes 5F et 5D.
Seulement certaines d'entre elles sont expriméémscda différente par les deux formesSle

natans(cf. Tableau 21).

Protéines exprimées essentiellement par la forme | Protéines exprimées essentiellement par la forme

filamenteuse monocellulaire

- Protéine de la division cellulaire FtsAQ)"
- Protéine Kinase de type transféra@/{)

- 3-hydroxyacyl-CoA déhydrogénas#/@)

- Acétolactate synthas@/()

- Enzyme de liaison a la thiamine pyrophosph
(TPP) 8/0)

- Protéine chaperonne DnaB/()

Bande
ate 1D

Bande
1F

aBande - Glutamate —ammonia ligase/4)
2D - Glucose-6-phosphate isomera8b)
- Polynucleotide adenyltransferagg4)

Bande - Protéine soluble de liaison extracellulaire de
2F famille 1 30/6)

- Arginosuccinate lyasé(6)

- Adenosylhomocysteinasg29d/4) - Peptidase U620(4)
Bande - Sulfate-adenyltransferase/Q) Bande - Sous-unité de I'ATP synthase FD/26)
3F - y-glutamyl phosphate reductagkq) 3D - Facteur de terminaison de la transcription
- glutamate-cystéine ligasé/() Rho 3/19

- Isocitrate lyase3/14)

- Chainea de la Succinyl-CoA synthetasE3(0)
- Malate déhydrogénasb/(Q)

- Protéine soluble de liaison extracellulaire de la - Succinate déhydrogéna€¥#6)
Bande famille 3 6/0) Bande - Facteur d'élongation P/5)
4F - Aminotransférase d'acide aminé a chaine ramifiée4D - Protéine de liaison périplasmique/facteur de
(4/0) transcription Lacl @/4)

- Facteur d'élongation EF-Td/(Q)
- Endonucléase AP de la famille 2Q)

- Protéine chaperonne GroE2/11)

Bande - Protéine de liaison périplasmiquid(2) Bande Dihydrodipicolinate réductasé/e)

5F - Protéines de la chaine de transport d'électf ( 5D

Tableau 21 : Protéines surexprimées dans les formemnocellulaire et filamenteuse d&. natans

Les protéines considérées comme plus exprimées warms ont un nombre de spectres
caractéristique de la protéine au moins quatresigg@rieur a celui de I'autre morphologie de
la bactérieS. natans

" (Nombre de spectres obtenus pour la forme filamesg#/Nombre de spectre obtenus pour la forme disper
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Si on les classe en fonction de leur activité phlggique, ces protéines appartiennent

principalement a six groupes.

* Les enzymes du métabolisme énergétique :

v" Enzymes du cycle de Krebs

L'isocitrate lyase, l'arginosuccinate lyase et lacgse-6-phosphate isomérase sont des
enzymes intervenant dans le cycle de Krebs quismeixprimées lorsqu&. natansadopte la
forme monocellulaire. Au contraire, l'aconitate fatdse, la succinyl-CoA synthétase et la

malate déshydrogénase sont plus exprimées loesaeiksance filamenteuse.
v' Enzymes de la glycolyse :

Une enzyme intervenant dans la glycolyse, la kimgsg/pe PfkB, spécifique des sucres a été
identifiée comme étant surexprimée lors de la semse de la bactérie sous forme
filamenteuse. L'acétolactate synthétase, enzymmvemant dans la formation de l'acide
lactique a partir du pyruvate, produite lors deglgcolyse est aussi plus exprimée par les

filaments.
v" Oxydation des acides gras :

Deux enzymes intervenant dans le mécanism@-abeydation permettant la dégradation des
acides gras, sont plus exprimées chez le filam#ng'agit de la 3-hydroxyacyl-CoA

déshydrogénase et d'une enzyme de liaison a laniiegpyrophosphate.

La filamentation est ici induite par le transfedsdbactéries dans un milieu tres pauvre, le
microorganisme va donc devoir mettre en ceuvre ilé&rehts mécanismes a sa disposition
pour produire de I'énergie. lfroxydation est la seule fagon de produire de |gieex partir
des acides gras (Stoffel & Caesar, 1965). La glgmlpermet d'obtenir de I'ATP par
dégradation du glucose (2 molécules d’ATP pour 1emde de glucose) sans consommation
d'oxygene, voie qui peut donc étre favorisée larealcarence en oxygene et pouvant aboutir

a la filamentation d&. natans
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* Les protéines impliquées dans la division cellelair

Parmi les protéines les plus intéressantes ayamndéntifiées lors de cette analyse, se trouvent

les protéines directement impliquées dans la dimisellulaire.
v' Protéine chaperonne GroEL :

Les analyses ont permis de mettre en évidence ejie grotéine est plus exprimée cl&z
natanssous forme monocellulaire. Cette enzyme, équivelde Hsp60 chez les eucaryotes,
est une protéine dite chaperonne, c'est-a-direllgymrticipe a la maturation d'autres
protéines en leur assurant un repliement tridincems#l adéquat (Martin, 1997). Ce type de
protéine est exprimé lors des situations de strtssotamment lors d’'une exposition aux
hautes températures. C'est pour cette raison qugpeede protéine est également désigné
sous le terme de protéines de choc thermique oat“Sleock Proteins" (Hsp). Elle intervient
aussi dans le phénomene de division cellulairentamagissant avec la protéine FtsZ (Ogého
al., 2004), indispensable a I'étape de cytodiéréseh(Mét al, 2000). Elle appartient a une
famille de protéines codées par un ensemble desgauie lorsqu'ils sont mutés, entrainent
une altération de la division cellulaire et uneigsance des cellules sous forme de filaments.
On parle donc de protéines "Filamentous thermoHbezisou Fts. Cette protéine forme un
anneau au niveau du site du futur septum, perntedteuite la contraction et la division de la

membrane.

Ainsi des bactériek. coli mutantes pour les protéines GroEL et GroES selald@vent sous
forme de filaments (Fujiwara & Taguchi, 2007). $ételonc tout a fait probable que GroEL
joue un réle important dans le mécanisme de filaatem chezS. natans

v" Protéine FtsH :

Cette protéine est, a la différence de la précédquiis exprimée lorsque la bactérie se
développe sous forme de filaments. Elle est égalend@ectement impliquée dans le
phénomene de division cellulaire. C’'est une praéds type AAA qui va hydrolyser
spécifiguement FtsZ et ainsi empécher la divisienlalmembrane cellulaire (Begg al,
1992). Le rolein vivo de FtsH est de contrbler le taux de FtsZ dansellle et par
conséquent de réguler la division cellulaire. Listion d’une surexpression de cette protéine

chezE. coli provoque la croissance de la bactérie sous fomféagnents (Itotet al, 1999).
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* Les protéines de stress :

Les protéines dites de stress sont souvent asesBniééix protéines Hsp, mais d’autres
protéines sont également synthétisées par les onganismes lors de situations critiques.
Certaines d’entre elles ont été identifiees comyamiaun niveau d’expression différent entre

les formes filamenteuse et monocellulairésSd@atans
v' Peptidase U62 :

C'est l'unique protéine de stress identifiée qui@as exprimée par la forme monocellulaire
de la bactérie. Elle intervient dans le mécanismegglication de ’ADN ou elle joue un réle
de modulateur de 'ADN gyrase. Cette enzyme faeoat la réplication de I'ADN en

empéchant l'interaction entre la sous-unité A @dN gyrase et une molécule inhibitrice de

son activité.

Les protéines de stress suivantes sont toutesepjusmées par la forme filamenteuse Sle

natans
v LaDnaK :

Cette protéine chaperonne qui correspond a Hspg0edearyotes, participe au processus
d’assemblage des ribosomes (Sbai & Alix, 1998k E#t aussi requise pour la croissance des
microorganismes en conditions de stress en fawvurigaréplication de I'ADN lors d'une

exposition des bactéries a de hautes températdveanget al, 1990).
v' AP endonucléase :

Cette enzyme intervient dans le mécanisme de répaude I'ADN. Elle clive alors I'ADN au
niveau d'un site abasique, aussi appelé site A@ri(ae/apyrimidique), ce qui correspond a
une coupure de la molécule d'’ADN. L’ADN polymerdsa I'ADN ligase entrent ensuite en
action, pour remplacer les bases excisées. Lesnanlases AP sont donc surtout exprimées

lors des situations de stress ou la molécule d'ABglie de subir des dommages importants.
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v Le facteur d'élongation EF-Tu :

Cette protéine est indispensable a I'élongationladechaine polypeptidique lors de la
traduction des protéines en interagissant direateaeec le ribosome (Kaziro, 1978; Krab &
Parmeggiani, 2002). Elle permet de réguler la semise bactérienne et est souvent exprimée

en réponse a un stress tel qu'un déficit en nuttisne

* Les protéines intervenant dans la synthése d’'acia@sés :

Une expression différente entre les formes monalegélé et filamenteuse d&. natansa été

définie pour de nombreuses protéines intervenard @Favoie de synthése des acides aminés.
v Dihydrodipicolinate réductase :

C'est la seule enzyme impliquée dans la synthesedds aminés parmi celles identifiées, a
étre plus exprimée dans la forme dispersée de d&ef@a Elle intervient dans la voie de
synthése de la lysine, acide aminé essentiel dansrhposition de la paroi bactérienne. De
nombreuses protéines ayant un role central dansédeanisme de division cellulaire
interagissent directement avec la paroi, et notamina¥ec les peptidoglycanes qui la

composent (Morloet al, 2004).

Les enzymes intervenant dans la synthése d'acidegs qui vont maintenant étre décrites

sont toutes exprimées de facon plus importante ldaiosme filamenteuse d& natans
v' La Sulfate adényltransférase :

Cette enzyme est impliquée dans la biosynthésa dgskéine. Elle entre en jeu au niveau de
la premiere étape de la voie d'assimilation duaselflequel va ensuite servir a la synthése de
l'acide aminé en question a partiDdicétylsérine.

v' L'Adénosylhomocystéinase :

Cette enzyme permet la formation d’homocystéine,eqtiun homologue de la cystéine, a
partir de S-adénosylhomocystéine. L'homocystéiriterdi de la cystéine par l'ajout d'un
carbone (-Cht) avant le groupement thiol (-SH). Cet acide anso@fré peut également

servir, en utilisant une voie secondaire, de soaieecystéine pour le microorganisme, la
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condensation de I'homocystéine avec la sérine msant a la formation de cystéine et-d'

cétobutyrate.

La cystéine est un des principaux acides aminéstitatifs des protéines de la gaine 8e
natans Il représente en effet prés de 25% des acideséanientifiés a partir des extraits de
gaine purifiee (Takedat al, 1998). Comme nous avons pu le constater précédamma
cystéine semble jouer un rble essentiel dans letsite de cette gaine polysaccharidique. Il
n'‘est donc pas surprenant que les protéines ingagjuans sa voie de synthese soient

surexprimées lors de la filamentation.
v' Lay-glutamyl phosphate réductase :

Cette enzyme intervient dans la synthése de langrahais elle est également impliquée dans
le cycle de l'urée et le métabolisme des groupesreminés car elle engendre la production

de glutamate-5-semi-aldéhyde.
v' La Glutamate cystéine ligase :

Cette protéine est généralement produite en répénge stress oxydatif. Elle est en effet a
l'origine de la formation du glutathion, qui est pumissant antioxydant et qui permet I'entrée
des acides aminés dans la cellule. Il est forméear3 principaux acides aminés retrouvés au
niveau de la gaine polysaccharidique 8e natans: glycine (50%), cystéine (25%) et
glutamate (6,4%).

v L'Aminotransférase d'acide aminé a chaine ramifiée

Cette enzyme intervient dans la synthése des aeid@ss a chaine ramifiée, c'est-a-dire la
leucine, lisoleucine et la valine, qui représentg®% des acides aminés décrits dans les

extraits de gaine purifiée.

Ces différentes enzymes identifiées pour la foritementeuse deS. natanssont celles

participant a la synthese des acides aminés les gilondamment retrouvés dans la gaine
entourant le trichome de la bactérie. La croissdif@menteuse réclamant la synthése d'une
importante quantité de gaine, il serait logique tugroduction de ces acides aminés soit

augmentée lors de la croissance filamenteuse.
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* Les protéines de la néoglucogenese :

La néoglucogenése correspond a la synthése desglymr le microorganisme a partir de
précurseurs non-glucidiques. C'est en quelque $erghénomene inverse de la glycolyse.
Plusieurs voies sont possibles en fonction du psécw utilisé (acides aminés, pyruvate,
lactate ou glycérol). Deux enzymes intervenant dansynthese de glucose par la voie du
pyruvate sont exprimées de fagon plus importantéap@rme filamenteuse d& natans

v' La Phosphoénol-pyruvate carboxykinase (PEPCK) :

Si la néoglucogenése partage un grand nombre dfeszgvec la réaction de glycolyse mais
dans le sens inverse, la PEPCK est une enzyme sp@eifique de cette réaction. Elle permet
la transformation de l'oxaloacétate en Phosphopylvate (PEP). C'est a partir de cette
molécule que la voie de la glycolyse est emprujiéqu'a la synthése d'une molécule de

glucose.
v' Malate déshydrogénase :

A la différence de la PEPCK, la malate déshydrogénatervient a la fois dans la glycolyse
et la néoglucogenése. Elle catalyse la conversiomalate en oxaloacétate. Etant donné que
nous avons mis en évidence la présence de la PERCKJonc de la voie de la

néoglucogenese, elle est ici classée comme appattara voie de biosynthése du glucose.

Le fait que des enzymes impliquées dans la voieiakeynthése du glucose soient exprimées
dans les bactéries ayant adoptées la forme filausatet ne soient pas retrouvées chez les
microorganismes dispersés peut étre lié a la syatde la gaine entourant le filament. En
effet, elle est composée a 20% de glucose et adkOBBacétylgalactosamine. Une production
importante du polysaccharide nécessite donc deafd ¢gu microorganisme une grande
guantité de glucose, ce qui pourrait expliquettiVation de la voie de néoglucogenese. Il ne
faut cependant pas perdre de vue que seule unitssfraction du protéome a été analysée.

* Les protéines de transport :

Le dernier groupe de protéines exprimées de fa@érehte entre les formes dispersée et
filamenteuse de la bactérie correspond aux pratédee transport, et notamment a celles
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transportant les sucres. Toutes ces protéinesespnimées de fagon plus importante pour la

forme filamenteuse d8. natans
v' Protéine de liaison périplasmique/facteur de trais@n Lacl :

Cette protéine est avant tout un facteur ayanbleninhibiteur de la transcription. Sa liaison a
un sucre va changer sa conformation, notammentivaaun du site de liaison a I'ADN, et
lever cette répression. Cette molécule va avoalfgdement un réle de transporteur de sucres,

en particulier du Rhamnose, du D-fructose et duyib3e.
v' Récepteurs solubles extracellulaires de la fandilkt 3 :

Ces protéines ("extracellular solute-binding pmotejouent des roles multiples au sein de la
cellule : chémorécepteurs, récepteurs pour leesest de transport, ou encore initiateurs de
signaux de transduction de certaines voies métgesi Environ 50 protéines de ce type ont
été identifiées pour les bactéries Gram-négatives protéines appartenant a la famille 1 sont
impliqguées dans le transport d'oligosaccharideslle€eappartenant a la famille 3
reconnaissent spécifiquement les acides aminésrgmlgue sont l'histidine, la lysine-

arginine-ornithine, et la glutamine, ainsi quedegles aminés basiques (Tam & Saier, 1993).

Ces différentes protéines impliquées dans le tahsie molécules, ont toutes pour cibles des
molécules entrant dans la composition du polysamale la gaine ou bien I'EPS entourant
le filament. En ce qui concerne les récepteursbéetuextracellulaires, ils participent au
transport de polysaccharides, ainsi que de ladysinde la glutamine qui sont des acides
aminés entrant dans la composition de la gaingrbtine de liaison périplasmique/facteur
de transcription Lacl participe au transport dumhase, qui entre a 50% dans la composition

de I'EPS retrouvé autour du filament.

1.5.4 Conclusions, limitations de la technique et perspéues

Cette étude de I'expression des protéines des fmmanocellulaire et filamenteuse &e
natansreste une premiere approche. En effet 'analyaeété effectuée que sur cing paires de
bandes issues du profil de migration SDS-PAGE ésemtant les variations d’intensité les
plus prononcées entre les deux morphologies. &llmnft cependant de nouvelles pistes quant
a d’éventuelles molécules cibles intervenant plusnoins directement dans le phénoméne de
filamentation.
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D’apres les profils SDS-PAGE, il semblerait qu’'uplels grande variété de protéines soit
retrouvée chez la forme filamenteuse de la bact8ue les cing bandes du gel étudiées, une
seule est plus intensément marquée pour la fornmoeediulaire deS. natansEn général, les
protéines qui sont plus fortement exprimées lorségiemicroorganisme adopte cette
morphologie sont impliquées dans le phénomenevigi@h cellulaire, comme par exemple la
peptidase U62 qui induit le phénomeéne de réplioati® ’ADN.

En ce qui concerne les protéines plus expriméetepdilaments que par la forme dispersée,
un grand nombre d’entre elles semblent en rappet & gaine polysaccharidique entourant
le trichome deS. natansLa protéine correspondant au gesteAn'a pas pu étre mise en
évidence par cette méthode. D'apres sa composticacides aminés, elle devrait avoir une
masse moléculaire d'environ 52 kDa, et devrait dameituer juste au dessus de la bande 3
découpées a partir du gel. Cependant, plusieungrew identifiées semblent en lien direct
avec la synthese de cette gaine. Certaines erdnattement dans la voie de synthése des
principaux acides aminés qui composent sa fragifotéique et en particulier de la cystéine,
qui correspond a elle seule a 25% des acides ampi@éents dans celle-ci. Un autre élément
important est la présence d’enzymes impliquées @andoglucogenése, réaction aboutissant
a la synthése de glucose par le microorganismegl€eatent semble en accord avec le fait que
lors de la synthese du polysaccharide constit@ifadgaine, une grande quantité de cet ose
doit étre mobilisée par la bactérie puisqu’il reggite 20% des sucres entrant dans sa
composition. Toujours dans le méme sens, des pestéde transport de sucres ou de
polysaccharides ont également été identifiées [@otorme filamenteusde S. natansEnfin

un grand nombre de protéines dites de stress énte@buvees, ce qui est logique car la

filamentation est une forme de réponse de la hiacéune situation de carence.

Ces resultats permettent de fournir de nouvellsgepiconcernant les protéines directement
impliquées dans le mécanisme moléculaire régidaambissance sous forme filamenteuse de
S. natans Une étude plus approfondie de ces derniéresj ques l'identification d'autres

enzymes pourra permettre de définir de facon phézige les mécanismes moléculaires
régissant la formation du filament, ou de déterminemment des cellules dispersées
provenant d'un filament peuvent recoloniser le enillors d'un changement des conditions
environnementales. L'aspect limitant auquel s’esiriée notre démarche d’identification, est
gue notre microorganisme cible est trés peu coommme la majorité des microorganismes

de l'environnement. Son génome n’est actuellemastggéquencé, et tres peu de séquences
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nucléotidiques s'y référant sont publiées. SeuldéB&nséquences concerné&tnatansont
référencées sur GenBank, et elles ne correspoeddiait qu'a 4 séquences différentes de son
génome. De ce fait 'analyse par empreinte pepigligst tres délicate, et seules les protéines
les plus conservées et les plus abondantes datsifiBllon pourront étre mises en évidence.
En effet un peptide ne présentant une variationdjue seul acide aminé avec une séquence

référencée dans la base de données ne peut &@nmuecomme présentant une similarité.

Les différences entre les profils protéiques okdepour les morphologies dispersée et
filamenteuse montrent une évolution dans la phggielde la cellule. Mais il faut cependant
noter que dans ce cas seul les deux états morpésldgsctinctes de la bactérie ont été
etudiés. Mais la filamentation est en réalité ugrmene progressif (Cf. Figure 95) dont la

séquence théorique des évenements a été décatalprdment (cf. pages 165-166).

Figure 95: Schéma illustrant les principales étapede la formation du filament a partir de S. natanssous
forme dispersée, et la recolonisation du milieu pales effectifs monocellulaires.

En fonction stade dans lequel se trouvent les miganismes, I'équipement enzymatique
dont dispose la cellule peut se révéler trés differUn certain nombre de protéines cibles

peuvent étre envisagées en fonction des besoilasagdule pour chacune de ces situations.

« 1:protéines liees a la mobilité des cellules, #agelles

e 2 : protéines de stress, molécules d’adhésion (CA&epteurs impliqués dans le
chimiotactisme, enzymes intervenant dans la syathds polysaccharides, la
protéine correspondant au gésteA

« 3: protéines de structure de la gaine, protéieestigss
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* 4 : protéases spécifiques des protéines structlmagaine, enzymes de lyse du

polysaccharide, protéines liées a la mobilité ddisiles.

Afin d’avoir un profil complet des protéines impli§es dans le mécanisme régissant la
filamentation, il est impératif d’étudier I'express protéique pour chacune des transitions

morphologiques décrites précédemment.

L’approche protéomique reste tres intéressante pawrenir a une identification et a une
analyse différentielle précise de l'expression ghestéines participant au processus de
filamentation et, par conséquent a la compréhendmrson mécanisme moléculaire. Une
séparation des protéines par électrophorése en diewensions permettrait d’obtenir des
profils d’expression protéiques tres précis, evidaaliser plus facilement les variations entre
les différents états morphologiques. L’identificatides protéines est facilitée car un spot
isolé correspond généralement a une seule progilaedifférence du gel SDS-PAGE ou une
bande peut correspondre 20 ou 30 protéines ditigsenl’analyse des données de
spectrométrie de masse serait facilitée par la ersplace d’'une identification des protéines
par approche de novd. Une fois les protéines ainsi identifiées, legjusnces d’ADN
correspondantes pourront étre déduits et le gatnerehé dans le génome de la bactérie. Cela
n'a malheureusement pas pu étre le cas dans le dadces travaux, faute de temps et de

moyens.

La méthode d’extraction des protéines pourraitégaht étre optimisée. En effet la technique
employée, décrite par Laemmli (1970), est trecafe pour I'extraction des protéines totales.
Il pourrait cependant étre envisagé d’avoir recaursn fractionnement sub-cellulaire, pour

obtenir une préparation enrichie en enveloppesilegés ou en polysaccharides de gaine. Il
serait ainsi possible de caractériser plus spégfitent les protéines associées a ces
compartiments cellulaires, en particuliers cellagipipant a la synthése ou a la structuration

de la gaine.

Bien que de nombreuses optimisations restent dseéalii semble que la voie de la
protéomique soit la plus adaptée a la déterminadiormécanisme de filamentation &e
natans mais également a celle d'autres bactéries filtenses plus frequemment rencontrées

en boues activées.
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