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Résumeé:

Le foisonnement filamenteux est un probleme rédurdans de nombreuses stations
d’épuration a boues activées. L'objectif de cegaux est d’améliorer la compréhension des
mécanismes physiologiques et moléculaires impligwEns la filamentation des
microorganismes, afin de pouvoir orienter de fuigusatégies de lutte contre le phénoméne
de bulking.Sphaerotilus natangjui peut croitre réversiblement sous forme mornoleéle ou

filamenteuse, a été utilisée comme bactérie mquizte cette étude.

Différents types de cultures, ainsi que des supas cytométrie en flux et marquage au
cFDAJ/SE, ont montré que les diverses souchesSdaatansadoptent des morphologies
différentes et que les filaments croissent parsivis cellulaires successives et non par un
chainage des bactéries. Une analyse par RT-QPCR amévidence que l'expression du
genesthAaugmente fortement aprés induction de la filantemtaet reste ensuite a un niveau
élevé. Une comparaison de I'expression protéiqeefaenes monocellulaire et filamenteuse,
par LC-MS-MS, a permis d'identifier des protéinespliquées dans la filamentation, et

notamment dans la synthése de la gaine.

La concentration intracellulaire en ARNr, mesurée RT-QPCR, varie durant la croissance
de S. natanset d’autres microorganismes, entrainant une ditignumportante de I'intensité
du marquage FISH, mesurée par cytométrie en flikilisation de la technique FISH pour
guantifier des microorganismes est donc remiseuastopn, d'autant plus dans des matrices
aussi complexes que les boues activées. Ces otieasvanettent également en doute
I'hypothese, émise en utilisant ce mode de quaatifin, d’'une déstructuration des filaments

consécutive a un retour a des conditions de cutiuefavorables.

Mots clés: bactérie flamenteus§phaerotilus natandoues activées, bulking, mécanismes
de filamentation, protéomique, ARNr, FISH, RT-QPCR;MS-MS, Cytométrie en flux.
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Abstract:

Filamentous bulking is a widespread problem in mactywated sludge wastewater treatment
plants. The objective of this study is to improve tunderstanding of physiological and
molecular mechanisms of filamentation, in orderd&dine strategies for future treatments
against bulking.Sphaerotilus natanswhich is able to grow reversibly as single-cell or
filament, has been used as a model within this work

Different types of culture experiments, as well &DA/SE staining and flow cytometry
analysis have showed that different strainsSofnatanshave various behaviours and that
filaments grow by a chain of cell divisions instezch reassembly of single cells. RT-QPCR
analysis shows thathA gene expression increases strongly after induafoiiamentation
and then stays at high level. LC-MS-MS analysipraftein expression from filamentous and
single-cell forms ofS. natansllows the identification of enzymes involved ifamentation
and especially in sheath synthesis.

Intracellular rRNA concentration, measured by RTGRR varies strongly durin§. natans
and other microorganism growth, leading to an irtgur decrease in the FISH signal
intensity, measured by flow cytometry. The effia@grof bacterial quantification using FISH,
especially in complex matrix such as activated gduid therefore questioned. The hypothesis
of filament lysis when growth conditions returnnormal, deduced from FISH quantification,
is also weakened.

Keywords: filamentous bacteriggphaerotilus natansctivated sludge, bulking, flamentation
mechanisms, proteomic, rRNA, FISH, RT-QPCR, LC-MS;Mow cytometry
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ADN
ADNc
ADNr
ARISA
ARN
ARNmM
ARNr
ATCC
ATP
BET
BLAST
C/N
CARD FISH
cF
cF/SE
cFDA
cFDA/SE
Cm
CMF
CRT
Ct

Cy3
Cy5
DAPI
DBO
DCO
DEPC
DGGE
D-HPLC
dNTP
DO
DTT
EDTA
EH
EPS
ERU
ESI
FISH
FITC
FNDAE
FP

Liste des abréviations

Acide désoxyribonucléique

ADN codant

ADN ribosomique

Automated Ribosomal Intergenic Spacer Anialys
Acide ribonucléique

ARN messager

ARN ribosomique

American Type Culture Collection

Adénosine triphosphate

Bromure d'éthidium

Basic Local Alignment Search Tool

Ratio Carbone/Azote

CAtalysed Reporter Deposition FISH
5-(6)-carboxyfluorescéine
5-(6)-carboxyfluorescéine succinimidyl ester
5-(6)-carboxyfluorescéine diacétate
5-(6)-carboxyfluorescéine diacétate sucaidyl ester
Charge massique

Cytométrie en flux

Chlore Résiduel Total

Cycle threshold

Cyanine 3

Cyanine 5

Diamidino-4',6-phénylindol-2 dichlorhydrate
Demande biochimique en oxygene

Demande chimique en oxygéne
Diethylpyrocarbonate

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
Denaturing High Performance liquid Chrongraphy
Désoxyribonucléotide

Densité optique

Dithiothreitol

Acide éthyléne-diamine-tétraacétique
Equivalent habitant

Exopolysaccharide ou exopolymeric substances
Eaux résiduaires urbaines

Electrospray lonisation

Fluorescenh SituHybridization

Fluorescéine isothiocyanate-5

Fonds National pour le Développement des Atidas d'Eau

Forward primer



FSC

Fts
GFP
Hsp

B

ITS
LC-MS-MS
LSU
MES
M-MLV
MS-MS
MVS
NB
NTC
NTK
ORF
PBS
PCR
PEP
PEPCK
pH

PHB
PMSF
POP
QPCR
RP

rpm
RT-QPCR
SDS
SDS-PAGE
SSB
SSC
SSuU
SVI
TEMED
m
T-RFLP
Tris
TTGE

forward angle light scatter
Filamentous thermo-sensitive
Green fluorescent protein
Heat Shock Protein
Indice de boue
Intergenic Transcribed Spacer
Chromatographie liquide couplée a la smewétrie de masse en tandem
Large Subunit
Matieres en suspension
Moloney Murine Leukemia Virus
Spectrométrie de Masse en Tandem
Matiéres volatiles séches
Nutrient Broth
No Template Control
Azote Kjeldahl
Open reading frame
Phosphate buffered saline ou tampon phospalate s
Polymerase Chain Reaction
Phosphoénol-pyruvate
Phosphoénol-pyruvate carboxykinase
Potentiel hydrogene
Polyhydroxybutyrate
Phenylmethanesulfonyl fluoride
Polluants Organiques Permanents
PCR quantitative en temps réel
Reverse primer
Rotations par minute
Reverse transcriptase quantitative PCR
Sodium dodécyl sulfate
Sodium dodécyl sulfate polyacrylamideejetrophoresis
SDS Sample Buffer
Side angle light scatter
Small Subunit
Sludge volume index
NNN’"N’-tétra-méthyl-éthylénédiamine
Melting temperature
Terminal Restriction Fragment Length Polypiosm
Tris-hydroxyméthylaminométhane
Temporal Temperature Gradient Gel Electropsisr
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Avant-propos

Apres avoir longtemps pensé que les ressourceslaqumature lui offrait étaient
inépuisables, 'homme prend aujourd’hui douloursesd conscience qu'il n'en est rien. Si
les dégats qu'il a fait subir a son environnementsont pas tous irréversibles, il faudra
cependant de trés longues années avant de poesaiparer. Elément essentiel & la vie, I'eau
se situe au cceur de ces préoccupations. Depu@utsuicette ressource joue un role central
dans la vie de I'nomme, aussi bien pour satisfe@® besoins physiologiques, que pour

l'agriculture, I'élevage, l'artisanat, l'industiee, encore pour son simple confort.

L'eau salée représente 97% des eaux a la surfdeelT@ere, 2% correspondent a I'eau douce
sous forme de glace, I'eau douce liquide ne reptéspie 1%. Cette derniére est pourtant un
élément vital pour la plupart des especes animgtlaggétales. Mais si la quantité globale
d’eau douce disponible sur I'ensemble de la plamsteimportante, son acces n'est pas
équitable pour tous les hommes. Prés d'un quds pepulation mondiale n'a pas accés a une
eau potable de bonne gualité. On note des disparég marquées entre Nord et Sud, les pays
aux ressources en eau douce les plus limitées ptanmtla plupart des pays en voie de
développement. Cette situation est de plus aggrpaéde fait que ces régions voient leur
population s'accroitre de facon tres importantegatuant encore leurs besoins. Ces différents

eléments laissent entrevoir des perspectives derigédiici quelques dizaines d'années.

L'homme est donc en train de comprendre qu'il @odnomiser et protéger les ressources en
eau. Les lacs, les fleuves et rivieres sont unrvésemajeur d'eau douce, et constituent

également le siege de tout un écosysteme foisomieavie, aussi bien animale que végétale.

Au cours du siécle dernier, les progrés technigigesos sociétés modernes ont permis a tous
d'accéder a l'eau facilement, augmentant de fagmsidérable et souvent excessive, sa

consommation, et donc la quantité d'eaux uséegesjePendant longtemps, les eaux usées
domestiques et industrielles étaient rejetées tdineent dans les cours d'eau et les capacités

d'autoépuration des milieux aquatiques permettagg@liminer la pollution. Mais avec
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l'accroissement de la population et le développérden industries, les rejets ont trés vite
dépassé les capacités épuratrices de la natures Awoir pris conscience que par de telles
pratiques il dégradait son habitat, 'homme a dwropris qu'il lui fallait collecter les eaux
usées et les débarrasser au maximum de leur pollavant de la rejeter dans le milieu

naturel. Ainsi naquit I'épuration.

Le procédé d'épuration par les boues activées ageleement le plus répandu dans le
domaine du traitement des eaux usées. Cette métjubdevu le jour au début du PG siecle,

est basée sur l'utilisation de la capacité desaoiganismes a dégrader la matiere organique.
Les eaux usées sont mises en présence des miarsonga contenus dans les boues, et d'une
source d'oxygene, pendant une certaine période&sAggcantation des boues, I'eau épurée est
rejetée vers le milieu naturel. Bien que ne peramétpas de rejeter dans le milieu une eau
completement dépolluée, I'épuration par boues éesiwveprésente le meilleur compromis

entre la qualité de I'effluent rejeté et le coltmitement.

Si ce procédé est globalement bien maitrisé, isatibn de matériel biologique vivant
implique que certains paramétres soient difficéesnaitriser. Ainsi dans certains cas, les
boues vont subir des épisodes de foisonnement dittanx, aussi appelés bulking. Ce
probleme fait partie des désordres les plus frégquemh rencontrés dans les stations
d'épuration a boues activées, puisqu'il touche gee25% des installations. Cela se traduit par
une augmentation du volume des boues et une inmperttération de leur capacité de
décantation. Les boues ne pouvant plus sédimeotexatement, elles vont étre rejetées avec
l'eau épurée et contaminer le milieu naturel avetadnatiere organique et des bactéries. Des
pertes massives de boues peuvent donc perturbegngeat I'équilibre écologique du cours

d'eau récepteur, pouvant conduire dans les cadusgraves a une eutrophisation du milieu.

A partir du début des années 80, des normes des @ été instaurées pour les stations
d'épuration. Des concentrations maximales ont a@tsi fixées pour les matieres en
suspension et les substances azotées et phosphquéesont les principales substances
polluantes contenues dans les boues activées. [t ckes stations subissant un épisode de
foisonnement filamenteux vont étre contraintes deidiminuer leur débit d'influent afin de
maintenir une qualité de l'effluent constante, sarrompre totalement leurs rejets et donc
leur fonctionnement, entrainant d'importantes cgusgéces d'ordre économique. La maitrise
de la phase de décantation des boues est dondieldsegmour la préservation du milieu

récepteur, mais également pour assurer une gesfioace de la station d'épuration.
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Le foisonnement filamenteux a été I'objet de normabes études au cours des trente dernieres
années. Une des premieres étapes a été l'idetitficdes microorganismes responsables de
ce type de dysfonctionnement. Eikelboom (1975) resiadéfini une méthode basée sur
l'utilisation de criteres morphologiques. L'avenaimde la biologie moléculaire a ensuite
fourni de nouveaux outils aux microbiologisteseetparticulier I'hybridatiomn situ (Amann

et al, 1990), qui permet une identification plus effieades microorganismes. Parallélement,
des investigations ont permis de déterminer letefas induisant la prolifération excessive de
ces microorganismes: les carences en oxygene, @mmeants, un faible ratio

substrat/microorganismes, un déséquilibre C/N,reumauvaise configuration de la station.

Si ce phénomeéne est maintenant mieux cerné pathlgheurs, les moyens permettant d'y
mettre fin aprés sa survenue restent limités araitetent des boues par chloration. Cette
meéthode est efficace, mais tres agressive powselleble des microorganismes présents au
sein de I'écosysteme. Mais a I'heure actuelle éxiste aucun moyen de lutte ciblant

spécifiguement les bactéries filamenteuses. Cdcersgrande partie di au fait que ces
microorganismes particuliers soient encore mal aenk/n certain nombre de ces bactéries
existent également sous forme monocellulaire, mesisnécanismes guidant le passage d’'une

forme de croissance a I'autre sont encore inconnus.

Le principal objectif de ces travaux a donc étépderiser les mécanismes moléculaires et
physiologiques conduisant a la croissance en @ufiure d'une bactérie filamenteuse modele,
Sphaerotilus natansen utilisant des techniques de microbiologie sitages, de biologie
moléculaire, de biochimie et de protéomique.

Concernant l'aspect physiologique et moléculaireladdilamentation, un certain nombre
d’interrogations ont guidé ce travalil :

* Quels sont les impacts des caractéristiques deumile culture, en l'occurrence la
concentration en nutriments et de I'état physiquela morphologie adoptée [
natans?

* Les difféerentes souches 8e natansadoptent-elles les mémes comportements face
a ces différentes conditions de culture ?

* Quels est le mode dallongement du filament: umgégation de cellules

dispersées ou une succession de divisions ce#al&ir
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* Quelles sont les mécanismes et les acteurs moié=il@Enzymes, protéines de
structure, polysaccharides, etc.) impliqués darigrlaation du filament ?
« Comment varie leur expression en fonction de lapmologie adoptée ?
Ces travaux ont également nécessité la définitiom girotocole de quantification de.
natans, aussi bien sous forme dispersée que filamenteuseyoees activées, par PCR

quantitative en temps réel.

L'hypothése d'une défilamentation (Gaval, 2001)taét& émise suite a I'observation de la
disparition rapide des filaments par la techniqu®H; lors d'un retour a des conditions de
culture favorables pour le microorganisme. Un awtket de ce travail a été d'évaluer les
variations d'intensité de signal obtenu par hyhigtafluorescentan situ au cours de la

croissance des microorganismes afin de détermirmer ghénomeéne résulte d'un artefact de la

guantification des filaments par la technique FISH.

La compréhension des mécanismes de filamentatioraiti@ermettre a terme de développer
des moyens de lutte contre le foisonnement filameqtaussi bien préventifs que curratifs,
ciblant spécifiqguement les microorganismes incrésinlans les stations d'épuration a boues

activées.
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Chapitre | : Synthese Bibliographique

1. Epuration des eaux usées

1.1 Geénéralités

Au cours des deux derniers siecles, lindustriaisaet I'urbanisation associées a une
importante poussée démographique, ont conduit aaugenentation de la production de
déchets, et en particulier des eaux usées. Juadfitadu XIX°Msiécle, les eaux usées étaient
directement rejetées dans le milieu naturel, dassctiamps d'épandage ou directement dans
les cours d'eau. Mais les capacités d'auto-épuardtianilieu naturel restent insuffisantes pour
traiter la pollution produite par I'hnomme. DansPlaris du Moyen-age, I'évacuation des eaux
se résume a "un tout a la rue" ! Les rues sons &leouillées d'immondices et de déjections.
Ceci va provoquer l'apparition de nombreuses vagliégidémies (choléra, dysenterie,
coqueluche, peste). Sous le regne de Louis XlIValgsrités commencent a se préoccuper des

n A

questions d'hygiene mais la situation évolue trés. fhes premiers "égouts" apparaissent,
mais ils se résument a des rigoles qui fendenidaen son milieu. L'eau s'y écoule selon la
pente et est rejetée dans la Seine. Ce n'est §B&hqu'apparait réellement le réseau d'égout
sous l'impulsion d'Hausmann et Belgrand. Mais léoem ce réseau aboutit a la Seine. Les
rues sont alors plus propres, on se contente singuiede rejeter les eaux usées loin du centre
ville. De ce fait, la pollution se concentre la @$ égouts la transportent. En 1868 les
premiers champs d'épandage expérimentaux voigotiléx Clichy. Les hommes ont compris
gue les eaux usées ne doivent pas étre directamjetdées dans le milieu naturel sous peine
de l'altérer gravement. Les scientifiques pensknst a traiter ces effluents. C’est alors que
les concepts de lits bactériens immergés (1898 étoues activées (1914) voient le jour. En
effet, grace au développement des connaissancescevbiologie, les hommes comprennent
gue les micro-organismes sont responsables dedmadkition de la matiére organique. lls
imaginent alors utiliser ces proprietés des miganismes afin de pouvoir rejeter les
effluents dans le milieu naturel sans conséquenétstes. Les premieres stations d'épuration
apparaissent au début du*@®siécle. Au fil des années, la compréhension desanismes
épuratoires s'est améliorée et s'est perfectiornes, ainsi que sont apparues dans les années
50 des techniques de traitement de l'azote, puighdsphore dans les années 70. Mais ces
installations sont surtout mises en place pour atggomérations de taille importante. En
France en 1962, seulement 12 % des habitatiorenétaliees au systeme de tout a I'égout. Il
y a encore 20 a 30 ans, la plupart des eaux usdasstiques ou industrielles étaient rejetées

telles quelles dans les cours d'eau.
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1.1.1 La pollution des eaux usées

On distingue différents types de pollutions darssdaux usées dont les principaux sont de

nature organique et minérale.
1.1.1.1 La pollution organique

Elle provient essentiellement du déversement damédeau collecteur des égouts urbains et
particuliers. Elle est d'origine animale (déjectidrumaines, effluents d'élevage) ou végétale.
Les matieres organiques sont en grande partie (Bd8d¥gradables, c'est-a-dire qu'elles sont
dégradées par des micro-organismes qui les utilismmme source de carbone lors de leur

croissance.
1.1.1.2 La pollution minérale

Les principales sources de pollution minérale $anbte et le phosphore. L'azote provient en
grande partie de déjections humaines mais égalenesteffluents d'élevage (Maurines-
Carboneill et al. 1998). La pollution par l'azote issue de l'agrigrdt (nitrate) est tres
importante, mais elle n'affecte que trés peu |dlsiegfts de stations d'épuration et passe
directement dans le milieu récepteur (fleuves,eres et nappes phréatiques). L'azote se

retrouve sous forme d'ammoniaque @Hde nitrite (NQ) et de nitrate (N©)

Les phosphates proviennent également des déjectionsaines, mais également des

détergents et lessives. lls sont sous forme dphibsphates (P£) et de polyphosphates.

La présence de ces sels minéraux dans le milieauehagu'ils soient issus des rejets d'eaux
usées ou de l'agriculture, va avoir comme prineigainséquence I'eutrophisation. Ils sont en
effet facilement assimilables par les végétauxvguit donc proliférer de facon excessive. Ce
phénomene peut aboutir a un important déséquitieréécosysteme aquatique en quelques

décennies ou méme quelques années.
1.1.1.3Autres types de pollution

La pollution chimique : ce type de pollution est engendré par des rajetsproduits
chimiques a la fois d’origine industrielle et dorigse. Ces polluants peuvent étre classés en
de deux catégories :
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= Les micropolluants chimiques organiqueghydrocarbures, pesticides, détergents,

autres...)
lls sont appelés polluants organiques permane@P)P

= Les micropolluants chimiqgues inorganiqguesprincipalement les métaux lourds

(Cuivre, Zinc, Cadmium, Plomb, Mercure et Nickel)

Le danger de ces polluants dépend de leur natachibiique. Certains sont hydrosolubles et
fortement dilués. Leur action est donc minime. Brasi sont liposolubles avec le pouvoir de
se concentrer au niveau des lipides. Par conséqglenont s'accumuler le long de la chaine
trophique. Il y a d’autres polluants ayant un paueontaminant plus nuisible, il s’agit des

molécules qui échappent a la dégradation, ellelsagapelées réfractaires.

La pollution physique : C'est une pollution due aux décharges des deetetux particules
en suspension (MES) apportés par les eaux de llaimsemt et les eaux d’égouts. Elle
provient aussi des opérations de dragage, de iddrodu sablage des routes, de I'exploitation
des carrieres. Les polluants solides rejetés damsilleu aquatique peuvent étre répartis en

trois catégories : les boues, les solides flottahtes ordures ménageres

La pollution biologique : les eaux résiduaires urbaines transportent chebreux micro-
organismes : virus, bactéries, protozoaires, ehimthes (embranchement de vers parasites).

Cette pollution peut étre dangereuse en cas demqmésle micro-organismes pathogéenes.

1.1.2 Les parametres de caractérisation du degré de polion des

effluents

La pollution, et en particulier la pollution d'oimg organique, se présente sous des formes trés
variées. Pour caractériser les effluents de sttibépuration, on utilise donc des parametres

globaux dont les principaux sont décrits dans ¢esujtt

La demande biochimique en oxygenéDBO) désigne la quantité d'oxygene consommée
(mg.L") par voie biologique pendant un temps déterminéné température donnée pour
décomposer par oxydation cette matiere organiqnecddsidere en général la consommation

d'oxygene en 5 jours a 20{DBOs).
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La DCO ou demande chimique en oxygénén mg.L") correspond & la quantité d'oxygéne
nécessaire pour oxyder par voie chimique I'enserdbs matiéres oxydables présentes dans
un échantillon d'eau de 1 litre. Elle est moingéspntative que la DBO de la décomposition
des matiéres organiques qui a lieu dans le milaurel, mais elle est rapide a mesurer, et

possede une bonne reproductibilité.

La charge de pollution est également un parameétre imporéaprendre en compte. Elle
correspond a la quantité de pollution transitamda@t un temps défini (un jour en général),

dans le réseau et recue par la station d'épuration.

Lesmatiéres en suspensio(MES) désignent I'ensemble des matiéres solidetenaes dans

une eau et pouvant étre retenues par filtratiooemtrifugation.

Les concentrations en nutrimentscorrespondent aux concentrations des différemesds
de l'azote (NTK, NH', NO,, NO3) et aux concentrations en phosphate,8O

1.1.3 Les influents de stations d'épuration

1.1.3.1Les eaux résiduaires urbaines

L'origine des eaux résiduaires urbaines est prateipent domestique. Elles comprennent les
eaux meénageres et eaux vannes issues des maisangiets, ainsi que les eaux pluviales. En
France, les quantités d'ERU produites pour dessvile quelques milliers d’habitants varient
de 200 L/habitant/jour par temps sec, a 300 L/aabjour par temps de pluie ou les eaux de
lavage des surfaces imperméabilisées sont impesaies rejets domestiques présentent

généralement des caractéristiques peu variablesdbfeaul).
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Parameétres Echelle de variation
pH 75485
Extrait sec mg.L* 1000 & 2000
MES totales mg.Lt 150 & 500
DBOs mg.L™* 100 & 400
DCO mg.L* 300 a 1000
COT mg.L* 100 & 300
NTK mg.L? 304100
N-NH," mg.L* 20480
N-NO, mg.L* <1
N-NO; mg.L* <1
Détergents mg.L 6 a13
P mg.L* 10425

Tableau 1 : Caractéristiques des ERU francaises (@e2mont, 1989)

1.1.3.2Les eaux résiduaires industrielles

Les établissements industriels rejettent une poliuéxcédant le plus souvent les capacités
des stations de traitement des ERU, ou nécessitantraitement spécifique (traitement
chimique supplémentaire par exemple). lls sont dencgénéral équipés d'un systéme
d'épuration autonome. L'effluent industriel estugiessoit directement rejeté dans le milieu
naturel, soit dans des égouts urbains aboutissades$ dtations biologiques dont ils ne doivent

pas perturber le fonctionnement.

Dans ce cas les caractéristiques de I'effluent extnémement variables en fonction du type
d'industrie : agro-alimentaire, papeteries, indestdu pétrole et de la chimie, sidérurgie,

aéronautique et automobile, des traitements dasesf textiles, centrales nucléaires, etc.

1.1.4 La nécessité de I'épuration

Quand les eaux usées, urbaines ou industriellespmiepas épurées avant leur rejet dans le
milieu naturel, l'altération de ce dernier et lessé@huilibres qui s'y produisent ont non
seulement des effets immeédiats sur les utilisatbmd'eau, mais aussi des conséquences a
plus long terme et parfois irréversibles sur lI'emvnement. Les caractéristiques des stations
d'épuration doivent étre telles que l'effluent tejr'altére pas I'état du milieu récepteur dans
une mesure incompatible avec les exigences d'hggtde salubrité publique.
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La directive n°® 91/271 du 21 mai 1991 relative mitément des eaux résiduaires urbaines
(JOCE n° L 135/40 du 30 mai 1991) a fixé des pripBons relatives aux rejets provenant des

stations d'épuration des eaux résiduaires urbéfesableau 2).

Parametres Concentration Pourcentage minimal de réaction?
DBOs sans nitrification 25 mg/L 70-90
DCO 125 mg/L 75
35 mg/L (plus de 10 000 EH). 90 (plus de 10 000 EH)

Total des MES 60 (2000 & 10 000 EH) 70 (de 2000 & 10 000 EH)

2 mg/L (de 10 000 a 100 000 EH)
1 mg/L (plus de 100 000 EH)

15 mg/L (de 10 000 a 100 000 EH°)
10 mg/L (plus de 100 000 EH)

Phosphore total 80

Azote total 70-80

Tableau 2 : Prescriptions relatives aux rejets prognant des stations d'épuration des eaux résiduaires
urbaines (Directive (CEE) n° 91/271 du 21 mai 1991 relativet@itement des eaux résiduaires urbgines

1.1.5 Les différents niveaux de traitement et les diffénets procédés

d'épuration.
1.1.5.1Les prétraitements

Ces traitements se trouvent en téte de statiom@ditdpn et permettent de retenir les matieres
les plus volumineuses (dégrillage), les sabless@l#age), ainsi que les huiles et graisses
difficilement biodégradables (écumage et déshujlages prétraitements assurent une

fonction de protection des canalisations et ddsliaions mécaniques telles que les pompes.
1.1.5.2Les traitements primaires

La décantation est le procédé de traitement premigrplus répandu. Dans les décanteurs

primaires raclés actuels, les boues décantéesram@nées au centre du bassin (décanteur

# Réduction par rapport aux valeurs a I'entrée

® 'azote total correspond a I'azote dosé par ldoét de Kjeldahl (azote organique et ammoniact,lazote

contenu dans les nitrates et dans les nitrites.
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circulaire) tandis qu'une lame en surface rejedte dléments flottants vers les bords. Ces
traitements permettent d'éliminer 60 % des MESi&jus 35 a 40 % de la D.B.£des eaux

résiduaires.
1.1.5.3 Les traitements physico-chimiques

Les filieres physico-chimiques utilisent des moyphgsiques (décantation, flottation, filtres
et membranes) et/ou des produits chimiques, notarnihes agents coagulants (Chlorure

ferrique, Sulfate d'aluminium...) et des floculants.

Ces filieres ne représentent qu'une centaine dxurstr le parc des stations d'épuration
urbaines francaises. Elles sont particulieremengptiids aux contextes touristiques
saisonniers ou les variations de charge peuveat@s brutales sur une courte période. Elles
peuvent également étre adaptées au traitemenudi@s industriels particuliers. Ces stations
se présentent le plus souvent sous forme d'instedtaplutét compactes. Elles permettent une
trés bonne élimination des MES (90 %) et du phosphet sont insensibles a la non-

biodégradabilité des effluents. Par contre I'élamtion de la pollution dissoute organique et

azotée y est trés incomplete. Ces traitements engeindes masses importantes de boue. Il

faut également noter que le colt d'exploitatioc@léype de station est tres élevé.

Dans l'état actuel des technologies, les membrdaesicrofiltration et nanofiltration sont

encore majoritairement réservées a la potabilisatel'eau, et peu a I'épuration.
1.1.5.4Les traitements biologiques

On utilise ici les propriétés épuratrices des nooganismes et notamment des bactéries. Les
eaux usées constituent d'excellents milieux deuiltdans lesquelles un apport d'oxygene
suffit pour obtenir un intense développement derooiganismes. Ces eaux sont donc tres
facilement biodégradables. La majeure partie denddiére organique dissoute est ainsi
transformée en biomasse que I'on va ensuite récyel décantation sous forme de boue.
Ces filieres permettent également de traiter I'Az@) et le Phosphore (P) dans les eaux

usées.

Il existe différents types de traitements biologisu
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1.1.5.4.1Les procédeés a cultures fixées
v’ Les lits bactériens et disques biologiques

Dans le procéde lis bactériens les eaux usées préalablement décantées ruissslieanne
masse de matériaux poreux ou caverneux qui sersupgort au développement de

microorganismes. Une aération apporte I'oxygénegs&ire au maintien des bactéries.

Dans le cas dedisques biologiquesdes disques de polystyrene de 2 a 3 métres de tleame
sont partiellement immergés dans un bassin recelemi usée, préalablement décantée.
Fixés sur un axe, ils sont mis en rotation a védsate de 1 a 2 rpm. Sur ces disques se
développe alors un film bactérien. Lors de leur rsioe, les bactéries prélevent I'oxygéne

nécessaire a leur respiration et lors de I'immarsties transforment la pollution dissoute.
v' Filtration biologique ou Biofiltration

Ce traitement consiste a faire transiter les eaées, préalablement décantées, dans un bassin
contenant un matériau filtrant immergé, servantsdpport au développement d'un film
biologique. Ce dernier va permettre l'assimilata@nla pollution et la filtration de la boue
produite d'ou le terme "biofiltre”. Ce type de pgdé donne d'excellents résultats et permet

d'obtenir une nitrification quasi-compléte.

Il existe également des systemes épuratoires diilttes sont des excavations, étanchées du
sol, et remplies de couches successives de gravide sable. La surface de ce massif est
également plantée de roseaux ou macrophytes. Qa geafiltres plantés de roseaux Au
sein de ce massif, l'influent subit un traitemehygique (filtration, adsorption), chimique

(complexation) et biologique par la biomasse figaele support fin.
1.1.5.4.2Les procédés a culture libres
v' Lagunage

L'épuration est assurée grace a un long temps jdarsélans plusieurs bassins étanches
disposés en série. Le nombre de bassins varie de 688 ce qui permet d'avoir un
assainissement plus poussé. L'aération du lagwesigssurée par la photosynthese et le vent

de surface. La tranche d'eau supérieure des basdiegposée a la lumiére. Ceci permet aux
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algues présentes dans le bassin de produire I'nrygécessaire au développement et au
maintien des bactéries aérobies responsables dégladation de la matiére organique. Le
gaz carbonique qu’elles produisent et les minérales eaux usées permettent le
développement des algues. Il y a ainsi prolifératie deux populations interdépendantes. Ce
cycle s'auto-entretient tant que le systeme redeitl'énergie solaire et de la matiere
organique. Au fond du bassin ou il n'y a pas dadoen des bactéries anaérobies dégradent les
sédiments issus de la décantation de la matieranmyge. Le passage de l'eau dans les
différents bassins se fait par écoulement graeitdifimportante surface exposée aux UV

permet d'éliminer une part des germes pathogénes.
v' Les boues activées

C'est le procedé d'épuration le plus largementneiypaet son principe va maintenant étre

abordé plus en détalil.
1.2 L'épuration biologique des eaux usées par boues activées

Ce procédé de traitement des eaux usées reprég§ethales stations d'épuration en France. lI
a été mis au point au début difsiécle par deux chercheurs anglais Arden et Lockete
aux travaux de Fowler, qui constata que des agghisbactériens se forment spontanément,
lors de l'aération prolongée d'une eau résiduaibaime. Les microorganismes vont étre
capables de minéraliser d'une part, et de transfoen biomasse d'autre part, les matiéres

organiques contenues dans les eaux usees.

1.2.1 Définition des boues activées

La boue est constituée de I'ensemble "floc-eausdtitielle”. Le floc désigne un agglomérat
de particules diverses (animales, végétales, mewrat de colonies bactériennes (cf. Figure

1). La taille du floc varie de 0,5 um a plus derhim
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Figure 1 : lllustration de boues activées et de selfférents composants

Le liquide interstitiel représente le plus souvent la qualité de l'eauodiesde la station.

C'est donc un indicateur de niveau de traitement.

La "microfaune” se compose de protozoaires et de métazoairgsarieipent a I'élimination
des bactéries libres dont ils sont les prédatetid la cohésion du floc de par leurs déjections.
Leur observation au microscope peut donner desatidns sur le niveau de traitement ainsi

gue sur d'éventuels dysfonctionnements de la statio

Les bactéries constituent le composant essentiel de la bouej gel apporte les capacités

épuratrices. En se basant sur leur morphologienadistingue 3 types :

v Les bactéries dispersées : libres dans le liquitkestitiel. On les retrouve en général
au démarrage d'une station, ou en présence d'teecfarge massique. Ces derniéres
peuvent rester a ['état dispersé ou former des n@do structurées par des
exopolysaccharides (EPS).

v' Les bactéries floculantes : elles sécretent depaymeres autour desquels vont
s'agréger d'autres microorganismes ainsi que déisybes organiques et minérales.
L'ensemble formera ce que l'on appelle le floc. §pe de croissance est
particulierement recherché dans le traitement das asées.

v' Les bactéries filamenteuses : lors de la divisiefiutaire, les cellules restent en
contact, ce qui conduit a la formation de filamgmsivant atteindre jusqu'a 1 mm de

long.
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L'équilibre biologique optimal est établi lorsques Ibactéries libres sont réduites & une
densité minimale par les mécanismes de prédatioteparotozoaires et métazoaires, et
de floculation. Cet équilibre implique aussi queclaissance des bactéries floculantes

soient favorisées par rapport a celle des bactildesenteuses.

1.2.2 Principe de fonctionnement d'une station d'épuratim a boues

activées

1.2.2.1Prétraitements et traitements primaires :

Dans le cas du traitement par boues activéesal@s usées arrivant dans la station vont subir

les prétraitements et traitement primaire (décamtpprécédemment décrits.
1.2.2.2Traitement biologique :

La dégradation de la matiére organique se dérans Bk bassin d'aération. L'eau a épurer est
mise en présence de la biomasse épuratrice. Colmaigue son nom, ce bassin possede un
dispositif de fourniture d'oxygéene, nécessaire amicroorganismes. Selon le type de
traitement recherché, l'aération peut-étre contimuweéntermittente. De plus un dispositif de
brassage, dans ce méme bassin, va permettre dlagaumieux le contact entre les bactéries
et la matiere organique a dégrader, mais aussiat'des dépots et de favoriser I'oxygénation

homogene du bassin.
1.2.2.3Clarification ou décantation secondaire

C'est en général le dernier maillon de la chaingraleement de l'eau. Ici I'eau épurée est
séparée de la boue par décantation gravitairebbess décantées sont extraites et renvoyées
vers le bassin d'aération (cf. Figure 2). C'esemsslement sur cette phase que repose la
gualité de l'eau rejetée dans le milieu naturel. efiet une altération de la décantation

entrainera une perte de boue avec I'eau épurdenetun rejet de mauvaise qualité.
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BASSINS D’AERATION DECANTEUR SECONDAIRE

Prétraitements

f Aérateur

Eau
traitée |

Rejet

+ >4 > ¢ >

Recirculation Extraction des boues

Figure 2 : Schéma du procédé de traitement des eauxisées par boues activées (d'aprés
http://www.carteleau.orq)

1.2.3 Principaux parametres de fonctionnement

1.2.3.1Charge massique

On appelle charge massique (Cm) le rapport entrendgse de substrat, généralement
exprimée en terme de DBQOentrant journellement dans le réacteur, et lasmake boue
contenue dans le réacteur. On distingue ainsitd¢®ss a forte charge (Cm > 0,5 kg DBO/kg
MVS.j), a moyenne charge (0,5> Cm> 0,2 kg DBO :ky34), et a faible charge (Cm < 0,1
kg DBO /kg MVS.j). La Cm est définie par la formdeivante :

Cm= Q.S
XtV

avec :
Q : le débit journalier

S : la concentration en substrat

Xt : la concentration en matiére en suspension tdeua

V : le volume du réacteur
1.2.3.2L'age de boue

L'age de boue (A) est le rapport entre la masdaode présente dans le réacteur et la masse

journaliére de boue extraite de la station.
On calcule I'age de boue gréace a la relation stevan

A= 1
amDBOséliminée— b. XvV
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avec .

an= 0,6 kg.j* de DBG pour une épuration biologique d'ERU & moyenne gghaCe
coefficient correspond a la masse de cellules ferpa& masse de DBO5 éliminée

b = 0,005 kgf par kg de matiére pour une épuration biologiq&&Rt! & moyenne charge. Ce
coefficient correspond au besoin en oxygéne reddaf matiere volatile

Xv : la concentration en matiéres volatiles dansassin d'aération
V : volume du bassin d'aération

L'age de boue est donc inversement proportionfekcharge massique. L'age de boue traduit
I'état physiologique des microorganismes. Il caodite aussi la présence ou l'absence de

microorganismes nitrifiants.

1.2.4 Avantages et inconvénients de |I'épuration par bouesctivée

1.2.4.1Avantages

La filiere d'épuration par boues activées est amnapt toutes les tailles de collectivité, a
I'exception des tres petites (< 1000 EH). Cettériepie permet une bonne réduction des
valeurs des différents paramétres de pollution (MBSO, DBOS5, et N), et il est également
facile de mettre en ceuvre une déphosphatation tsind. Ce procédé est bien adapté a la

protection des milieux récepteurs sensibles.
1.2.4.2Inconvénients

Les colts d'investissements d'une station a botiegas sont élevés, et la consommation

énergétique, destinée a l'alimentation des agitaetlaérateurs, est tres importante.
La gestion de ce type de station nécessite uneiiance réguliere par du personnel qualifié.

Un autre point négatif du procédé d'épuration marel activées est l'importante production

de boue qu'il va falloir éliminer.

Enfin, un des principaux problémes de ce type dtost reste la maitrise de la décantabilité
des boues.
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1.3 Problemes de fonctionnement liés aux bactéries

filamenteuses

Les principaux dysfonctionnements rencontrés an deine station d'épuration, outre ceux
liés a la maintenance des équipements, sont deenaiologique. Ces problemes sont

principalement dus aux bactéries filamenteuseseetmanifestent sous deux formes : le
moussage et le foisonnement filamenteux. Ces dgpestde dysfonctionnement touchent
prés de 50 % des stations d'épuration a bouesasten France (FNDAE, 2005). Ils peuvent
avoir de graves répercussions sur la qualité desefs rejetés dans les milieux aquatiques et
sur la gestion économique des stations. D'autreblgmes tels que les "pin point flocs"

(formation de flocs de trés petite taille et contpagui sédimentent trés lentement) et la

dénitrification en clarificateur ne sont pas dug bactéries filamenteuses

1.3.1 Les mousses biologigues ou foaming

Dans ce type de dysfonctionnement, on voit appardi la mousse a la surface du bassin
d'aération (cf. Figure 3). Ceci vient du fait ges bactéries filamenteuses se développent en
grand nombre, rendent les flocs hydrophobes etbtapade fixer les bulles d'air. Les
ensembles floc-bulle sont alors moins denses aqau l'et flottent a la surface ou ils

s'accumulent et forment une couche de mousse deucouarron plus ou moins foncé.

Les mousses biologiques stables constituent urprébleme et 20 % des stations d'épuration

francaises en sont affectées.

Figure 3 : Mousse biologique en surface de bassitadration (d'aprés Document technique FNDAE N° 33)
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Dans certains cas extrémes, les hauteurs de mpessent dépasser un metre, et la biomasse
gue l'on y trouve peut représenter un tiers de itanasse totale. Les paramétres de

fonctionnement et d'exploitation de la station stats fortement dégradés par cette situation.

Ce phénomene peut aussi étre rencontré dans leantdérs secondaires lors de
dénitrifications non contrélées. Cette fois ce aemst plus des bulles d'air mais d’azote)(N

associées aux filaments qui seront la cause dugmneb

1.3.2 Le foisonnement filamenteux ou bulking

Le phénoméne de foisonnement est di a un dévelappeitamenteux excessif. Il limite
fortement les capacités hydrauliques du clarifiegtet peut entrainer des départs de boue
vers le milieu naturel. En effet dans le cas djpmdifération massive, les filaments vont avoir
tendance a sortir des flocs aboutissant a un pertaeg flocs entre eux (cf. Figure 4). Ceci va
provoquer une diminution de la densité de la barergpport a celle du liquide interstitiel, et
les boues ne décanteront plus ou mal. En Frane@par25 % des stations a boues activées

sont touchés par des problémes de bulking.

A I ) b)

Figure 4 : a) floc a I'état "normal” b) floc lors d'un phénomene de bulking

Ce phénomene est souvent associé a une déténdatia qualité du rejet de part la présence
de MES, et de l'azote et du phosphore associésbduess ne décantent pas ou mal, et vont
étre rejetées dans le milieu naturel avec l'efu®ans les cas extrémes, les boues vont

méme aller jusqu'a sortir des bassins (cf. Figlre 5
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Figure 5 : a) Phénomene de bulking dans un bassiragration. b) Cas extréme de sortie de boue hors sle
bassins

En France, environ 50% des stations d’épuration hmares activées sont sujettes a des
dysfonctionnements provoqués par des épisodesistenfement filamenteux, qu'il s’agisse

de foaming ou de bulking, pouvant aboutir & untrégeboues dans le milieu naturel. Dans un
certain nombre de cas, ces événements vont conauine mise hors service plus ou moins

longue de la station.

1.3.3 Caractérisation du foisonnement filamenteux
1.3.3.1Indice de boue

L'indice de boue (IB) ou indice de Mohlmany)lest un test permettant d'apprécier I'aptitude
de la boue a la décantation. Il représente le velootupé par un gramme de boue apres 30
minutes de décantation dans une éprouvette drer(dit Figure 6). L'IB est exprimé en mL.g

! de MES et est défini par la formule suivante :

V : volume de boue décanté en trente minutes (e ML

M : concentration des matiéres en suspension tgrslivette (en g:t).
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Figure 6 : Mesure de l'indice de boue en éprouvette

Une boue décantant correctement a un IB de I'odérd00 mL.g. Le foisonnement est
caractérisé par un indice de boue supérieur ou®4a0 mL.g. Au-dela de 150 mL:§des

difficultés de décantation apparaissent.

Ce parametre a déja été décrit précédemment. tgied'apprécier le risque de non-retenue
de la biomasse dans le clarificateur et donc da €lans le milieu récepteur. Une altération de

la décantation est souvent un indicateur de laepEEsexcessive de bactéries filamenteuses.
1.3.3.2Mesure de la longueur totale des filaments

Il a été prouvé qu'il existait une corrélation enla longueur totale des filaments dans un
échantillon de boue et la valeur d'indice de boBalnf et al, 1980). En situation de

foisonnement la longueur totale de filaments epésgaure & 10pm/mL.
1.3.3.3Estimation de I'abondance des filaments

Cette technique permet d'avoir une idée globalel'almndance des filaments dans un
échantillon (Jenkin®t al, 2003). Des indices sont attribués aux boues eatiftn de leur

densité en filaments (cf. Tableau 3).
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Indice Densité des filaments Description des échalbns

0 Nulle Pas de filament

1 Trés faible Filaments seulement dans quelques flo

2 Faible Filaments communs mais pas dans touoles f

3 Faible & moyenne Filaments dans tous les floésH par floc)

4 Moyenne Filaments dans tous les flocs (5 a 10lpay

5 Abondance Filaments dans tous les flocs (plu&Odear floc)

6 Excessive Plus de filaments que de flocs, filamprésents dans le liquide interstitiel

Tableau 3 : Echelle de classification des boues éonction de leur densité en filaments (Pujol, 1987;
Jenkins et al, 2003)

1.3.4 Les facteurs inducteurs du foisonnement filamenteux

Les facteurs inducteurs de la filamentation orit lfabjet de diverses études au cours des 30
dernieres années (Chudobtal, 1974; Strom & Jenkins, 1984; Duchene, 1994; Jendi

al.,, 2003). Ces facteurs sont multiples et spécifiqums chacune des especes de bactéries
filamenteuses.

v Les carences en substrat

On peut également parler de déséquilibre nutrigbmiutét que de carences (Pujol, 1987).
Chudoba etl., (1973) ont montré qu'en présence de faiblesesdrations en substrat, en
particulier en carbone, un avantage certain étaiiféré aux bactéries filamenteuses par
rapport aux bactéries non filamenteuses (cf. Figlréa situation est inversée en présence de

fortes concentrations, car dans ce cas l'accéshkmtrat est facilité.

¢ Cette échelle de 0 a 6 représente une variationfdtteur de 100 a 1000 de la longueur totaldidesents.
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Figure 7 : Comparaison des taux de croissance desadiéries filamenteuses et non-filamenteuses en
fonction de la concentration en substrat, dans ceas le carbone (Chudobat al, 1973)

v/ Les carences en oxygene

L'oxygéne joue un rble important dans le procéé@utation biologique car la majorité des
microorganismes des boues activées est aérobi¢ait®epeuvent survivre a de longues
périodes sans oxygene, de quelques jours a quekpresines en fonction des micro-
organismes (Maurines-Carbonedt al, 1998). Une carence en oxygéne trop prolongée va
avoir des conséquences néfastes sur les bouegexcti€eci se traduira notamment par le
développement des bactéries filamenteuses. La iplgase développent pas en absence
totale d'oxygéne. Cependant un état de carenceéane titre qu'une carence en nutriments,
leur est moins défavorable qu'aux bactéries du. flamur morphologie leur confere une

meilleure accessibilité aux solutés du milieu istigiel.

v' Les fortes charges massiques :

Une charge massique trop importante peut entrd@nprolifération de certaines espéces de

bactéries flamenteuses com@phaerotilus natan&NDAE N°8, 1990).

v' Les faibles charges massiques :

De la méme facon, de faibles charges massiquespealiez certaines especes entrainer une

croissance filamenteusklicrothrix parvicella Type 0092, Type 0041).
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v La présence de composés soufrés réductetijs (S

Les effluents septigues ou fermentescibles congiehnsouvent des concentrations
importantes en soufre réduit qui seront a l'origieefoisonnement de bactéries filamenteuses

particulieres Thiothrix sp., Beggiatga

v’ Septicité:

Un effluent septique se caractérise par la présdacsulfures$ 2 mg/L), mais aussi par la
présence d'acides gras volatils (AGV) et par uemal rédox inférieur a — 100 mV. Ce type
d'effluent peut également conduire a la prolif@atde certaines bactéries filamenteuses

(Microthrix parvicella Type 021N).

v' La biodégradabilité du substrat :

La vitesse a laquelle un substrat donné va polétodr dégradé est un facteur influencant la
croissance des bactéries filamenteuses. Dansrnextas on verra apparaitre un épisode de
foisonnement en présence d'un substrat rapidenggmadiable Thiothrix, Type 021N, Type
1851, Haliscomenobactehydrossis Sphaerotilus natandNostocoida limicola Dans le cas
d'un substrat lentement dégradable, on observerafoisonnement d'autres souches

filamenteusesMicrothrix parvicella Type0092 Type0041).

v' Les a-coups de charge :

Un a-coup de charge va provoquer une augmentatiodagne de la DBO5 et une brusque
chute de la concentration en oxygene dissous. e dg stress se traduit souvent par une

prolifération des microorganismes filamenteux (R#eret al, 2001).

Au regard de ces différents éléments, on peutaajuel point l'orientation de la dynamique
des populations bactériennes est complexe. Ellesepasévitablement par une bonne

connaissance et une maitrise des facteurs favotesaroissance des bactéries filamenteuses.
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1.3.5 Les moyens curatifs et préventifs des épisodes desfonnement

flamenteux et de moussage

1.3.5.1Moyens curatifs

0 Les agents oxydants

Lorsque le phénomeéne de foisonnement filamentetinswllé, les moyens d'action restent
relativement limités. Les traitements sont quasimexclusivement basés sur ['utilisation
d'agents oxydants, et notammentidore et ses dérivés. L'ajout de doses contrdlées aeechl
permet de limiter la croissance des germes filaentMais le chlore est également toxique
pour I'ensemble des microorganismes présents dansoles. Un traitement de ce type peut
conduire a une grave altération de I'écosystemedaativées. De plus, la chloration aboutit
au rejet dans l'environnement de diverses substaque |'on désigne sous l'appellation
générale de CRT (Chlore Résiduel Total). Le CRT mamd le chlore libre sous ces
différentes formes (HOCI, OCTICL), les chloramines organiques et inorganiquesyMN4),

les chloroalcanes, les chloroalcenes, les chlolemmgt d'autres substances halogénées. Les
eaux chlorées peuvent entrainer une létalité aignéz les poissons et causer des

modifications de la structure des communautés dseinvertébrés benthiques.

L'eau oxygénée est également employée pour traiter les eépisodesfotsonnement
filamenteux. Les conditions d'utilisation sont ammles a celle du chlore mais les doses
employées sont plus fortes et le temps de contattdalement étre plus long. Ce traitement
est également plus onéreux que la chloration.

0 Les agents floculants

Les agents floculants vont faciliter I'agglomératides flocs sans étre toxiques pour les
microorganismes. Leur efficacité n'est pas toujgasantie. Les meilleurs résultats ont été
obtenus avec I&eSQ, notamment sur des foisonnements duSphaerotilus natansaux
types 1701, 0041 et 961 et, dans une moindre mesge la chaux sur le type 021N.

Bien que la plupart du temps efficaces, ces tratgmsont a utiliser avec la plus grande
précaution en raison de la profonde altérationlqieuvent causer sur l'ensemble de
I'écosystéeme des boues activées. Mal maitriséshltaation peut en particulier conduire a la

perte de l'activité nitrifiante et a l'apparitio® @¢hloramines dans les rejets. L'usage des
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floculants accroit les masses de boue produitest itlonc préférable d'agir sur les causes de

I'apparition du foisonnement plutét que de le émraéiprés son apparition.
1.3.5.2Moyens préventifs

Afin d'éviter I'apparition de bulking sur une stati d'épuration a boues activées, il est
indispensable d'agir sur les conditions d'explmitat mais aussi sur la conception de la

station.

En ce qui concerne la conception, la création dazoree de contacten amont du bassin

d'aération est une méthode répandue pour évifghdaomene de foisonnement filamenteux.
Cette technigue consiste a réaliser un mélangede ét d'effluent a traiter dans un bassin de
faible volume. On accroit donc artificiellement tieneur en substrat disponible pour les
microorganismes, et la croissance des bactériedilaomenteuses est favorisée puisque dans

ce cas on a une Cm élevée.

En ce qui concerne les conditions d'exploitati@ptimisation de I'aération est un facteur
primordial dans la prévention du bulking. Il comtied'assurer une oxygénation suffisante
pour éviter le développement de microorganismesninteux favorisé par les carences en
oxygéne (augmentation des durées d'aération). Danscas de foisonnement de
microorganismes autotrophes du soufre, il est stalila d'oxyder les composés réducteurs
en amont du bassin d'aération. Ceci est réaligght=e a l'injection de solutions commerciales
dans les réseaux. Ce procédé biologique entraieematlification de l'activité bactérienne

bloguant la synthése de$l

Dans le cas de carences tres marquées, déja amsar@mx vues des caractéristiques
analytiques de l'effluent a traiter, um®mplémentation en nutriments (N ou P) peut
également avoir lieu. C'est le cas des effluemisgitie agro-alimentaire (sucreries, malteries,
papeteries) tres riches en carbone et pauvresotde. &et ajout est réalisé en téte de station et

peut étre combiné aux autres procédés de maitriggisbnnement.

2. Les bactéries filamenteuses des boues activées

Comme il a été décrit précédemment, les bactétaadnteuses sont a l'origine de la plupart

des dysfonctionnements d'ordre biologique desostatil'épuration a boues activées. Mais ces
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microorganismes, bien que constituant un risquergigl pour la station, sont également des

eléments essentiels de I'écosysteme boues activées.
2.1 ROle des bactéries flamenteuses dans les boues  activées

En dépit du risque qu'elles représentent, les bestdilamenteuses sont une composante
essentielle des boues activées. C'est en effeténmest indispensable a la structuration du
floc. Une hypothéese (Sezget al, 1978), qui a depuis largement été reprise (Jeradiral,
1984; Jenkin®t al, 2003) est que les micro-organismes filamenteumépaient ce que I'on
peut considérer comme le "squelette” ou la chaepdatfloc. Les bactéries floculantes vont
pour leur part se regrouper en amas autour d'uysosuminéral ou organique et des filaments.
La cohésion de I'ensemble va étre assurée paodgiion d'exopolysaccharides. Cependant,
certains auteurs (Wanner & Grau, 1989) ont émigplithese que I'élément primordial de la
structuration du floc est la matrice d’exopolysautdies produite par les bactéries floculantes,

plutbt que les filaments eux-mémes.
2.2 Principales bactéries filamenteuses

Une quarantaine de micro-organismes filamenteuxXérdifits ont été recensés dans
'écosystéeme boues activées des stations d'épuratEs eaux résiduaires urbaines
(Eikelboom, 1975) et industrielles (Eikelboom, 2pA&ur identification et leur classification
sont basées en tres grande partie sur les traviikelboom (1975) et sur les modifications
apportées par Jenkins at. (1984). L'identification selon la méthode d'Eb@m sera

détaillée ultérieurement.

Voici une breve présentation des principaux miamgaaismes filamenteux impliqués dans les

dysfonctionnements biologiques des boues activées :

2.2.1 Microthrix parvicella :

C'est un filament trés fréquent et responsablepdaisiémes de foisonnement dans les boues
activées (Rossetti @ll., 2004) a faible charge et aération prolongéeplidaifération de ce
microorganisme est favorisée par les basses tetupesaC'est une bactérie Gram-positive et

Neisser-négative présentant souvent des includimisser-positives. Les cellules ont une
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taille de 0,6 a 0,8 um de large et 0,8 a 1 um dg. lbe filament est long (100 a 500 um), trés

souple et courbé ou en hélice a l'intérieur du. floest dépourvu de gaine.

Une nouvelle espéce de Microthrix, baptisée camdédMicrothrix calida a récemment été
identifiée a partir de boues activées de statiééutation (Levantesi &tl., 2006).

2.2.2 Type 0581 :

Ce type bactérien est morphologiquement trés prdeicrothrix parvicella mais avec une
coloration Gram-négative. Le filament est égalemmains long (100 a 200 um) et plus fin

(0,4 2 0,8 um). On ne retrouve pas non plus deegaitour du filament.
2.2.3 Thiothrix :

Ce genre bactérien fait partie des gammaprotéaiextdl se divise en 2 sous-groupes :
Thiothrix | et 11.

o Thiothrix | se présente sous la forme d'un filament droitégeédement courbe
de 100 a 500 um de long et de 1,6 a 2,5 um de thanmes cellules qui le
composent sont d'aspect tres rectangulaire a hodisen et mesurent de 2 a
4 um de long pour 1,6 a 2,5 um de large. Le filanesh entouré d'une gaine
assez épaisse. On observe tres souvent la fornddioosettes, (de nombreux
filaments irradient a partir d'un méme point), etgbnidies a I'extrémité du
filament. La bactérieThiothrix | est Gram-négative, Neisser-négative et

contient des granules de soufre.

o Thiothrix Il se présente sous la forme d'un filament droitegeédement courbe
de 50 a 200 um de long, composé de cellules radt@ngs de 1,5 a 3 um de
long et de 0,8 a 1,4 um de large. On observe égalela présence de gonidies
et de rosettesThiothrix Il est Gram-négative et Neisser-négative, et contient
des granules de soufre. Contrairememhaothrix I, le trichome est ici entouré

d'une tres fine gaine difficile a observer.
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2.2.4 Eikelboom type 021N ouThiothrix eikelboomii:

Ce genre bactérien est tres fréquemment rencoatr® lds boues activées. Il se présente sous
la forme d'un long filament rigide pouvant attemdusqu'a 1 000 um de long, composé de
cellules d'un diamétre de 0,7 a 4 um et d'une leagde 0,5 & 5,5 um. Les cellules qui le
composent sont de forme irréguliere, le plus souecarrée ou discoide. Cette bactérie fait
partie des gammaprotéobactéries. Elle est Gramtimégat Neisser-négative, mais contient
de fines granulations de PHB et des granules dé&eso@omme poufThiothrix, on peut
observer la formation de rosettes et de gonidiagcuAe gaine n’est observée autour du
trichome. L'espece Eikelboom type 021N est subdwien 3 groupes : I, Il et lll. lls se

différencient sur la base de leurs séquences d'ABSr(Kanagawat al, 2000).

Comme nous avons pu le voir precédemment, les ssugeikelboom type 021N &iiothrix
présentent des différences notables au niveau mlagique, notamment la présence d'une
gaine pouiThiothrix et son absence chez Eikelboom type 021N. Mais phésentent aussi de
nombreuses caractéristiques communes (formatiommgidte et gonidies) d'un point de vue
phylogénétique,Thiothrix est le voisin le plus proche du type 021N. De pless deux
especes présentent dans leur séquence de I'ARNmudaéSdélétion caractéristique d'une
structure en boucle située dans la région 455-didihérotatiorkE.coli). Il a donc été proposé
d'intégrer Eikelboom type 021N comme une espedicphére du genrd& hiothrix (Howarth

et al., 1999).Tout commeThiothrix, certaines souches d'Eikelboom type 021N possedent
dans leur cytoplasme des granules de sulfureddre été proposé de rebaptiser certaines de
ces souches, notamment Eikelboom type 021N'ABBus le nom d&hiothrix eikelboomii
(Howarthet al, 1999).

2.2.5 Nostocoida limicola

Fréquemment rencontré dans les boues activéesnlteostocoida limicolase divise en 3

groupes (I, Il et 1ll) qui sont principalement difenciés par leur taille (longueur du filament
et taille des cellules). La taille du filament \eaentre 50 et 300 um. Il n'y a pas de gaine
entourant le filament. Les cellules qui composertithome sont de forme irréguliére, le plus

souvent ovale d'une taille de 0,8 a 1,5 um de lsngd. a 2 um de long.

Comme pour le type 021N, il s’agit d’'une alphapobigctérie fréquemment responsable
d’épisode de bulking (Levantesiadt, 2004).
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Les espéces dé&lostocoida limicolasont toutes Gram-positive, Neisser-positive, et ne
contiennent pas de granules de soufre. Il est arrpie la coloration de Gram peut étre

négative dans le cas d'effluents industriels, etiqodier ceux issus de papeteries.

Les groupes |, 1l et lll ont été regroupés souddaominatiorNostocoida limicolaur la base
de criteres morphologiques. Une étude a permigtirminer qu'ils étaient en fait totalement

différents d'un point de vue phylogénétique (Seveiwal, 2001):

e Groupe | : Firmicutes
* Groupe Il : Actinobactéries

» Groupe Il : Planctomycetes

2.2.6 Type 0041 et Type 0675 :

Le type 0041 est un filament raide pouvant mestegusqu'a 500 pm et composé de cellules
rectangulaires de 1,2 a 1,6 um de large et 1,5 4le long. Le trichome est recouvert d'une
gaine. Il est important de noter que ses filamesuist la plupart du temps entourés de

particules en raison d'un phénomene d'adhérence.

La coloration de Gram de cette bactérie est asagable (plutbét faiblement positive), alors

gue celle de Neisser est négative.

Le type 0675 possede les mémes caractéristiquetedype 0041, mais ses filaments sont
plus courts, de 50 a 150 um. C'est pourquoi lex digaments ont été regroupés sous la
dénomination commune de type 0041/0675 (Eikelbd&oap).

2.2.7 Haliscomenobacter hydrossis

Cette espece bactérienne se présente sous la twumdélament tres rigide et tres fin, d'une
longueur comprise entre 10 et 100 um et d'un dieméeé 0,5 um. Elle fait partie des
Bacteroidetes. Les colorations de Gram et Neigsar teutes les deux négatives pour cette
bactérie. Ce filament peut se retrouver a lintéridu floc, mais il peut également se

rencontrer libre en suspension. Une gaine entaufi@ment.

Des microorganismes dits bacteroides et prochastle espéce bactérienne ont récemment

ete identifiés dans des boues activées (Krageluad, 2008).
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2.2.8 Type 0092 :

Ce filament est de forme assez variable (rigidecourbe), plutét court (de 10 a 80 um de
long) et souvent situé a lintérieur du floc. Lesdldes qui le constituent sont de forme
rectangulaire (0,6 X 1,5 pm), mais sont tres difroent observables. Il n'y a pas de gaine
autour du trichome. Type 0092 est fréquemment resgde des problemes de bulking en

boues activées.

2.2.9 Type 0961 :

Il est d’aspect rigide et long (de 200 a 500 unmgs lcellules qui le composent sont
rectangulaires et allongées, de 1 a 1,4 um de farg@ a 4 um de long. Une caractéristique
importante est que les cellules apparaissent cormareslucides. Il n'y a pas de gaine
entourant le filament, mais une matrice d'exopagkarides. Les colorations de Gram et de
Neisser sont toutes les deux négatives.

2.2.10Sphaerotilus natans

Cette bactérie est fréequemment rencontrée dansplEnoménes de bulking, mais
essentiellement en Amérique du Nord, et dans ksoss traitant des effluents provenant
d'industries agroalimentaires. Par contre on meraontre que trés rarement dans les stations
a boues activées en France. Cette espece seke tdet facon beaucoup plus complete
ultérieurement. C'est un filament long (jusqu'a 0 Qum) et rigide. Les cellules sont
rectangulaires aux extrémités arrondies et d'uiie tie 1,5 & 2 um de diamétre et 2 a 5 um
de longueur. Le trichome est entouré d'une gainepdiysaccharides. La principale
caractéristique morphologique de ce filament estpdsséder de fausses ramifications

(filaments collés) et non de vrais embranchements.

Les colorations de Gram et Neisser sont négatikes. cellules contiennent parfois des
granules de PHB quand elles se développent danslieu riche en glucose par exemple (cf.
Figure 9 A).
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2.2.11Autres

D'autres genres bactériens ont été identifiés temboues activeées mais sont rencontrés de
fagcon moins fréquente dans les événements de ulkype 0803, type 0914, type 1851, type
1863, type 0411, type 170Beggiatoasp.

La distribution des microorganismes filamenteux sdates boues activées varie
considérablement en fonction de la situation gguucme et de la saison. Des enquétes
menées dans divers pays ont permis de montrereguespeces bactériennes impliquées dans
les épisodes de foisonnement filamenteux n'étgiantles mémes partout. Ces différences
peuvent s'expliquer par les variations climatiqueisexistent entre I'Europe, les Etats-Unis et
I'Afrique du Sud par exemple, ainsi que par lesatians de configuration des stations
d'épuration. En Europe, les espéces les plus fnéopemt impliquées dans les bulking sont
Microthrix parvicellg type 0092 et type 0041 (Madaetial, 2000; Graveleast al, 2005).

Mais au total c'est une quinzaine de microorganssfieementeux qui peuvent étre impliqués
dans ces foisonnements dans les stations de teitemles eaux résiduaires urbaines
européennes M. parvicellg type 0092, type 0041, les Nocardioformds, limicola type
0803, Eikelboom type 021NThiothrix, type 1701, type 1851S. natansH. hydrossiset
Beggiatoa (Eikelboom et al., 1998)

Dans le cadre de cette theSphaerotilus natana été choisi comme modele. C'est un des
premiers microorganismes filamenteux a avoir égntifié comme étant impliqué dans le
foisonnement filamenteux en boues activées. C'estqoioi il a longtemps été considéré
comme un des responsables majeurs de ce type Endysnnement. Ce microorganisme
présente aussi l'avantage considérable d'étreemaeiit cultivable en laboratoire a la

différence de la plupart des autres espéces dérimscfilamenteuses.

3. Notre bactérie modele : Sphaerotilus natans

3.1 Morphologie

S. natansa tout d'abord été décrit sous sa forme de filanMais ce microorganisme possede
la caractéristique de pouvoir croitre sous deuxpmaiogies différentes : filaments et cellules
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dispersées (cf. Figure 8). Les facteurs environméau ou les conditions de culture peuvent

induire l'orientation vers une forme de croissamedautre.

Figure 8 : S. natanssous ces deux formes de croissance : A) filamenseuet B) dispersée (Suzulét al,
2002)

L'aspect de filament a déja été décrit précédemniienice qui concerne I'état unicellulaire,
les cellules ont une forme de type bacille, c'edir@ cylindrique a bouts hémisphériques.
Leur taille varie entre 1,2 a 1,8 um de diametrg @8 um de long. Ces cellules individuelles
peuvent étre mobiles et posséder une touffe delftegsubapicale (Hoeniget al, 1973) (cf.
Figure 9).

Figure 9 : A) section longitudinale d'un filament giné de Sphaerotilus natanscultivé en bouillon sans
glucose (a gauche) et avec glucose (a droite). Bjuffe de flagelles dans la région subpolaire d'uneellule
dispersée et mobile. C) Cellule dispersée flagellée
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3.2 Phylogénie

Sphaerotilus natana été décrite pour la premiére fois en 1833 parikg et était d'abord
nommeéeS. natanKitzing (Bahr, 1953). Ce microorganisme a été cedeert en 1875 par
Cohn qui en raison de son aspect ramifié l'a bap@sadothrix dichotoma Cette
dénomination n'est aujourd’hui plus utilisée. S¢oadui aussi largement étudié cette espéece
par la suite (Stokes, 1954). Cing souchesSd@matanssont actuellement référencées. Leur
désignation courante est celle qui leur a étébatbe par la collection de I'ATCC : ATCC
13338T (£ souche isolée), ATCC 13929, ATCC 15291, ATCC 29828TCC 29330.

S. natansappartient a la classe des Bétaprotéobactériasletfamille des Burkholderiales.
Dans le Bergey's of systematic bacteriology (Vdl$94-2004), elle est classée, sur des bases

morphologiques, dans le groupe des bactéries ga{sbeathed bacteria), comixeptothrix

Ces deux microorganismes sont tres proches ebiils dailleurs souvent regroupés sous la
désignation de groupesphaerotilus-Leptothrix Ce rapprochement se base sur leurs
caractéristiques morphologiqgues communes (la peésdiune gaine autour du filament, la
présence de granules de PHB dans leur cytoplagnse) & fait que la teneur en GC de leur
génome est tres proche (Crombaathal, 1974) : 69,7 % pou$. natans 69,6 % pourl.
cholodniiet 71,2 % pout.. discophora

Bien gu'elles soient effectivement trés prochesitas®es caractéristigues permettent
cependant de différenci@phaerotilusde Leptothrix En premier lieu la taille des cellules.
Celles deSphaerotilussont plus larges. Les fausses ramifications, degacteristiques ds.
natansne sont jamais rencontrées cheptothrix Des études phylogénétiques ont cependant
permis de mettre en évidence une véritable difff@aantre ces espéces (Siering & Ghiorse,
1996). On pourrait donc séparer ce groupe en gdign une lignég. natanset deux lignées

Leptothrix(cf. Figure 10) qui restent cependant proches plaunt de vue phylogénétique.
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Figure 10 : Arbre phylogénétique basé sur les séquees partielles du géne de I'ARNr 16S (Siering &
Ghiorse, 1996)

Le génome deS. natansn'est a I'heure actuelle pas encore séquencéesSeulelques
séquences nucléotidiques de l'espéce sont dispsnilains les banques de données, et elles

correspondent principalement a 'ARNr 16S.

3.3 Physiologie générale

3.3.1 Sources de carbone et d'énergie

S. natansest capable d'utiliser une large gamme de compag@siques comme source de
carbone et d'énergie : glucose, galactose, sucrnalpse, mannitol, sorbitol, succinate,
sorbitol, fumarate, butanol, glycérol, lactate, psate, acétate et éthanol (Scheuring & Hohnl,
1956).

L'acétate et le butyrate peuvent également fairgepdes sources de carbones. Cependant,
au-dela d'une certaine concentration, ils s'avemxiques. En ce qui concerne des composés
tels que le lactose, le xylose, I'arabinose, lezbate, le propanol ou le méthanol, on
n'‘observe qu'une tres faible croissance, voire meoane croissance (Stokes, 1954).
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3.3.2 Sources d'azote

S. natangeut utiliser lors de sa croissance une grandéteale sources d'azote, comme par
exemple des sels d'azote inorganique, des mélaligegles aminés ou bien encore des

peptones ou des extraits de viandes (Stokes, 1954).

3.3.3 Température

En considérant un milieu favorable a la croissate8. natanset contenant 0,1% de glucose
et de peptone, ainsi que des sels minéraux, tdagesouches se développent, dans une
gamme de température comprise entre 15 et 40°@rhpérature optimale de croissance est
d'environ 30°C, et les croissances a 15 et 40°Cleotes (Stokes, 1954).

3.3.4 pH

On obtient une croissance rapide et abondanteaillare est réalisée dans un milieu ayant
un pH situé entre 6,4 et 8,1. En dessous de 5nautroissance n'est possible, mais elle peut
étre initiée au pH de 9 ou 10 (Stokes, 1954).

3.3.5 Besoins en oxygene

S. natansest un microorganisme aérobie, il ne peut se dgper en absence d'oxygéne
(Mechsner, 1983). Ceci est notamment mis en évalpac sa tendance a se développer a la
surface des tubes ou flasques lorsqu'il est cudtivénilieu liquide.

Il peut cependant croitre en présence de tréesefadplantités d'oxygene, mais il ne supporte

pas les longues périodes d'anaérobiose.

3.4 Les différentes contributions de S. natans

3.4.1 Contributions a I'épuration et a la dépollution deseaux

La capacité a oxyder le fer est une des propriégplus caractéristiques & natansCette

bactérie est capable de fixer les ions Fe (lllind&rieur ou a la surface de la gaine (Van Veen
et al, 1978). A la différence deeptothrix et contrairement & ce qui a été décrit dans un
premier temps (Johnson & Stokes, 1966), ce micayosgne n'est pas capable d'oxyder le

Manganéese (Mn).
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S. natansest également capable d'adsorber de nombreuxni@étalliques. Ce phénoméne
d'adsorption des polluants par la biomasse esi@pjmesorption. Ce processus est utilisé dans
le traitement des eaux résiduaires urbaines ebwdurhdustrielles pour I'élimination des
métaux lourds et d'autres polluants. Il est égateraélisé pour la purification des métaux
précieux comme l'or ou l'argent a partir de paktisulu sol. En ce qui concer8e natansce
microorganisme est capable d'adsorber les ionsligr(llodi et al, 1998; Solisioet al,
2000), Pb (Qiret al, 2005a), Cd (Lodet al, 1998; Qinet al, 2005b), ainsi que les ions Cu,
Zn, Ag, (Lodiet al, 1998; Espositet al, 2001; Pagnanelgt al, 2003; Shest al, 2005).

En plus des capacités épuratoires classiques @défriea des boues activées (dégradation de
la pollution organique)$. natansnontre une aptitude tout a fait originale et iegsante pour
I'élimination de polluants d'ordinaire difficilest@iter comme le sont les métaux lourds. De
nombreuses études ont été et sont encore menékesfagon dont pourrait étre utilisée cette
capacité dans le traitement des eaux usées, emmicuper pour les effluents de types
industriels. Cependant l'utilisation d'un tel mmmganisme pour la biosorption des métaux
lourds en station d'épuration semble compliguéeagson des problémes de foisonnement

filamenteux qui pourraient en résulter.

3.4.2 Contributions éventuelles a la médecine

Au cours des années 80, des études ont mis ennéeidme aptitude plus surprenanteSde
natans En effet, il a été démontré (Mifuclet al, 1985) que ce microorganisme aurait une
activité anti-tumorale. Par la suite, il a égaletré&® mis en évidence g& natanset surtout
les exopolysaccharides que sécrete cette bacgwigraient avoir une activité immuno-
stimulatrice. Cette activité agirait notamment #mslant les macrophages (Masuzagtal,
1987).

3.5 Dimorphisme de S. natans :

3.5.1 En cultures pures

Comme cité préecédemmeft, natandait partie des bactéries filamenteuses qui peiuaessi
exister & I'état unicellulaire. L'observation detBaes isolées avait été réalisée au début du
XX®Me siécle, mais les auteurs avaient alors désignémiesoorganismes adoptant cette
morphologie Cladothrix dichotoma (Naumann, 1933). Plus tard, une conversion de

Cladothrixen S. natandors d'une culture en milieu pauvre a été rapgofBahr, 1953). Il a
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depuis été démontré gu'il s'agissait en fait denéame souche se développant sous deux
morphologies distinctes. Ce sont les facteurs enmementaux qui vont guider la croissance

vers une forme ou l'autre.

Des études sur des cultures pures des différeatehaes de collection ont mis en évidence
gue la croissance d& natansous sa forme monocellulaire a lieu lorsque leglitmns sont
favorables pour le microorganisme (Gaval, 2001bipsiA en utilisant un milieu de culture
contenant une source de carbone facilement asbimid des peptones ou casitone, avec un
apport important en oxygene (culture liquide avgitation ou sur boite de Petri) et a une
température comprise entre 25 et 30°C, ce microisge adopte la morphologie
unicellulaire. Il faut également noter que ce tgigecroissance est largement favorisé par une

culture sur gélose.

Si les conditions de culture changent, et devienqdns défavorables a la bactérie, la
croissance va alors avoir lieu sous forme filamesge C'est notamment le cas lorsque la
culture a lieu en milieu liquide. Un milieu de auk faiblement concentré (en C et N) aura le
méme effet sur la morphologie adoptée par le migarisme. Lorsque les cultures en milieu
liquide sont réalisées sans agitation, on obseaiventore la formation de filaments. Cette
absence d'agitation entraine un déficit d'apporbxygéne. Les carences en oxygene sont
également un facteur inducteur de la filamentaf®aval, 2001b; Gaval & Pernelle, 2003).
Ce qui confirme les observations déja faites surlumies activées décrivant l'apparition de
foisonnements filamenteux liés & natanscomme étant favorisée par des carences en

oxygene (Eikelboom, 2000).

Ces résultats montrent que la morphologie filamegeest adoptée lors des situations de
stress. Cette forme particuliere de croissancetsera adaptation des espéeces bactériennes au
milieu et a une situation défavorable. Clgarcharomyces cerevisiae (Morillon et al., 2000)

la filamentation, bien qu'extrémement rare, va @@ au microorganisme de coloniser un
milieu plutét hostile et d'atteindre les nutrimeatdes autres éléments nécessaires a sa survie
et a sa prolifération en dehors des structuresgage2 Le filament correspondrait a une
stratégie de collaboration entre les individus. efiet, des échanges de métabolites ou de
nutriments ont lieu entre les bactéries au seirtridhome. Ceci va permettre d'assurer la

survie de l'espéece en attendant un retour & umeisih plus favorable.
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Des études ont permis de démontrer que les tramsitnorphologiques observées cigz

natansétaient réversibles (Gaval, 2001b). Il est possitbbtenir une population de bactéries
sous forme monocellulaire a partir d'un inoculumcoatenant que des filaments. Il suffit
pour cela de modifier les conditions de culture les rendant plus favorables pour le
microorganisme. De la méme facon, il est aisé deqmuer l'apparition de filaments a partir
d'une culture ne contenant initialement que descef§ monocellulaires. Il suffit pour cela de

les transférer dans un milieu pauvre en nutriméotieen oxygene.

3.5.2 En boues activées

On a longtemps pensé g8e natan:'était présent dans les stations d'épurationlgta de
filament. Mais des amas de cellules ou des celldiggersées, ont été identifiées dans des
boues activées grace a I'hybridation de sondes H@#tifiques (Gaval, 2001b). Avant
l'utilisation des techniques de biologie molécd@amour l'identification, il était tres difficile
d'identifier et méme d'observer des bactériesstalieeS. natansa I'état dispersé dans un
milieu aussi complexe que les boues activées. tat ebus sa forme monocellulaire, cette
bactérie ne possede pas de caractéristiques mogipaes permettant de pouvoir l'identifier
de facon précise. De plus a I'état dispersé, lbses sont le plus souvent situées a l'intérieur
des flocs (cf. Figure 11) et ne sont donc pas Msien microscopie classique a contraste de

phase.

Figure 11 : Mise en évidence de la présence 8e natanssous forme monocellulaire au sein d'un floc de
boues activées. A) Hybridation des bactéries avea bonde SNA marquée au Cy3. B) Hybridation des
sondes SNA-Cy3 et EUB338-FITC.
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Lors de l'application de stress sur des bouesgtedsdes carences en oxygene ou des a-coups
de charge, on peut voir une augmentation des gffétamenteux (Gavaét al, 2000a; Gaval

& Pernelle, 2003). C'est notamment le cas funatansPeu de temps apres l'application du
stress, dans ce cas une carence en oxygene, éesifeffilamenteux augmentent fortement
(cf. Figure 12).
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Figure 12 : Effet de I'application d'un stress sura population filamenteuse d'une boues activées BEndice
de boue (SVI). Les différentes bactéries filamenteses suivies sonT. nivea (TNI), Type 021N (21N),H.
hydrossis(HHY) et S. natans(SNA) (Gavalet al, 2002).

Lorsque la situation de stress cesse, les effeffd@ismenteux diminuent fortement. Si I'on
applique un nouveau stress, les effectifs filamenteont réapparaitre de fagon encore plus

importante que lors du premier stress (cf. Figue 1
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Figure 13 : Evolution des effectifs filamenteux d&. natansen boues activées par FISH (SNA), ainsi que de
l'indice de boue (SVI) aprés application séquentitd de 4 stress.
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A chaque nouveau stress, la réponse des filamsntsmlifiée. Il est important de noter que
cette augmentation importante du nombre de filamaptse traduit pas immédiatement par
une augmentation de l'indice de boue. Ceci montrte ge moyen de diagnostic du

foisonnement présente un degré d'anticipation quertinul.

Plusieurs hypotheses pourraient expliquer la breisgjminution des effectifs observée en

FISH apres l'arrét du stress.

v' Bien que cela soit peu probable en réponse a onrratune situation plus favorable
gue la précédente, il pourrait s'agir d'un phénatnmort cellulaire massive.

v' La méthode de comptage utilisée dans ces étudebasée sur l'utilisation de la
technique FISH. Les cibles des sondes FISH étanARNr 16S, la réponse de ce
signal est donc directement liée au taux d'’ARNraggllulaire. Il apparait comme
étant corrélé a I'état physiologique de la celllHeulsenet al, 1993; Rossettet al,
2007). Il est donc possible que si l'activité pbi@yique des bactéries est ralentie, le
nombre de filaments soit sous-estimé. Plus qu'éeéler diminution des effectifs, il
pourrait donc s'agir d'un biais de quantificati@nadla technique FISH.

v' Les conditions redevenant a nouveau plus favasable microorganisme, c'est la
croissance sous forme monocellulaire qui devraitsaétre privilégiee. On peut donc
supposer avoir a faire a une dépolymérisation damdnts et une recolonisation du
milieu par des individus sous forme dispersée. eCatéfilamentation” impliquerait
donc quil y ait simultanément une dégradation astdicturation de la gaine

polysaccharidique et une sortie des cellules dumignt.
3.6 La gaine de S. natans

La présence d'une gaine autour du filament estdaseprincipales caractéristiques 8e

natans Son étude est indispensable lorsque I'on s'sgérau phénomene de filamentation.

3.6.1 Mise en évidence et observation de la gaine &e natans.

La gaine deS. natansn'est pas toujours tres visible lors d'observagonmicroscopie a
contraste de phase. Elle est plus aisée a visudtissque certaines cellules manquent a

l'intérieur du filament. L'utilisation de la coldi@n au bleu de méthyléne ou au cristal violet
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permet la mise en évidence de la gaine. Les cslsbat ainsi colorées en bleu et la gaine

apparait elle de facon plus claire (cf. Figure 14).

Figure 14 : Mise en évidence de la gaine par coldian au cristal violet (d'aprés FNDAE N°33)

3.6.2 Composition et structure de la gaine d&. natans

La gaine deSphaerotilus natansest principalement composée de polysaccharidss. Il
représentent en effet prés de 70 % de la massa dairle. Les protéines sont présentes a
hauteur de 27 % et les lipides a hauteur de 3 %e@aet al, 1998).

3.6.2.1Polysaccharides

Le polysaccharide de la gaine serait constituéedinité de répétition composée de 5 résidus
osidiques, a savoir 4 résidus (N-acétyl)galactosandt un glucose (Takedz al, 1998;

Takedaet al, 2003a). L'unité de répétition possede la strecsuivante :

—4)-4-D-GalNAc(p)-(1—4)-4-D-Glc(p)-(1—3)-4-D-GalNAc()-(1—4)-a-D-GalNAc(p)-
(1—4)-0-D-GalNAc(p)-(1—

Cette composition est peu fréquente dans le moridmionen. En effet, c'est I'un des rares
exemples actuellement connus de polysaccharideob@r basique. La plupart des
polysaccharides extracellulaires produits par lesraorganismes sont acides ou neutres.
SeulsGlucoacetobacter xylinurat Agrobacteriumsont également connus pour étre capables
de synthétiser des polysaccharides basiques, majgament dans des conditions de culture

tres precises.
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3.6.2.2Protéines

La part des protéines dans la gaine&sdeatansest importante puisqu'elle représente 27 % de
sa composition (Takedat al, 1998). Les acides aminés les plus représentédasgitycine
(49,2 %), la cystéine (24,6 %), l'alanine (7,7 Pa)glutamine (6,4 %) et la lysine (4,7 %).

Une analyse par SDS-PAGE d'hydrolysats partielgaae montre la présence de bandes
caractéristiques de protéines ayant une masse uhakécallant de 18 700 et 30 500.

L'analyse des protéines réalisée par Takedd. eeste cependant trés sommaire (Takeda
al., 1998). De plus, dans le protocole de purificattla gaine, il est fait mention d'un
traitement a la protéase. Cette derniére peutealiés protéines présentes et donc fausser
I'analyse. Les seuls résidus protéiques qui orsi pin étre analysés par ces auteurs sont ceux
qui se trouvent enchassés dans la gaine et domégpsode 'action de I'enzyme. Apres ce

traitement, la part des protéines dans la gairst ples que de 12,2 %.

Lors de leurs expérimentations, les auteurs ontemiévidence que le traitement a la protéase
de la gaine purifiée n'altérait pas sa structure put supposer que la part des protéines qui
résiste a ce traitement serait directement impéqdéns la structuration de la gaine en

combinaison avec d'autres éléments.

3.6.3 Dégradation de la gaine

Le passage d&. natas de la forme filamenteuse a la forme disperséeuwture pure

nécessite inévitablement une dégradation, ou aunsnane déstructuration, plus ou moins
partielle de la gaine polysaccharidique afin que dellules puissent sortir du filament et
recoloniser le milieu. Certains microorganismes spdent I'équipement enzymatique

susceptible de lyser la gaine 8enatans
3.6.3.1Dégradation par un microorganisme

A I'heure actuelle, deux souches bactériennes ténidéntifiées comme pouvant dégrader la
gaine deS. natansCes souches se nomment'T& TK (Takedaet al, 2000; Takedat al,
2002b). Des études phylogénétiques ont permis wemider qu'elles appartenaient au genre

Paenibacillus Les bactéries du genfaenibacillussont caractérisées par leur capacité a

65



Chapitre | : Synthese Bibliographique

dégrader un grand nombre de macromolécules tellesdgs polysaccharides, des acides

nucléiques ou des protéines.

Il a donc été proposé de regrouper ces deux soueimssune nouvelle espéce baptisée par les
auteursPaenibacillus koleovoransp. nov.(Takeda et al., 2000; Takeda et al., 200Z&
présence d'une source d'azote (protéose-pepton@Niar),.SO, par exemple), elles sont
capables de se développer a partir de la gaire datanccomme source de carbone. Ce qui
n'est pas le cas en présence des monosaccharidstitutils de la gaine, méme ajoutés
ensemble. Les conditions optimales de dégradatda daine se situent a une température de

30°C et a un pH compris entre 7 et 8.
3.6.3.2Mise en évidence d'une enzyme de dégradation

Une enzyme responsable de la dégradation de & galysaccharidique d&. natansa été
isolée chezZPaenibacillus koleovoransp. nov. (Takedat al, 2000). Elle dégrade de fagon
spécifique le polysaccharide de gaine en pentanoardgexameres. Cette enzyme fait partie
des enzymes dites de type éliminase, égalementémgplyases. Il s'agit plus précisément
d'une lyase des polysaccharides de type endo-BtiQes enzymes se caractérisent par leur
faculté a hydrolyser les polysaccharides acideslignsaccharides se terminant par un acide

4-deoxy-5-0xo-uronique.

Cette enzyme, spécifique de la dégradation de ileegdeS. natansserait le seul exemple

actuellement connu, de lyase capable d'hydrolysepdlysaccharides basiques.

Le gene codant pour cette enzyme a été identig Ehkoleovorans)CM 11186 (Takedat

al., 2003b). Ce géne, d'une taille de 2217 pairesased) code pour une séquence de 738
acides aminés, incluant un peptide signal de 34leaciaminés. La protéine mature
correspondante serait donc constituée de 704 aai@®s et aurait une masse moléculaire
de 78 kDa. Aucune protéine similaire n‘a actuellepmu étre identifiée dans les bases de

données disponibles, ce qui renforce le caractgpecae de cette enzyme de dégradation.
Aux vues des précédentes observations, deux hygesgheeuvent étre formulées :

v' Takeda etl. (2000) ont réellement identifié une enzyme tofaitoriginale
v' La composition de la gaine polysaccharidique rpest réellement celle décrite. Elle
contiendrait des oses acides permettant I'actiomedenzyme de type lyase.
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De plus, il a été décrit qu& natangn culture pure était capable de passer d'unehuologie
filamenteuse a une morphologie monocellulaire. Ceuplique inévitablement une
dégradation plus ou moins partielle de la gaindaaactérie elle-méme. Il est donc probable

guesS. natangpossede une enzyme équivalente a celle identfiéeP. koleovorans

3.7 Les polysaccharides extracellulaires produits p ar S. natans
S. natansynthétise également un exopolysaccharide (ERSYemt la gaine du filament.

3.7.1 Structure et composition

Une premiere étude (Gaudy & Wolfe, 1962) avait a@ja en évidence sa présence et permis
de déterminer sa composition. D'apres les auteatE£PS est composé de glucose, de fucose,
de galactose et d'acide glucuronique en quantitgsvalentes. Le glucose et l'acide
glucuronique formeraient ensemble un acide aldobigue. A I'époque, on considérait que

cet exopolysaccharide était ensuite assemblé pounef la gaine.

Depuis, de nouveaux travaux ont remis en causeésmstats (Takedat al, 2002c). Le
polysaccharide extracellulaire entourant la gaindildment est un polymére constitué d'une
unité de répétition composée de glucose, de rhammbd'acide glucuronique dans un ratio
moléculaire de 1:1:2.

Ce tétrasaccharide est construit de la facon stévan

—4)-a-D-Glc p-(1—2)-4-D-GIcA p-(1—2)-a-L-Rhap-(1—3)-4-L-Rhap-(1—

La composition de cet EPS et celle du polysaccharwhstitutif de la gaine s'avérent trés
différentes. Il est donc tres peu probable quedenger soit une forme initiale du second.

3.7.2 Role et dégradation du polysaccharide

Cet EPS serait impliqué dans l'adsorption et I'axipth des métaux p&. natanskn effet, la

gaine n'a pas elle-méme de résidus osidiques atitessaires a cet effet.
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La présence de ce polysaccharide autour de la gaiteprotége pas de la dégradation par les
souches d@aenibacillusqui utilisent cette derniére comme source de ceel{dakedaet al,
2002b).

Un microorganisme utilisant I'exopolysaccharideSd@matansomme source de carbone pour
se développer, a également été identifieé (Takdd, 2005). Il s'agit la encore d'une espece
appartenant au genRaenibacilluset qui a été baptigé. hodogayensisp. nov. D'un point de
vue phylogénétique, cette souche présente un degréimilarité de 94,2 % aveP.

koleovorans

L'EPS décrit ici est celui qui entoure la formarilenteuse d8phaerotilus natansnais la
forme monocellulaire posséde aussi un EPS qui emtes cellules. A I'heure actuelle aucune

étude ne permet de dire s'il est identique a egltourant le filament.

3.8 Identification d'un gene essentiel a la filamen  tation chez S.

natans

A I'heure actuelle, trés peu d'informations sospdhibles sur les mécanismes de croissance
des bactéries sous forme de filament. Cela esti dies valable d'un point de vue
physiologique (mode d'allongement, cinétique ddssemce du filament, coopération des
cellules dans le filament), que d'un point de vudéculaire (enzymes intervenant dans la
structuration et déstructuration du filament, géoas$ant pour ces enzymes et leurs cascades

d'activation).

3.8.1 ldentification du genesthA

Cependant, un géne indispensable a la formatiofilalunent a été identifié et nommsthA
(Suzukiet al, 2002). Les auteurs ont généré des souch& datansnutantes par insertion
du transposon TN5. Celui-ci, en s'insérant dansgénome, apporte aux bactéries le géne de
résistance a la kanamycine, et inactive le géens tajuel il s'insere. Parmi pres de 20 000

mutants obtenus, 7 étaient incapables de filamentde synthétiser une gaine.

Sur I'ensemble de ces mutants, 5 présentaient wm&tion dans un méme cadre ouvert de
lecture (ORF : Open Reading Frame). Le gene carretgnt a été baptisthA Il correspond
a une séquence de 1 407 paires de bases et cqumraiine protéine de 469 acides aminés.

68



Chapitre | : Synthése Bibliographique

En ce qui concerne les deux autres mutants, poprrelmier, la mutation a eu lieu dans une
région qui, aprés comparaison avec les séquensesrilbles dans les bases de données,
coderait pour une glycosyltransférase. Pour lers#ida mutation touche un gene codant pour

une ARN hélicase ou d'autres protéines associéee ARN polymérase.

3.8.2 Comparaison morphologique des mutantsthA et des souches

sauvages dé&. natans

Des disruptions dirigées contre le géstkA ont ensuite été réalisées (Suzekial, 2002).
Dans tous les cas, les mutants présentent untdédicynthése de la gaine et une incapacité a
filamenter (cf. Figure 15). lls se développent weigpent sous la forme monocellulaire,

guelque soit les conditions de culture.

Figure 15 : S. natansde A) souches sauvages et B)hA déficiante. Les deux souches sont cultivées sur
milieu NB a 0,1 %, induisant normalement la filamemation.

Les mutantssthA présentent aussi un défaut de synthése des esapoharides. En effet,
chez les souches sauvages, on observe une produli®S autour des bactéries a I'état
monocellulaire (cf. Figure 16 A). Ceci n'est pleschs, ou bien en quantité négligeable chez

les mutantsthAdéficients (cf. Figure 16 B).
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i ,ﬁ

Figure 16 : Observation de cellules dispersées d& natanspour les souches A) sauvages et BjhA-
déficiente.

A la lumiére des ces résultats, les auteurs ont gordire avec certitude que le gétieAest
essentiel a la filamentation et a la synthése drilze.

3.8.3 Expression du genesthA

Dans la méme étude, Suzukiadt (2002) ont cherché a déterminer si ce gene ntameht
identifié était exprimé quelque soit la morphologgoptée paB. natanslls ont pour cela
créé des mutants utilisant la GFP comme gene epode I'expression du gesthA Il en
ressort que ce gene est exprimé a l'état de filmneamme a |'état de cellules dispersées

puisque I'expression de GFP est observée dansiescds (cf. Figure 17).

Figure 17 : Expression de la GFP dans les celluldg filamenteuses, cultivées sur milieu NB 0,1 % eB)
dispersées cultivées sur milieu NB 1 % (d’aprés Suki et al., 2002).

Afin de préciser le niveau d'expression de ce gagmfonction de la morphologie, les auteurs
ont également étudié I'expression du gsthé par RT-QPCR. Leurs conclusions ont été que

I'expression dsthAne variait pas entre la forme filamenteuse etadsge. Ceci peut sembler
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surprenant quand on considére que ce géne estalcnpour la synthése de la gaine

polysaccharidique et le mécanisme de filamentation.

4. Détection, identification et  quantification  des

microorganismes filamenteux

La prolifération excessive de microorganismes & des boues activées refléte un probléme
de fonctionnement de la station d'épuration. Unentification précise des bactéries
incriminées peut permettre de fournir aux expldgades pistes quant a la nature du

dysfonctionnement.

4.1 Méthode  d'identification classigue :  observatio n

microscopique

Afin de trouver les moyens d'action les plus appéspcontre un épisode de foisonnement
filamenteux ou de moussage, il est au préalablispedsable d'identifier de fagon précise les
bactéries a l'origine de ce dysfonctionnement. iMtilselboom (1975) a fournit une méthode

d'identification des différents microorganismesrfienteux. Ces derniers y sont classés en

fonction des criteres morphologiques suivants :

0 La présence ou non de gaine ou d'une matrice ddysgrcharides autour du
filament

La motilité des cellules

La présence de ramifications, vraies ou fausses

La taille et la forme des filaments

Le résultat de la coloration de Gram et de Neisser

La morphologie, le diametre et la longueur desuted| du trichome.

o O O O o o

La présence ou l'absence ainsi que la nature abssions intracellulaires
(PHB, sulfures)

Ces procédures sont depuis largement utiliséesavers le monde. Cependant ce type
d'identification a ses limites. Il nécessite eneefiin observateur trés expérimenté car un

mauvais diagnostic peut facilement étre établi.
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Des fiches permettant l'identification ont été diéf (Jenkinset al, 1984). Elles proposent
plusieurs démarches a suivre afin d'identifier dequus de précision et de certitude possible
les filaments observés en se basant sur différeniesres (taille des cellules, colorations

cytoplasmiques, autres criteres morphologiques).

La caractérisation morphologique présente ainsindenbreuses limites. En effet, les
colorations, et en particulier la coloration de Braonne des réponses variables pour certains
filaments en fonction de leur état physiologiguenkinset al, 2003). Dans certains cas, des
variations de la composition des eaux usées peuestiainer un changement dans la
morphologie des filaments. Il faut également ngtex certaines especes ayant d'ordinaire une
gaine entourant leur filament peuvent ne plus emra¥n effet, les génes permettant a la
bactérie de la synthétiser sont parfois portésdear plasmides. Et en cas de perte de ces
derniers, la bactérie perd sa faculté a synthétisergaine (Wagner, 1994). Certaines especes
ont des caracteéristiques morphologiques tres peoeheont donc tres difficiles a différencier
(Wagner, 1994; Jenkinst al, 2003). Certaines especes peuvent exister sowuse fake
bactéries dispersées en plus de la forme filameateD'est le cas po@phaerotilus natans
(Gaval, 2001) Microthrix parvicella(Richardet al., 1985) etThiothrix nivea(Ramothokang

et al, 2006b) notamment.

4.2 Méthodes d'identification moléculaires

Face aux difficultés et aux erreurs pouvant étiduibes par la méthode d'identification

classique, les chercheurs ont développé a padiradaées 90 des méthodes d'identification
basées sur la biologie moléculaire. Ces techniglaggpuient sur I'analyse de I'ADN et/ou de
I'ARN des bactéries. La cible qui a été choisie df caractériser au mieux la complexité de

la communauté bactérienne, est I'ARNTr 16S.

Cette molécule posséde le double avantage d'@&seatbondante et conservée. Mais elle
possede également dans sa séquence des régi@atdesrcaractéristiques de chaque espece
ou genre bactérien. Elle permet donc de pouvoirpaoer des espéces dans un méme
domaine, mais aussi de pouvoir différencier ledihtes souches d'une méme espeéce.
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4.2.1 PCR et QPCR

La réaction de PCR ou Polymerase Chain Reactidnaegchnique qui a révolutionné la
biologie moléculaire et est a l'origine de son exgan au cours de ces vingt dernieres
années. De nombreuses techniques d’identificatioléculaire qui seront décrites par la suite
sont basées sur I'utilisation de cette réactionptiecipe de la réaction de PCR sera décrit en
détail dans le chapitre suivant, on peut cependia@tqu’elle est basée sur I'amplification in
vitro d’'une portion d’ADN donnée a l'aide d’'une e¢nze, 'ADN polymérase (Mullis &
Faloona, 1986). Dans le cas de microorganismesuspiiamplification d’une séquence de
I’ADNr 16S spécifique de I'espéce bactérienne ci@t mettre en évidence sa présence dans

un échantillon donnée.

La QPCR ou PCR quantitative en temps réel ajoutaspect quantitatif a I'identification. En
effet, a la différence de la PCR classique, cettartique permet d’estimer la quantité d’ADN
contenue dans I'échantillon a analyser. Cette fgciensera également décrite en détail dans
le chapitre Matériels et Méthodes.

4.2.2 Clonage d'ARNr 16S

Cette méthode implique une extraction d'ADN a pal#i boues, suivie d'une amplification a
l'aide d'amorces universelles puis d'un clonage gises codant pour I'ARNr 16S des
différentes souches bactériennes, la création dgues d’ARNr 16S, et enfin un séquencage
des produits de clonage. L'identification des nocganismes est ensuite réalisée en
comparant les séquences ainsi obtenues a des Hlasdennées. Actuellement, environ
700 000 séquences d'ADNr 16S sont disponiblesasbase de données du NCBI (septembre
2007). Les séquences des difféerentes bactériesdiiteuses étant maintenant connues, elles

sont facilement détectables et identifiables pt#ecaéthode.

Cependant, cette technique nécessite beaucoupnyges,ten particulier I'étape de clonage
indispensable lorsque I'on travaille dans une matcomplexe telle que des boues activées.

Cette technique est donc peu adaptée a I'analsleadhitiiions en grand nombre.
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4.2.3 FISH (Fluorescentln Situ Hybridization)

Cette technique, trés largement utilisée en écelagcrobienne est basée sur I'utilisation de
courtes séquences d'ADN (de 16 a 20 nucléotidegeréral), marquées en leur extrémité 5'
par un fluorophore. On appelle aussi cet oligoratalé une sonde. La séquence est définie
afin d'étre complémentaire d'une séquence de I'ARB® (a I'exception de quelques sondes
comme Bet 42a et Gam 42a qui ciblent une partiBARNr 23S) de la bactérie ou du groupe
bactérien cible. Les sondes peuvent étre spéceiglien domaine, d'une famille ou d'une
souche. Le Tableau 4 présente un exemple de steslgdus utilisées en microbiologie et

présentant différents niveaux de spécificite.

Cibles Nom de la sonde Séquence de la sonde (5'-3") Références
La plupart des EUB 338 GCT GOC TCC OGT AGG AGT (Amannet al, 1990)
bactéries
Planctomycetales EUB 338 II GCA GCC ACC OGT AGG TGT (Daimset al, 1999)
Verrucomicrobiales EUB 338 Il GCT GCC ACC CGT AGG TGT (Daimset al, 1999)
. . ALF1B M
- > » CGT TCG YTC TGA GCC AG anzet al, 1992
a-proteobacteries (68% desu-protéobactéries) ( )
B-protéobactéries BET42a GOC TTC CCA CTT CGT TT (Manzet al, 1992)
y-protéobactéries GAM42a GOC TTC CCA CAT CGT TT (Manzet al, 1992)
L CFB563
L GGA OCC TTT AAA CCC AAT (Weller et al, 2000)
Flavobactéries (84 % des flavobactéries)
Cyanobactéries CYA361 CCC ATT GOG GAA AAT TCC (Schénhubeet al, 1999)
a-protéobactéries
) Nost993 CAG CCG AAA CGG GCA TGT (Kragelundet al, 2006)
filamenteuses
S. natans SNA CAT CCC CCT CTA CCG TAC (Wagneret al, 1994)

Tableau 4 : Exemple de sondes FISH employées en légie microbienne et présentant différents niveaux
de spécificité.

Des sondes ciblant les principales especes bautésdilamenteuses ont également été mises

au point (cf. Tableau 5).

Bactéries
) Nom de la sonde Séquences (5'-3") Références
filamenteuses
H. hydrossis HHY GCC TAC CTC AAC CTG ATT (Wagneret al, 1994)
S. natans SNA CAT CCC CCT CTA CCG TAC (Wagneret al, 1994)
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TNI
. CTC CTC TCC CAC ATT CTA (Wagneret al, 1994),
T. nivea
G123T oCT TCC GAT cTC TAT cca  (Kanagaweet al, 2000)
G1B TGT GIT CGA GIT CCT TGC
Type 021N G2M GCA CCA CCG ACC CCT TAG (Wagneret al, 1994)
G3M CTC AGG GAT TCC TGC CAT
Type 1863 ACA652 ATC CTC TCC CAT ACT CTA (Wagneret al, 1994)
M. parvicella MPA CCG GAC TCT AGT CAG AGC (Erhartet al, 1997)
N. limicola | NLIMI 91 CGC CAC TAT CTT CTC AGT (Liu & Seviour, 2001)
N. limicola Il NLIMII 175 GGC TCC GTC TCG TAT CCG (Liu & Seviour, 2001)
N.a limicola Ill NLIMIIT 301 CCC AGT GTG CCG GGC CAC (Liu & Seviour, 2001)

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des sondes spétijfies des bactéries filamenteuses les plus fréquerant
rencontrées en boues activées.

La sonde est ensuite mise en présence des cdlkdes, et I'hnybridation des deux séquences
homologues se faih situ (cf. Figure 18). Il est possible d'utiliser plusie sondes en méme
temps. En effet, I'observation se fait a l'aidendnicroscope a épifluorescengai éclaire
I'échantillon avec une lumiere de longueur d'onolenée, et recueille la lumiére émise par les
bactéries cibles rendues fluorescentes, en gédérkingueur d'onde supérieure, permettant
d'observer uniquement les sites hybridés. A l'aldejeux de filtres optiques, il est ainsi
possible d'observer plusieurs fluorophores auxctératiques optiques différentes, et donc

de distinguer les différentes sondes hybridéesisuméme brin d’ARNr.

Figure 18 : Schéma général du principe de la techmue FISH. L'hybridationin situ peut-étre divisée en 4
étapes A) échantillonnage et fixation des cellules par gthau formaldéhydeB) hybridation de la séquence
cible de 'ARNr 16S avec la ou les sonde(s) spfuifs) couplée(s) a un fluorophof®) L'observation des

séquences hybridées s'effectue a l'aide d'un neigpesa épifluorescence (Sanz & Kéchling, 2007)
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Cette technique permet donc d'identifier des cedluliables mais non cultivables et de les
localiser dans un écosystéme complexe. Des articiesléja montré que la technique FISH
était trés efficace pour la détection de bactdii@nenteuses commEhiothrix ou Eikelboom

type 021N dans des boues activées (Perptbd, 1998) par exemple.

De nouvelles techniques d'hybridation basées sunréme principe apparaissent. L'une des
plus récentes est le CARD FISH pour CAtalysed Repddeposition FISH (cf. Figure 19).
Elle permet d'augmenter de fagon tres importamtetisité du signal (Bobrowt al, 1989).
Dans ce cas, la sonde n'est pas directement ligefl@orophore, mais de fagon covalente a
une enzyme HRP (peroxydase du raifort). Aprés fidgbon, dans une phase dite
d'amplification, cette enzyme catalyse la formatesn radicaux tyramides marqués par un
fluorochrome. Ces derniers se lient aux régionkescen tyrosine des ribosomes. Grace a
cette phase d'amplification, l'intensité du sigestl augmentée par une fixation massive des

tyramides marquées.

CARD - Catalyzed Reporter Deposition

b Hybridization

[ ] Fluorochrome Excitation
Signal Ampiification L

CCTACGGGAG

Ribosome surface! tyrosine-rich ragions
of nearby proteing

Ribosome/ rRMNA o

Figure 19 : Description schématique du principe déa techniqgue CARD-FISH (Sanz & Kéchling, 2007)

Le défaut majeur de cette technique est qu’ellpareet pas la détection de plusieurs sondes

en méme temps.
4.2.3.1Les limites de la technique FISH :

Dans certains cas, la technique FISH est égaleméh$ée pour quantifier certains
microorganismes dans l|'échantillon (Gaval & Pemel003; Olivier, 2005). Des protocoles
de quantification de microorganismes par analyiseages FISH (Zengt al, 2003; Daims &

Wagner, 2007) ont également été deécrits. Cettaigab a notamment été utilisée pour suivre
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I'évolution des populations des différentes espéleebactéries filamenteuses dans les boues
suite a l'application d'un stress (Gavat al, 2000a; Gaval & Pernelle, 2003).
Malheureusement, on observe régulierement une rdiagoe entre les résultats de
guantification obtenus par analyses FISH, et cebterms par d'autres techniques de
quantification telles que la PCR quantitative emps réel (QPCR) par exemple (Olivier,
2005b).

Mais dans certains cas, il est difficile de trouuae alternative a I'utilisation de la technique
FISH pour quantifier un microorganisme particultems un environnement complexe. Il a
tres longtemps été admis que le taux d'’ARNr resta#t stable au cours du temps et de la
croissance cellulaire. Pourtant, certains auteantsnts en évidence que cette variation de
l'intensité du signal FISH semblerait étre liée @s dmodifications du taux d'ARNr
intracellulaire. Cependant, les études aboutissamette conclusion ont été menées en
estimant la quantité d’ARNr a l'aide de sondesréiscentes (Kerkhof & Ward, 1993; Binder
& Liu, 1998). Une autre hypothese serait qu'en tioncde I'état physiologique de la cellule,
I'ARNTr cible serait plus ou moins accessible adade. Ainsi ce ne serait pas nécessairement
la quantité d’ARN ribosomique qui change au cowdadcroissance, mais la capacité de la

sonde a aller s’hybrider avec sa séquence cibleneta émettre de la fluorescence.

4.2.4 Techniques d'empreintes génétiques

Ces techniques de biologie moléculaire dites d'emfas génétiques (genetic fingerprinting)
permettent de fournir un apercu ou profil de leedéité d'une communauté bactérienne. Dans
ce paragraphe, les principales techniques d'angkmsétique employées dans le domaine de

I'écologie microbienne vont étre décrites.

 DGGE (Denaturant Gradient Gel Electrophoresis)

La technique de DGGE (Muyzet al, 1993) est tres certainement la plus répandue euic

concerne |'étude des populations microbiennes.pBanipe relativement simple est basé sur
la mobilité différentielle de fragment d'’ADN de méntaille, mais de séquences
nucléotidiques difféerentes. L'ADN de I'échantillest extrait puis une portion du gene de
'ARNr 16S est amplifiee par PCR a l'aide d'amorgewerselles. Les molécules d'acides
nucléiques ainsi obtenues migrent sur un gel dgapgojlamide ou elles rencontrent des
concentrations croissantes d'agents dénaturantée (Ur Formamide). La dissociation
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transforme le fragment d'/ADN en une structure pletinent ouverte et crée une diminution
brutale de sa mobilité, qui conduit I'ADN a se camtcer en un point du gel. La migration des
molécules est de ce fait tres dépendante de larégtet en particulier de sa composition en
AT et GC.

Le nombre de bandes ainsi obtenu sur le gel canes@ux especes bactériennes dans
I'échantillon. En association avec le séquencagebd@des ainsi obtenues et une analyse
phylogénétique, cette méthode donne un trés borcapke la diversité de la communauté

microbienne (cf. Figure 20).

B =

= £ gy -4
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R — lf—— = =t

5 |

Figure 20 : Schéma du principe de I'analyse par DGE. A) L'ADN des différentes espéces bactériennes (1, 2
et 3) est extrait a partir de I'échantillon d'iBtéipuis B) une partie du géne de I'ARNr 16S egilidigh par PCR

a l'aide d'amorces universelles. C) les moléculkBN migrent ensuite sur un gel de polyacrylamidésgntant
des concentrations croissantes de dénaturantsdiffésentes bandes obtenues correspondent auxipalas
especes bactériennes dans I'échantillon. D) Efesgnt ensuite étre découpées puis séquencéesrragtant
une analyse phylogénétique de la population mierute (d'aprés Sanz & Kdchling, 2007).

En créant un référentiel a l'aide de souches pirest possible par la suite d'identifier et de

suivre I'évolution de certaines espéeces dans déanements complexes.

Cependant cette technique n'est pas exhaustivst ptuedt destinée a mettre en évidence les
membres dominants de la population bactérienneidéné®. Elle est également tout a fait
adaptée au suivi de I'évolution dynamique d'unaifaion, comme par exemple les bactéries

flamenteuses.
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« TTGE (Temporal Temperature Gradient Gel

Electrophoresis)

Le principe de I'analyse d'une population par TTé3Ele méme que celui de la DGGE. Le
gel ne présente plus de gradient de dénaturans, unagradient de température au cours de la

migration des molécules.

* ARISA

La technique ARISA (Automated Ribosomal IntergeSjgacer Analysis) est utilisée pour
I'étude de la structure génétique des consortiuacsdniens associés a des milieux complexes
(Fisher & Triplett, 1999). Cette méthode explodggblymorphisme de la longueur de I'espace
intergénique ou ITS (Intergenic Transcribed Spacamyre les genesrs (codant pour
’ARNr16S) etrrl (codant pour TARNr 23S). Le polymorphisme de w&itle I'I'TS varie pour

la grande majorité des espéces de procaryotes &hipaires de bases (espéces appartenant
aux Firmicutes a faible teneur en base GC) et Ii#lfes de bases (sous-division des
Protéobactéries). A partir de 'ADN extrait des smmiums bactériens, les ITS sont amplifiés
a l'aide d'amorces universelles permettant dercilelesemble des taxons présents au sein de
I'échantillon. L'une des amorces est marquée pafluorochrome. Apres amplification et
séparation des fragments d’ADN par électrophoraseysl d'acrylamide selon leur taille, on
obtient un profii composé de bandes dintensitéiakde, dont [intensité refléte

aproximativement I'abondance des individus.
 T-RFLP

La technique de T-RFLP (Terminal Restriction Fragéength Polymorphism) est
également une technique de fingerprinting. Son ld@pement est lié a celui des séquenceurs
a capillaires. Le principe est assez similairelaiae I'ARISA puisque dans ce cas on réalise
également une PCR a l'aide d'amorces marquéegpdudrophores. Mais ici les produits de
PCR sont ensuite digérés par des enzymes de tiestriDes modifications des séquences
génomiques vont générer ou éteindre des sitesstlection. Ainsi chaque espéce bactérienne

aura un fragment terminal d'une taille qui lui spécifique. Apres digestion, la taille des
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fragments terminaux, et marqués par le fluorophaget déterminée grace a une
électrophorése capillaire. L'analyse des profilssiabbtenus permet d'avoir une idée de la

population bactérienne présente dans I'échantillon.

« D-HPLC (Denaturing High Performance liquid
Chromatography)

L’HPLC en condition dénaturante est une technigqeieldtomatographie appliquée a l'analyse
génetique. Les produits de PCR sont soumis a umemetographie liquide haute
performance dénaturante en phase inverse par formde paires d’ions au sein d’'une
colonne contenant des particules alkylées non pesuDans des conditions dénaturantes
partielles (gradient linéaire d’acétonitrile), ledtéroduplexes formeés par les produits de PCR
contenant une variation de séquence présentemypstde rétention plus faible au sein de la
colonne que leurs homoduplexes correspondantsentfiication d’échantillons présentant un
polymorphisme est réalisée grace a I'analyse defiigpd’élution. Les avantages majeurs de
cette technologie sont l'automatisation, la ragidde I'analyse (moins de 5 min par

échantillon) et la taille des fragments d’ADN arsalgles (jusqu’a 1 500 paires de bases).

* Limitations de ces techniques

Le choix des amorces de PCR est une étape prinmetiaomplexe de l'analyse par TTGE et
DGGE. De plus les fragments d'ADN analysés doiére relativement courts, c'est-a-dire
d'une taille de 500 paires de bases au maximuntai@erartefacts éventuels de PCR peuvent

egalement entrainer des erreurs d'interprétation.

Parfois, il est difficile, voire impossible de sépacertains fragments d'ADN ayant pourtant
des séquences différant de plusieurs bases. Af$py dans certains cas un produit de PCR
issus d'une souche va aboutir au final sur legégbservation de plusieurs bandes. Ceci est
souvent da a l'utilisation d'amorces dégénéréesvonili produire des produits de PCR tres
légerement différents et qui seront séparés enitiomsl dénaturantes (Kowalchuit al,
1997).

Dans certains cas, la création de référentiels@aplexe a mettre en place puisque certaines

souches ne peuvent étre cultivées.
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Ces techniques ne mettent en évidence que les dragmd'’ADNr 16S des souches
prédominantes dans I'échantillon considéré. Pouéalrantillon tres complexe tel que des
boues activées ou du sol, seules les souches ieacies représentant plus de 1 % des espéces

présentes sont mises en évidence par DGGE.

4.2.5 Analyses par Microarray ou puce a ADN

Le concept des puces a ADN, aussi désigné sowsnetde biopuce ou Microarray, est né
dans les années 90. Il repose sur une technoldgr&ipciplinaire intégrant la micro-
électronique, la chimie des acides nucléiquesaliae d'image et la bioinformatique. Le

principe des Microarrays est basé sur I'hybridaties acides nucléiques (cf. Figure 21).

D'une part des oligonucléotides spécifiques desaespcibles sont fixés sur un support solide
(matrice) et forment des spots. D'autre part desNAI2 ces mémes souches cibles sont
digérés par des enzymes de restriction et marquésda d'un fluorochrome. Les ADN
extraits de I'échantillon & analyser sont digérédadméme facon et marqués a l'aide d'un
autre fluorochrome émettant a une longueur d'onfférehte. Les ADN de référence et de
I'échantillon sont ensuite mis en contact avec diggonucléotides fixés sur la puce. La
présence des bactéries d'intérét dans I'échantdkinrévélée en analysant l'intensité de

fluorescence correspondant a chacun des fluoropipangr chaque spot.

echantilion reférenca
= AT @)
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Hybridation des AON marqués sur la puse b
o
WEJ

Figure 21 : Principe de la puce a ADN ou Microarray. En paralléle de la fabrication de la puce, a) IE8NA
de référence et de I'échantillon a analyser samaiéx et b) marqués a l'aide de fluorophores diffés (ici Cy5
et Cy3). Ces fragments d'ADN marqués sont hybridida puce puis ¢) une lecture optique permet esuner
la fluorescence pour chaque spot. Les donnéesssnite analysées par un logiciel de traitementeadje.
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Cette technique permet, simultanément a lidemtifan d'une espéce dans un échantillon
complexe, de mesurer l'abondance du microorganiemese basant sur lintensité de

fluorescence.

La Microarray est déja utilisée pour lI'analyse éaehne de I'eau de consommation. Cette
technique a également été appliquée a I'étude alesskactivées (Byoungt al, 2004). Elle
représente un moyen trés puissant et rapide diidatibn des bactéries présentes dans un

échantillon complexe. Cependant la mise au poimtedpuce est encore lourde et onéreuse.

5. Conclusion

Cette synthése bibliographique a permis de souligimaportance des bactéries
filamenteuses dans I'écosystéme des boues actiugese soit par le role essentiel qu'elles y
jouent ou bien par les graves dysfonctionnemenisligsl peuvent engendrer. Les moyens
actuellement disponibles pour surveiller et détdeterisques de survenue des événements de
bulking sont trés limités, et leur degré d'antitigma trés restreint. Les mesures d'indice de
boue, l'observation microscopique et l'analyse F£8Ht les seuls moyens disponibles pour
apprécier I'importance et la nature des populatidamenteuses. L'évaluation des effectifs
par ces différentes méthodes reste encore treoxppative. Maintenant que les facteurs
induisant une croissance excessive de ces micnoigrgas ont pour la plupart été bien
identifiés, il est indispensable d'avancer dansolapréhension des mécanismes moléculaires
et physiologiques de la formation du filament. Eete comme nous avons pu le constater au
cours de cette revue bibliographique, tres peufadiimations, sont a I'heure actuelle,
disponibles sur les mécanismes moléculaires etigbgsjues a l'origine de cette forme de
croissance particuliere. Leur compréhension esngigdle pour déterminer des moyens de

lutte efficaces contre les épisodes de foisonnesrféaimenteux.

Les travaux ici présentés se divisent en 2 patligsctes. La premiere consiste en une étude
des mécanismes physiologiques et moléculaires apduisent a la filamentation chez cette

bactérie modéle que constitBenatansPour cela nous avons :

v' Déterminé le comportement des différentes soucleesetkte espece en jouant sur

différents facteurs de cultures.
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v' Déterminé si le mode d'allongement du filament sspsur une succession de
divisions cellulaires ou un chainage de microorgaeiss disperses.

v Mis en évidence la présence et déterminé la séqudncgenesthA essentiel au
processus de filamentation, pour les différentasclses deS. natans Son niveau
d’expression en fonction de la morphologie de letdxée a ensuite été étudié.

v' Mis au point une méthode de gquantificationSlenatansen boues activées par PCR
guantitative en temps réel en utilisant le gstd comme cible.

v' Déterminé de nouvelles molécules cibles pouvanerwenir plus ou moins
directement dans le mécanisme de filamentationSdenatanspar une étude de

I'expression protéique basée sur l'utilisation @& C-MS-MS.

Dans la seconde partie de ce manuscrit, nous désria fagon dont nous avons mis en
évidence une importante variation de la quantifeRiN ribosomique intracellulaire au cours
du cycle de croissance de différents microorganssmentS. natansCette variation va avoir
un impact conséquent sur l'intensité du signal FEBIdur les résultats de quantification basés
sur l'utilisation de cette technique, et notammentce qui concerne la quantification de
microorganismes en matrice complexe, telle que dk filaments dans des boues activées.
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1. Techniques de Microbiologie

1.1 Souches utilisées

1.1.1 Sphaerotilus natans

Aux cours de nos différents travaux, nous avonsaiil@ avec plusieurs souches de

Sphaerotilus natandont cing sont issues de collections publiques :

v/ ATCC 13338T : c'est la souche de référenc8pleaerotilus natan€lle a été isolée a
partir d'eau de riviere.

v' ATCC 13929 : cette souche a été isolée a partiodes activées

v ATCC 15291 : c'est la souche qui a été la plusiétud I'heure actuelle. Elle a été
isolée a partir de biofilms issus d'une papeterie.

v ATCC 29329 et 29330 : ces souches ont été isoléearta de I'eau d'un étang a

Gottingem en Allemagne

1.1.2 Sphaerotilus natangRoxane

Nous avons de plus étudiée une souché&pleaerotilus natangiue nous avons isolée par
micromanipulation, et appelée Roxane. Elle providat boues d'une station d'épuration
traitant des effluents de type agro-alimentairstcedire tres riches en carbone (sucres) et

donc particulierement adaptés au développemhei@phaerotilus natans

1.1.3 Leptothrix

Nous avons également travaillé avec des souchkesptethrix:

v' EU23 : Leptothrix discophoraissue d'une collection privée a été isolée pde@a
Levantesi (Water Research Institute, CNR ROME)ratigusement fournie par le Pr
Valter Tandoi (CNR, ROME).

v DSM 10617 : souche commerciale ldeptothrix mobilis Cette souche a été isolée a

partir de sédiments de riviére.
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1.1.4 Autres Microorganismes

Dans le cadre de nos travaux, hous avons aus$é éésdmicroorganismes suivants :

v Lactobacillus delbruekii la souche que nous avons utilisée est la CNRT 28lle
intervient directement dans la fabrication des y@ouCette souche a été
gracieusement fournie par I'INRA de Jouy-en-Josas.

v/ Saccharomyces cerevisia®lous avons travaillé sur la souche L2056. Catteche a
éte isolée par I'Institut Francais du Vin (ITV) dales Cétes du Rhone, et est tres
utilisée dans le domaine vinicole. Ce microorgamsnqui intervient dans la
fermentation alcoolique, a été sélectionné pour mepriétés trés intéressantes :
conservation des ardmes et des golts des cépamble production de SO

préservation de la couleur des vins.
1.2 Cultures des microorganismes

Dans cette section nous décrirons les miffautitisés ainsi que les conditions de culture pour

les différentes souches.

1.2.1 Milieux et conditions de culture

1.2.1.1Sphaerotilus natans

«+ Milieux de culture

Pour la culture de cette souche, nous avons ufiliedieux différents :

CGYA : C'est le milieu de référence décrit par 'ATCC (@PPour la culture des différentes
souches d&phaerotilus natane milieu se présente a l'origine sous formeadellon dont

la composition est la suivante :

d - , . . A . . .
Tous les milieux sont autoclavés 15 minutes a 120/t d'étre utilisés pour la culture des micraoigmes.

88



Chapitre Il : Matériels et Méthodes

o CaSIONE.....u e eeeeeee e, 59.t
o GIYCAIOl. ..ol 10 g.i*
« Extraitdelevure............cc.oeeeeeeeenn 1 gt

Une gélose dérivée du bouillon a été produite eatapt de I'agar a raison de 1,25% (m/v).

NB (Nutrient Broth) :ce milieu a été utilisé pour la culture 8phaerotilus natangar Suzuki

et al. (2002). C'est un milieu lyophilisé prét a I'empbtpie I'on utilise d'ordinaire a une
concentration de 0,8 % (8 g de milieu lyophilisé&upa litre d'eau). On peut aisément faire
varier sa concentration et ainsi induire la croisea du microorganisme sous forme
monocellulaire ou de filament.
Composition de milieu :

« Extraitsde viande...............cccoeeeeeii.. 3gt

s Peptones......cc.ccccccceuuvecieeeeeene b gt

Il est également possible d'obtenir une gélosevéérile ce milieu en ajoutant de I'agar a une
concentration de 1,25 % (m/v).

Au cours de ces travaux, le milieu NB a été utiisées concentrations de 0,05 ; 0,1; 0,5 et
1%.

++ Conditions de culture

Avec les milieux CGYA et NB, les cultures ont éf@lisées en étuve a 30°C, sous agitation et
dans des Erlenmeyer a triple baffles. Ills sont éxna l'aide de bouchons en cellulose

autoclavés, laissant uniqguement passer l'air.

Avec les géloses dérivées des milieux CGY et NBulture est également réalisée en étuve a
30°C.
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1.2.1.2Leptothrix

«+ Milieux de culture :

Pour les 2 souches deptothrix un milieu liquide (1503) et un milieu solide (§Gnt éte

utilisés.
Milieu 1503: ce bouillon a été décrit par 'ATCC pour la auvdt deleptothrix
Composition du milieu :

« Peptone...........cccceeeveeeeeinennn..05 gt
« Extraitsdelevure...........................0,5 gL

o GlUCOSE.....coeeeeiee e 0,59t
o MOSOsTHO .. e, 0,6 g.I*

e CaCh2HO........cvvvveeeviieiinnnn 0,07 g
e HEPES.......ooiiiiii i 357 gt
© MNSOh.e.iiiiieee e, 17 mg.L*

Le pH final doit étre ajusté a 7,3.

Milieu 803 : ce milieu a été défini par le DSMZ comme étaestthé a la culture de

Leptothrixet Sphaerotilus
Composition du milieu :

« Extraitsdelevure............................1 gl

e Peptones......cc.ccceeevvviecieeene 1,5 g

o MOSOs7HO .., 0,2g.l*

¢ CaACh i, 0,05 g.I*

» Citrate d'ammonium ferrique 0,5¢'L
e MNSOFHO..oovvieiiiiieeii e, 0,05 g.[*

R Y01 1<) o O J 0,01 g.!

o AQAr... e, 20 g.I*

Le pH final est ajusté a 7,1.
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«» Conditions de culture :

Les conditions de cultures sont identiques a cei3phaerotilus natans

1.2.1.3Lactobacillus delbruekii

«+ Milieu de culture :

Le milieu MRS a été employé pour la culture dactobacillus delbruekii.Ce milieu

lyophilisé est prét a I'emploi.

Composition du milieu MRS :

« Peptonedeviande................oevveeeiien. 10 ¢.L

« Extraitsde viande..............ccccoeevven.... 8 gL

« Extraitsdelevure...............ocvn. 4 gl

« Acétate de sodium...............ccceeeeeee. 5 G

* Hydrogénophosphate de potassium............ 2'g.L
« Citrate d’ammonium............ccccccvveeeee... 2gL
 Sulfate de magnésium...............cc........ 0.2g.L
« Sulfate de manganése........................ 0.0579.L
¢ GIUCOSE......cov e 20 g.t

o TWeeNn 80.......ovviviiiiiiiiii ImL

«+ Conditions de culture :

La culture est réalisée en fermenteur a 42°C et agiiation.
1.2.1.4Saccharomyces cerevisiae 2056

«+ Milieu de culture :

Le milieu de Sabouraud est utilisé pour la culdeece microorganisme. Ce milieu contenant
principalement de la peptone de viande (7t du glucose (20 g1 * se présente sous la

forme lyophilisée.
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La préparation d'un litre de milieu nécessite lisdition de 60 g de lyophilisat et, dans notre

cas, 130 g de glucose ont été ajoutés pour ohiariconcentration finale de 150 g.L

«» Conditions de culture :

La culture est réalisée en milieu de Sabouraud@ 28sous agitation.

1.2.2 Culture en Bioréacteurs

Pour une partie de nos travaux, des cultures e@diiteurs ont d( étre réalisées. Ces cultures
sont de type Batch, c'est-a-dire qu'’il n'y a paapgort de substrat au cours de la culture. La

croissance des microorganismes s’arréte donc leregsubstrat est épuise.

Elles ont été faites au sein du laboratoire de dhimlogie Industriels du Pr. BOUIX a

'ENSIA/AgroParisTech Massy. Ces cultures ont éalisées avec les souctgshaerotilus

natans15291 et 2933Q,actobacillus delbruekiet Saccharomyces cerevisiae

1.2.2.1Les fermenteurs

Les fermenteurs Set 2M (Inceltech) d'une capaat® d., sont remplis avec 1,6 L du milieu
approprié pour la culture de chaque souche. ll$ spsuite autoclavés a 120°C pendant 20
minutes. Au cours de la culture, la températuraéggtlée, le pH est mesuré et dans certains

cas régulé, et le milieu maintenu sous agitatiorstamte (cf. Figure 22).

Figure 22 : Fermenteurs utilisés lors des travauxA) fermenteurs de 2L a fond arrondi et agitation pa
une hélice située juste au dessus du diffuseur d’aB) fermenteurs cylindriques a fond plat et a agation
par une hélice située tout en bas du réacteur et alessous du diffuseur d'air.
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1.2.2.2Les conditions de culture des différentes souches
v' Sphaerotilus natans

Les fermenteurs sont remplis avec 1,6 L de mili@Y&. La température est regulée a 30°C.

Le pH est mesuré tout au long de la culture magstpas régulé. Etant donné qu'il s’agit de

bactéries aérobies, un apport d'air est égalenoentif La culture est agitée a une vitesse de
300 rpm afin de maintenir les microorganismes espsasion.

L’inoculum utilisé pour ensemencer le réacteurissti d'une culture fraiche, agée de 16
heures en milieu CGYA a 30°C.

v" Lactobacillus Delbruekii :

Les fermenteurs sont remplis avec 1,6 L de milieRSViLa température est régulée a 42°C.
Le pH est mesuré tout au long du suivi mais n'est gegulé. La culture est agitée par une

hélice a 140 rpm. La culture est réalisée en cmmdittermentatives.

L’inoculum utilisé pour ensemencer le réacteurissti d’'une culture fraiche, agée de 16

heures en milieu MRS a 42°C.
v/ Saccharomyces cerevisiae

Les fermenteurs sont remplis avec 1,6L de miliesdeouraud a une concentration finale en
glucose de 150 gl Le pH est régulé & 4,0 grace & du NaOH 2N auscdursuivi. La
température est régulée a 28°C et le milieu estteail sous agitation constante (140 rpm).

L’inoculum utilisé pour ensemencer le réacteurissti d'une culture fraiche, agée de 16

heures en milieu de Sabouraud a 28°C.
1.3 Isolement par micromanipulation

La micromanipulation a été assurée grace a latiia d'une station InjectMan® NI 2
(Eppendorf) reliée a un micro-injecteur manuel gpeet Celltram® Oil (Eppendorf). Ces

équipements sont montés sur un microscope invesiss Axiovert 200M (cf. Figure 23).
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Figure 23 : A) Microscope Zeiss Axiovert 200M équig d'une station InjectMan® NI 2 et d'un micro-
injecteur CellTram® Oil. B) Porte-capillaire relié au CellTram® Oil.

L'isolement des microorganismes a été réalisé garadion a l'aide du micro-injecteur dans
un capillaire en verre (CustomTips type I, Eppefidd'un diamétre interne de 5 um (cf.
Figure 24). Ces micropipettes en verre sont adine dédiées a la contention d’ovocytes,

mais il s’avere que ce sont également les plustédaa I'isolement de microorganismes.

——

Figure 24 : Isolement par micromanipulation de bacéries en culture pure A) a I'état unicellulaire, ouB)
sous forme de filament par aspiration.

Le protocole mis en place pour I'isolement de nocganismes en boues activées a I'aide de
cette technique sera plus largement détaillé dapartie résultats.
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2. Techniques de Biologie moléculaire

2.1 Extraction d'acides nucléiques

L'étape d’extraction des acides nucléiques est gmiliale en ce qui concerne les différentes
techniques de biologie moléculaire. C’est en efeta qualité des ADN et ARN extraits que

va dépendre la qualité des résultats obtenus.
2.1.1 ADN

Aussi bien a partir de cultures pures que de baatigées, les acides désoxyribonucléiques
ont été extraits a I'aide du kit PowerSoil Mobiozfne, Saint Quentin-en-Yvelines, France).
Ce procédé permet d’extraire 'ADN de facon rapigle simple a partir d’échantillons
environnementaux dits " sales ", comme le sontbleses activées. Il permet notamment
I'élimination des inhibiteurs de PCR tels que lesddas humiques. Des tests réalisés avec
différents kits d’extraction ont permis de déteramimque celui-ci, permettait d’obtenir le

meilleur rendement d’extraction et un ADN d’excetie qualité.

Le kit PowerSoil DNA permet I'extraction d’ADN a git d’'une quantité de matériel pouvant
aller jusqu’a 250 mg. L’échantillon est déposé damsube contenant des microbilles de verre
ainsi qu’un tampon permettant de dissoudre leseacltimiques et de protéger les acides
nucléiques contre la dégradation. 60 pl d’une smuf{C1l) contenant du SDS et d’autres
agents permettant la lyse cellulaire sont ensjitetés. Les tubes sont alors placés 10 minutes
sur un vortex équipé d'un adaptateur spécifiquenptant d’'agiter les tubes a trés grande
vitesse. Ceci va provoquer, du fait de la colliserec les billes de verre, la rupture des
membranes cellulaires, et la libération des acidasléiques. Les tubes sont ensuite
centrifugés pendant 1 minute & 10 000 rpm. Le g@awat est recueilli et placé dans un tube
de type Eppendorf de 2 mL. 250 pL d’'une solutio)(€ont ajoutés. Cette solution contient
un agent permettant la précipitation des substainceganiques et organiques autres que les
acides nucléiques (protéines, débris cellulairesies humiques). Le tube est ensuite vortexée
guelques secondes, placé dans la glace pendamtubesii puis centrifugé 1 minute a 10 000
rpm. 600 puL de surnageant sont recueillis, plagéss duin nouveau tube, et 200 uL d’'une
solution (C3) sont ajoutés. Cette solution conti@mtsecond agent précipitant les particules
organiques et inorganiques contaminantes. Le tsbé& enouveau placé 5 minutes dans la

glace puis centrifugé 1 minute a 10 000 rpm. 75@qukurnageant sont recueillis, auxquels
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sont ajoutés 1,2 mL d’une nouvelle solution (C4)teeent concentrée en sel. La solution va
ensuite étre filtrée a travers une membrane deesili’ADN en solution va pouvoir se lier
fortement sur cette matrice. Cette rétention dNAne peut se faire qu’en présence d’'une
forte salinité, apportée par la solution C4. 675deLsolution sont déposés sur la membrane,
le tube est centrifugé a 10 000 rpm pendant 1 reimttle filtrat éliminé. Cette étape est
répétée jusqu’a ce que la solution contenant I'AiNété entierement déposée sur le filtre.
500 pL d’une solution (C5) sont ajoutés sur ledilpuis le tube est centrifugé 30 secondes a
10 000 rpm. Cette solution de lavage est fortenoamicentrée en éthanol. Elle permet
d’éliminer les derniers résidus de substances huesigdébris cellulaires et de sels sans pour
autant décrocher 'ADN de la silice. La membranteaesouveau centrifugée sans ajouter de
solution, afin d’éliminer les derniéres traces desdlution de lavage. En effet I'éthanol peut
interférer avec de nombreuses applications auxagiplburront étre soumis les ADN extraits,
et notamment la PCR, pour laquelle il a un efféibiteur. La matrice de silice est placée
dans un tube de 2 mL. 100 puL d'eau stérile et dépmude DNase sont déposés sur la
membrane, puis aprés une incubation d’une minutengérature ambiante, le tube est
centrifugé 1 minute a 10 000 rpm. La solution rdtiaecontient TADN génomique total issu
de I'échantillon. La quantité d’eau destinée aulfi&n de '’ADN peut étre ajustée en fonction
de la concentration en ADN souhaitée.

La qualité des ADN génomiques ainsi obtenus estrglée par migration électrophorétique

sur gel d'agarose a 1 % (cf. Figure 25).

Figure 25: ADN extraits de boues activées. Migratn 30 minutes a 50 volts sur gel d'agarose a 1%,
coloration au Bromure d'éthidium et visualisation us UV.

96



Chapitre Il : Matériels et Méthodes

2.1.2 ARN

2.1.2.1Stabilisation des échantillons

Au cours de ces travaux, différentes expérimemiationt nécessité I'extraction d’ARN a
partir de cultures de microorganismes. Dans cexte@ts, ces extractions ont été réalisées sur
de nombreux prélevements issus de suivis de biméac La procédure d’extraction d’ARN
étant relativement longue, les échantillons ontsggtématiquement traités a I'aide de RNA
Protect Bacteria Reagent (Qiagen). Ce réactif & potude stabiliser ’TARN avant la lyse des
cellules et l'extraction, et empécher sa dégradatenzymatique. En effet I'acide
ribonucléique est une molécule tres instable ailtaDe plus, de nombreux mécanismes
enzymatiques conduisent a la dégradation de ceitécome. L'’ARN messager (ARNm) est
particulierement sujet a ce type de dégradatios. ARNmM bactériens ont des demi-vies tres
courtes, de l'ordre de quelques minutes. Ce phénemend I'étude du profil de I'expression
génique délicat chez les bactéries. Le profil dadcription obtenu par I'extraction d’acides
nucléiques couplée a l'utilisation du RNA Proteeic®ria Reagent sera donc dans ce cas
beaucoup plus proche de la réalité. De plus, |émrédlons ainsi préparés pourront étre

stockés a -80°C pendant plusieurs semaines aéapé€ d’extraction.

Deux volumes de RNA Protect Bacteria Reagent sgmité&s a un volume de culture
cellulaire. La solution est ensuite agitée parugatement, incubée a température ambiante
pendant 10 minutes, puis centrifugée 10 minute8 @0D rpm et a température ambiante. Le

culot cellulaire peut enfin étre stockée a -80°C.
2.1.2.2Extraction de I'ARN total

Le protocole d’extraction est basé sur I'utilisaticombinée du TRbL® Reagent et du
systéme PureLink' Micro-to-Midi. Le TRIzoL® Reagent, destiné & I'isolement de 'ARN
total a partir de cellules et de tissus, est uh&iso monophasique de phénol et de guanidine
isothiocyanate. Dans un premier temps, ce pro@upearmettre, lors de la lyse des cellules et
la solubilisation des composés cellulaires, de teainl'intégrité de I'ARN. Dans un second
temps, aprés l'ajout de chloroforme suivi d’'une tdérgation, 'ARN se retrouve dans la

fraction aqueuse de la solution, et pourra ainsi f@icilement précipité.

Pour I'extraction des ARN totaux, 1 mL de PRL® Reagent est utilisé pour une quantité

maximale de 1.10cellules. Dans la premiére phase de I'extractigmalifiée de phase
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d’homogeénéisation, le culot cellulaire contenu dangube de type Eppendorf de 2 mL, est
repris dans 1mL de TROL® Reagent, et homogénéisé par des mouvements
d’aspiration/refoulement a la pipette. Cette étapepermettre la lyse des cellules et la
solubilisation des composants cellulaires. La smtuest incubée 5 minutes a température
ambiante. 200 pL de chloroforme sont ajoutés. ubgg sont agités vigoureusement a la
main pendant 15 secondes puis laissés a incubdapeh minutes a température ambiante.
lls sont ensuite centrifugés pendant 15 minute2@00g et & 4°C. A la suite de cette
centrifugation, la solution se sépare en une plagerieure aqueuse et incolore, une
interphase blanche, et une phase inférieure organigpuge contenant le phénol et le
chloroforme. La phase aqueuse supérieure, contARMN, est donc prélevée, et un volume
d’éthanol a 70% égal a celui prélevé est ajoutésdlation est agitée a I'aide d’'un vortex et
laissée a incuber 5 minutes a température ambiad@ep L de cette solution sont déposés sur
une colonne RNA Spin Cartridge insérée dans un tidbdype Eppendorf de 2mL, puis
centrifugés a 12000g pendant 30 secondes. Cefte é&t répétée jusqu’a ce que toute la
solution ait été filtrée a travers la colonne. €aterniere se compose d’une membrane de
silice sur laguelle 'ARN est retenu. 700 pL d’'uremier tampon de lavage sont déposés sur
la colonne, puis centrifugés 30 secondes a 12008golonne de silice est placée dans un
nouveau tube de 2 mL et 500 puL d’'un deuxieme tangmiavage, fortement concentré en
éthanol, sont déposés. Le tube est ensuite cagdridu12000g pendant 30 secondes. Cette
étape est répétée une seconde fois, puis la colideeest centrifugée pendant 1 minute a
12000g afin d’éliminer les dernieres traces d’étthagui pourraient étre présentes sur la
membrane. La colonne est enfin transférée dansim propre de 1,5 mL. L’ARN lié a la
membrane de silice va étre décroché. Pour celaL3@gau sans RNase sont déposeés sur la
membrane et ainsi laissés a incuber pendant 1 eniautempérature ambiante. Le tube
contenant la colonne est ensuite centrifugé a I@@eddant 2 minutes. La solution d’élution
obtenue contient 'ARN purifié. Cette derniére gtsickée a -80°C.

2.1.2.3Estimation de la qualité des ARN

Pour une analyse de I'expression génique en RT-QRE&RARN extraits doivent étre
d’excellente qualité. C’est pourquoi lors de cesdux, nous avons estimé leur qualité avant

de poursuivre les analyses en biologie moléculaire.
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* Electrophorese :

Dans un premier temps, la qualité des ARN totadtéaestimée par électrophorése sur gel
dénaturant de formaldéhyde. Bien que préservarAlRds de toute dégradation et améliorant
la séparation des ARN au cours de l'analyse, ¢ettienique s’est avérée lourde a mettre en

ceuvre, notamment car elle nécessite I'utilisatiemadmbreux produits toxiques.

Nous avons donc choisi de réaliser des électropherglassiques sur gel d’agarose (cf.
Figure 26). Dans ce cas, le gel, le tampon de riograet le tampon de charge sont préparés
avec de I'eau traitée a I'aide de DEPC. Cette midééagit comme un inhibiteur de nucléases,
et en particulier des RNases en les modifiant derfaovalente au niveau de leur site actif.
Les cuves de migration ainsi que les supports tesgat nettoyés a I'aide de NaOH 0,2N et
de SDS 1%, puis rincés a I'eau ultra pure traite®BPC. La migration est réalisée sur des
gels & 1% d’agarose, contenant 0,5 pg/mL de BEL.c&¢chantillon d’ARN sont mélangés a

5 pL de tampon de charge et déposés sur gel. Liatioig s'effectue a 100 volts pendant 20
minutes. L'acquisition des images de gel est réaligrace a une station Gel Doc XR (BIO-
RAD). Dans le cas ou I’'ARN est intact, le gel d’exge doit présenter deux bandes trés nettes
correspondant aux ARNr des petites (SSU) et grafd8&)) sous unités constituant les
ribosomes. Un ratio LSU : SSU de 2:1 indique d@&kN n’est pas dégradé. En cas de
dégradation le ratio diminue, et dans les cas mds2 on peut méme observer la présence

d’'un smear.
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S & 3000b
S s 1500 b

Figure 26 Electrophorese sur gel d’'agarose 1% réaé avec de I'eau DEPC sur 3 échantillons d'ARN (2,
et 3). L'ARN est marqué a I'aide de BET incorporé @ns I'agarose et visualisé sur Gel Doc XR (Bio-Rad)
Le marqueur de taille (Mq) utilisé est le SmartLadder (Eurogentec).

* Bioanalyzer Agilent 2100 :

Une méthode alternative, beaucoup plus simplepitieéaa dans un second temps été utilisée
pour évaluer la qualité des ARN extraits (cf. F@g@7). Le Bioanalyzer 2100 Agilent est un
instrument de microfluidique permettant d’estimergualité des ARN. Les intéréts de cette
méthode sont multiples. Du fait de sa tres graresibilité, elle permet de travailler a des
concentrations en acides nucléiques tres faibke$pddre de 1 ng contre 250 ng pour un gel
dénaturant ou d’agarose. Cette technique est égatermnés rapide puisqu’elle permet
d’analyser 11 échantillons d’ADN en moins de 30 u&s. Les résultats se présentent soit
sous la forme d’un gel virtuel d’agarose, soit sleu®rme de pics proportionnels a l'intensité
de fluorescence émise par les fragments d’ARN.dgiciel d’analyse permet d’estimer le
ratio LSU : SSU, et donc d’estimer facilement lalge de 'ARN. Il faut également noter

gue le bioanalyzer permet d’estimer la concentnadi® I'échantillon teste.
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Figure 27: Exemple de résultats obtenus a l'aide dBioanalyser 2100 Agilent. Détermination du ration
23S :16S et de la concentration en ARN. Présentatiales résultats sous forme d'électrophorégramme ou
de gel d'agarose virtuel.

Il faut noter que le logiciel ne permet pas de uhdieer I'indice d'intégrité (RIN) pour les

ARN de procaryotes.

2.1.3 Dosage des acides nucléigues

L'utilisation des acides nucléiques, aussi bien AQNARN, dans des techniques de biologie
moléculaire telles que la PCR quantitative en tem@p§ nécessite qu’ils soient quantifiés de
facon tres précise. Nous avons choisi d'utilisenrpcela le fluorimetre Qubit (Invitrogen) et
les kits Quant-iT" dsDNA et RNA (Invitrogen). Cette méthode permetddser de facon
précise et rapide les échantillons d’ADN et d’ARMN: dosage est réalisé en mesurant la
fluorescence émise par un fluorophore qui se lieaides nucléiques et excitée par un laser.
Les fluorophores utilisés sont spécifiques de I’ADBdUble brin ou de 'ARN en fonction du

kit utilisé.

Les mesures a I'aide du Qubit sont réalisées dassutbes de type Eppendorf de 0,5 mL. Une
courbe étalon est réalisée a l'aide d’ADN standaimisrnis dans le kit. 1 a 20 pL
d’échantillons d’acides nucléiques sont mélang&8%a 180 pL d’'une solution contenant le
marqueur fluorescent dilué au 1/200. Le mélange imstbé 2 minutes a température
ambiante, le tube est ensuite inséré dans le @tlat concentration en acides nucléiques est

mesurée.
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2.2 Reéaction de Transcription inverse (RT)

Dans le cadre du suivi de I'expression du gétteA ou de la détermination du contenu
cellulaire en ARNr au cours du cycle de croissamoels avons procédé a des réactions de
RT-QPCR. Nous avons choisi de séparer cette réaetio deux étapes: une réaction de
transcription inverse (RT), suivi d'une PCR quatiite en temps réel (QPCR). La réaction de
transcription inverse ou reverse transcription (Rdjrespond a la synthese d’ADN & partir
des ARN extraits. L'ADN obtenu est appelé ADNc p@&PN codant. La réaction de RT a
ete réalisée a partir de 'ARN total, en utilisalgs hexanucléotides aléatoires et non des

amorces spécifiques d'un géne cible.

La réaction de RT a été effectuée en utilisantyistésne SuperScripf Ill First-Strand
Synthesis pour RT-PCR (Invitrogen). Ce systemeisatilla reverse transcriptase (RT)
SuperScript Ill, dérivée de la reverse transcrptelsMLV. Cette enzyme permet d’effectuer
la réaction de RT sur un ARN total sans effet dhitfton di aux ARNr ou ARNt et peut
synthétiser des ADNc a partir ’ARN ayant une ¢éadbmprise entre 100 bases (b) et 12 kilo-
bases (kb).

La réaction de RT est réalisée dans un tube denQ,2Jne quantité d’ARN comprise entre
1 pg et 5 pug est mise en présence d’hexanuclédiidesg/pL) et d'un mélange des 4 dNTP
(20 mM), le volume est complété a 10 puL avec dau’exempt de RNase. Cette solution est
incubée 5 minutes a 65°C afin de linéariser ’ARNle faciliter 'acces des amorces sur leur
séquence cible. Le tube est ensuite plongé dagtate pendant au moins 1 minute. Une
solution comprenant 2 pL d’'un tampon spécifiqud’@ezyme, du MgG] (25 mM), du DTT
(0,1 M), 40 unités de RNase OUT (inhibiteur de RiNfmirni dans le kit) et 200 unités de la
reverse transcriptase SuperScriptTM Il est prépai® pL de cette solution sont ajoutés a
celle contenant ’'ARN. Le mélange est ensuite igciB minutes a 25°C, puis 50 minutes a
50°C. Cette étape correspond a la synthése de |Apd# I'enzyme reverse transcriptase. Le
meélange est ensuite incubé 5 minutes a 85°C afimadiver I'enzyme. Le tube est enfin
plongé dans la glace quelques minutes. L’ADNc aotgenu peut ensuite étre traité a la

RNase afin d’éliminer toute trace d’ARN, puis stéck-20°C avant la réaction de PCR.
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2.3 PCR (Polymerase Chain Reaction) et QPCR (PCR

guantitative en temps réel)

2.3.1 Principe

La réaction de polymérisation en chaine ou PCReauid son apparition, bouleversé la
biologie moléculaire dont elle est ainsi devenu@uike une vingtaine d’années une des
techniques de base en s'implantant dans la plaegriaboratoires. Elle a été décrite pour la

premiére fois par Mullis (1986), et a lui a vakicevoir le prix Nobel de chimie en 1993.

Cette technique utilisen vitro la capacité de réplication de I'ADN que possedmayme
ADN polymérase, afin de produire des milliards dpies d’un fragment d’ADN cible afin de
mettre en évidence sa présence ou son absencd’é@drantillon d’ADN, et ce méme s'il
n'est présent qu’en infime quantité. L’ADN polymsgeaa pour réle de dupliquer le matériel
géeneétique de la cellule lors de la division ceihgaln vivo, cette enzyme est associée a de
nombreuses autres enzymes qui permettent notantioentir le double brin d’ADN et de le
stabiliser.In vitro, il serait délicat de recréer cette coopératioémdaire, et la séparation
des deux brins de la molécule d’ADN est provoquareghauffage a une température proche
de 95°C. La nécessité de travailler a de tellepé&atures a conduit a sélectionner un type
particulier d’ADN polymérase. La plus connue apguéfiée a partir d'une espece bactérienne
thermophile nommé&hermus aquaticust dont la température optimale de croissance est
supérieure a 80°C. Cette enzyme, souvent désignéels terme de Tag polymérase, peut
donc supporter des températures identiques a cellesées pour dénaturer la structure
secondaire de 'ADN sans que cela n’altere pourargutson activité. D’autres ADN
polymérases capables de travailler a haute temypérant été découvertes. De nos jours, les
enzymes utilisées sont dites recombinantes etangément été modifiées afin de les rendre
plus efficaces et d'augmenter leur fidélité, caeslire diminuer les erreurs commises lors de la

synthese du brin d’ADN complémentaire.

La PCR repose sur une succession de 30 a 40 aydlss divisent chacun en trois phases (cf.
Figure 28) :

v/ La dénaturation: cette étape s'effectue a 95°C et consiste a olavritouble hélice

d’ADN et & n’obtenir que des simples brins.
v' L’hybridation : cette phase permet I'hybridation des amorces d’AN. sont de

courtes séquences d'environ 20 bases, (appelé®notigotides) capables de
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s'hybrider de fagon spécifique, grace a la comphdaneé des bases, sur le brin
d'ADN ou sur son brin complémentaire. Les amoroes shoisies de facon a encadrer
la séquence d'ADN a amplifier. Et comme leur noimdique elles vont permettre a
’ADN polymérase d’amorcer sa réaction de syntras& ADN. Pour permettre cette
hybridation, la température est ramenée a une valemprise entre 55 et 65°C, et
dépend de la valeur de la température de fusion’ateorce. La température
d’hybridation choisie y est généralement infériedienviron 5°C.

v/ L’élongation: c’'est durant cette phase que 'ADN polymérase vacgaer a la
synthése des nouveaux brins d’ADN. L'enzyme va igerfa I'extrémité 3’ de
'amorce et créer le brin complémentaire au simiplim d’ADN. La température
optimale de fonctionnement d'une Taq polymérasegéstéralement de 72°C. La
durée de cette étape dépend de la longueur du'BidN a synthétiser. On considere

gu'’il faut 1 minute pour synthétiser un brin d’ADOdé¢ 1000 nucléotides.

L’amplification du produit initial par la réactiode PCR est exponentielle, ainsi pour une
réaction comprenant 35 cycles, le nombre initialcdpies de fragments d’ADN cibles est
multiplié par 2°, soit par plus de 34 milliards !
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Figure 28 : Principe général de la PCR. Les étapemtées 0 et 1’ correspondent respectivement au poide
départ de la réaction de PCR, soit a la températurembiante, et a une étape d'activation de la Taq
polymérase qui se fait pendant quelques minutes &9C. Lors des cycles suivants, I'étape 1 corresporad
la phase de dénaturation de 'ADN double brin (a 95C), I'étape 2 correspond a la phase d’hybridatiordes
amorces (entre 55 et 65°C) et enfin I'étape 3 cospond a la synthése du brin complémentaire d’ADN (a
72°C). Le cycle suivant reprend au niveau de I'étapde dénaturation afin de permettre la séparation wl
brin d’ADN nouvellement formé du brin matrice. La croissance est exponentielle et a la fin de la réamh
le fragment d'intérét est trés largement majoritaire dans le mélange réactionnel.

L’amplification n’est en fait pas exponentielle t@au long de la réaction. Une limitation dans

la quantité d’'un ou plusieurs réactifs, ainsi q&yrerte d’activité de '’ADN polymérase font
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que la quantité finale du produit de PCR n’est pesportionnelle a la quantité initiale.
L’amplification est donc dans un premier temps @qutielle, puis elle entre dans une phase
linéaire ou le taux d’amplification devient extrément variable, et s’en suit enfin une phase

de plateau, ou le taux d’amplification tend a déveal.

La PCR quantitative en temps réel permet de débemavec précision la quantité d’ADN

cible, dans I'échantillon. Cette technique est damé la détection et la quantification d'un
reporter fluorescent dont I'’émission est directenpgoportionnelle a la quantité d’amplicons
généres pendant la réaction de PCR. Il existe gangipaux types de reporters fluorescents :
les agents s’intercalant dans I'ADN double brin, type SYBR Green, et les sondes
fluorescentes, de type Tagman, Molecular Beacorsaurpion primer. Dans le cadre des
travaux ici présentés, nous avons utilisé la chi8#BR Green et nous détaillerons donc

uniguement son principe de fonctionnement.

Le SYBR Green est un agent intercalant spécifiged’ ADN double brin qui se fixe au

niveau du sillon mineur. Lors de la réaction de PGRmolécule libre émet trés peu de
fluorescence. Lors de la synthése de nouvellesaulgigé d’ADN double brin, la quantité de
molécules fluorescentes qui se lient dans le siltoneur augmente, ce qui provoque une
augmentation du signal fluorescent (cf. Figure 28)s de I'étape de dénaturation, I'’émission
de fluorescence est quasiment réduite a zéro. ddsité du signal fluorescent est donc
mesurée a chaque cycle a la fin de chaque étajmngation. La lecture se fait a travers le

bouchon des tubes de PCR spécifiquement prévuscptarapplication.
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3 5 4+ 3 5
: flworochrome stinmlé : amplicon © amorce
: fimerochrome non stinmilé libre i - ADN double brin cible

Figure 29 : Principe de la quantification par un agnt intercalant de ’ADN double brin, le SYBR Green
Durant la phase de dénaturation, les molécules deYBR Green libres n’émettent quasiment pas de
fluorescence. Durant la phase d’élongation du brim’ADN complémentaire, de plus en plus de molécules
se fixent dans le sillon mineur du double brin nagsant. L'accroissement de la fluorescence peut étsiivi
en temps réel a la fin de chaque phase d’'élongation

En ce qui concerne la chimie Tagrfiata fluorescence est émise lorsque la sonde, qui
s’hybride sur une partie de ’ADN située entre desix amorces, est hydrolysée par I'activité
5’-exonucléasique de I'ADN polymérase. Dans ce ¢ad]uorescence reste constante au

cours d’'un cycle.

L’intersection entre les courbes de fluorescencke eteuil de fluorescence (cf. Figure 30),
niveau au-dela duquel la fluorescence émise desgignificativement différente du bruit de
fond, détermine un nombre de cycles qui corres@andycle seuil ou Ct (Cycle Threshold)
(Gibson et al, 1996). Ce dernier, ainsi que la ligne de basebdut de fond, sont
automatiqguement déterminés par le logiciel assadi@ppareil de QPCR, dans notre cas le
MX4000 version 4.20. Le seuil de fluorescence ggiaiement étre ajusté de fagcon manuelle.
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Figure 30 : Représentation graphique de la PCR eretnps réel ou l'intensité de fluorescence est exprém
en fonction du nombre de cycles. L'intensité de florescence est proportionnelle a la quantité de praiks
d’amplification. Le cycle seuil (Rhodeset al.2007) représente le nombre de cycles requis pouungjle signal
de fluorescence soit significativement plus élevéig le bruit de fond.

Une courbe étalon est réalisée a I'aide d’'une s#igilutions d’'un échantillon d’ADN. La

détermination du cycle seuil pour chacune desidigtva permettre au logiciel de calculer
une droite standard ou étalon. Pour que l'effiéacie la réaction de PCR soit de 100%
guelque soit la concentration en ADN dans la réacttette droite doit avoir une pente d'une
valeur de -3,32. Le logiciel détermine le nombre adgpies d'ADN cible présentes dans

I'échantillon a analyser en se basant sur la désétien et le Ct.

Le principal intérét de I'utilisation du SYBR Greest d’ordre économique. Dans ce cas, la
spécificité n’est due qu’aux amorces utilisées galPCR et ne nécessite donc aucune sonde
reporter, ce qui est le composant le plus onéreusqu’on utilise notamment la chimie
Tagmaf. Le principal inconvénient vient du fait que lemaces utilisées doivent étre
extrémement spécifiques de la séquence d'inté&d&,YIBR Green s’intercalant dans tout les
ADN double brin. Le multiplexage, c'est-a-dire levs de plusieurs produits d’amplification
simultanément, est également impossible par cattentque.

2.3.2 Protocole de PCR

Les réactions de PCR ont été réalisées en utilisnfhermo-Staft DNA polymerase

(ABgene/Thermo scientific). Cette enzyme nécesgitéalablement & la réaction de PCR
proprement dite, d'étre activée pendant 15 min@te85°C. Cette activation a haute
température empéche les hybridations non-spécgigudes températures inférieures au Tm

des amorces lors de la montée en températurdenitia

107



Chapitre Il : Matériels et Méthodes

Le thermocycleur utilisé est un Mastercy8ep (Eppendorf). Le tampon de réaction
spécifigue a 'ADN polymérase, ainsi que le Mg&bnt fournis avec I'enzyme. Les dNTP
ont également été fournis par la société ABgenead.’ultrapure provient d'un systeme de
filtration Milli-Q ®Ultrapure Water Purification (Millipore). Elle esin plus autoclavée a

120°C pendant 15 minutes et conservée a 4°C.

Les réactions de PCR sont réalisées en microtub08e L. Dans chaque tube sont
mélangés : 2,5 pL du tampon de I'enzyme, 1 uL dhdtange des 4 dNTPs a 25 mM, 1,5 uL
de MgCh & 25 mM, 1,5 pL de chacune des amorces a 10 [IMsl0de Thermo-StdttDNA
polymerase, de 1 a 5 puL de I'échantillon d’ADN espondant & une quantité de 1 et 250 ng.

Le volume est complété a 25 pL avec de I'eau Mlli-

Les profils d’amplifications sont variables suivdas couples d’amorces utilisés et seront
décrits ultérieurement. Pour chaque PCR, une oraaontréle (NTC) est réalisée pour
chaque couple d’amorces utilisé. Dans ces NTC (Bimplate Control) 'ADN est remplacé
par de I'eau Milli-Q. Ces contréles ont pour butd#ecter une éventuelle contamination d’un
des réactifs par de 'ADN.

2.3.3 Protocole de OPCR

Les réactions de QPCR ont été réalisées sur lentdwricleur MX 4000 (Stratagene) en
utilisant le mélange ABsolut¥ QPCR SYBR Green (ABgene). Ce mélange contient une
enzyme Thermo-StatDNA polymerase, le tampon de I'enzyme, le Mg@s dNTP, et le
SYBR Green. La réaction de PCR est réalisée suguaetité d’ADN inférieure a 500 ng. Le
volume réactionnel final est complété par 12,5 jeLnaélange ABsolul¥ QPCR SYBR
Green, 1 pL de ROX a 100 nM, 1 pL de chacune desces a une concentration de 10 uM
et un volume d’eau variable en fonction du volured’dchantillon d’ADN. Le ROX est un
marqueur de référence dont I'intensité de signél mster stable au cours de la réaction de
PCR. Il permet de détecter un probléme de lectara duorescence par I'appareil de QPCR,

et de normaliser le niveau de fluorescence d'ua &ukautre.

Les profils d’amplification sont variables suivales couples d’amorces considérés. lls
comprennent dans toutes les cas une étape d’aativie ’ADN polymérase de 15 minutes a
95°C, suivi de 40 cycles composés des 3 étapeardew: 95°C pendant 30 secondes, de 57 a

60°C pendant 30 secondes et 72°C pendant 30 sexomdei enfin d’'un programme
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permettant d’obtenir une courbe de dissociatiordedusion (cf. Figure 31). Il se compose
d’'une étape a 95°C pendant 30 secondes, d’'une &t@@sC pendant 30 secondes, puis de 80
cycles de 10 secondes au cours desquels la temmgemigmente pour chacun d’eux de
0,5°C. La température passe donc de 60 a 100°€ faidrescence est mesurée a la fin de
chaque cycle. Cette étape permet de vérifier que f"obtient bien au final qu’'un produit

d’amplification, et qu’il n'y a pas formation derdéres d’amorces.

Dissociation Curve
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Figure 31 : Exemple de courbe de fusion ou de diggation obtenue aprés une réaction de QPCR. Dans ce
cas un seul pic de fluorescence est obtenu pour ymoduit d’amplification ayant une température de
fusion proche de 84°C. Cette courbe permet donc deérifier que la réaction de PCR n’aboutit a la
formation que d’'un produit de PCR. Une électrophor&e sur gel d’agarose permet de confirmer que la
taille du produit est celle attendue, confirmant ansi la spécificité des amorces et de la réaction &CR.

La encore des réactions contréles sont réalisaasghaque couple d’amorces, pour mettre en
evidence une éventuelle contamination d’'un dedifégrar de I'ADN génomique, ou bien la

formation de dimére d'amorces.

2.3.4 Quantification relative, méthode du 2**¢T

Dans le cadre du suivi de I'expression du gétte nous avons choisi de réaliser une
quantification relative basée sur la méthode deutalite du 22" (Livak & Schmittgen,
2001). Cette derniere implique que I'expressiogehe d'intérét soit normalisée par rapport a

celle d'un géene dit de référence et qui s'exprineadon relativement constante.

ACT = CT geneible — CT geneleréférence
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Le géne de référence ici choisi est celui de I'ARBS. Nous pourrons voir ultérieurement
gue I'expression de ce dernier varie au cours die e croissance cellulaire, cependant de
précédentes études ont montrés qu'’il restait le gienréférence dont le niveau d’expression
était le plus stable au cours du temps et quelgo@nt les conditions environnementales
(Tasara & Stephan, 2007). De plus, si sa concemrakllulaire varie, sa proportion dans
'ARN total reste stable, a savoir 80%. Il appa@ddnc comme étant exprimé a un niveau
constant, en regard des ARN messagers (ARNm). @efteession relative du gene pour
chacun des échantillons est elle-méme comparésxprdssion de ce méme gene dans un

échantillon dit témoin.
AACT = ACr échantilon — ACT témoin

On peut ensuite obtenir un niveau d'expressionifréRQ) du gene sthA pour nos différents

échantillons grace a la formule suivante :
RQ: 2—AACT

Nous avons donc, grace a cette méthode, pu comlparaiveaux d'expression du gesteA

pour nos souches sous formes filamenteuse et liaed.

Dans notre cas, le témoin est représenté par lem#itons d’ADNc provenant des ARN de
Sphaerotilus natansous forme unicellulaire. L’'expression du gétieApour cette population
sera donc de 1. On comparera I'expression de sthkadorme filamenteuse, par rapport a

celle de la forme dispersée.

2.3.5 Amorces

2.3.5.1Création des amorces

Les amorces utilisées pour la quantificationSjghaerotilus natanen boues activées ainsi
gue pour le suivi de I'expression du gesteAont été créées en utilisant le logiciel Primer3.
Ce logiciel est disponible sur Internet a l'adressgvante : http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi. Il permet la créatiofemorces, mais également de sondes,
pour la PCR ou QPCR.
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L'utilisateur entre la séquence nucléotidique daueg@our lequel les amorces doivent étre
créees. Primer3 choisit ensuite automatiquementcdeples d’amorces en fonction des

principaux criteres que sont :

v la température de fusion des oligonucléotides, taille, leur pourcentage en GC et la
possibilité de former des diméeres d'amorces

v’ lataille du produit de PCR

v les contraintes positionnelles dans la séquenaesociest-a-dire les régions a inclure

ou a exclure du produit de PCR
D’autres contraintes peuvent également étre fipaesutilisateur.

Les amorces ainsi créées sont ensuite confrontéebases de données afin de vérifier leur
spécificité en utilisant le programme BLAST2, (Radiocal Alignment Search Tool) a
l'adresse suivante : http://www.ncbi.nlm.nih.goviB&T/. Cet algorithme permet de
déterminer la similitude entre une séquence nudiéoe donnée et les séquences présentes

dans les banques de données (NCBI).

2.3.5.2Amorces utilisées

Les différentes amorces utilisées en PCR sonthlsténs le Tableau 6.
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Dénomination Cible Séquence (5'-3") Long. Tm (°C) Bférence
16SsnalFP AACGAAGAACGCGTGAAGTT 20 59,9°C Cette étude
16S sna 1l RP ATGCAGCACCTGTGTTCTGA 20 60,5 Cette étude

ADNr 16SS natans
16Ssna2 FP CCGCAAGTGAAACTCAAAGGAATTG 25 59.6 Cette étude
16S sna 2 RP GCACCTGTGTTCTGATTCTCTTTCG 25 60.4 Cette étude
357F CCTACGGGAGGCAGCAG 17 63,5 (Schuurmaet al,
2004)
515R TACCGCGGCTGCTGGCAC 18 63,5 (Schuurmaet al,
ADNr 16S de toutes les
i 2004)
bactéries ]
F-tot GCAGGCCTAACACATGCAAGTC 22 62,1 (Marchesgt al, 1998)
R-tot CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 20 63,5 (Amanret al, 1995;
Amannet al, 2001)
YEASTF o GAGTCGAGTTGTTTGGGAATGC 22 60,3 (Hierrcet al, 2006)
ADNr 23S S. cerevisiae )
YEASTR TCTCTTTCCAAAGTTCTTTTCATCTTT 27 57’4 (Hlerroat al, 2006)
UP1 ATGAGCGATACCCACTTCGGCTTC 24 60,2 (Suzuki et al., 2002)
9] 224 TGTGGCGTGCACGACATGTTCGAT 24 61’6 (Suzuki et a|” 2002)
sthA FP CGCTGCTCTATTCCTTCGTC 20 60,1 Cette étude
sthA RP GGCGTAACCGTCATAGCTGA 20 61,1 Cette étude
sthAFOR ATCGGCACCGCAATCCGGT 20 55.4 (Suzuket al, 2002)
sthAREV ATGCGGGTCTTGCGGATGAA 20 53.8 (Suzuket al, 2002)
sthA L1 FP ACACACGCTGATTTGTACGC 20 58,5 Cette étude
sthA L1 RP TGTCCTCTGGTCTGGAGCTT 20 59,4 Cette étude
sthA L2 FP . GGAGTCAGGGTCGAAAATCA 20 58,3 Cette étude
GeénesthA
sthA L2 RP GGTCTGGAGCTTCTGTCGTC 20 61,4 Cette étude
sthAL 24 FP CATCTGTTGACGCAGTTGGT 20 57,3 Cette étude
sthAL 75 FP ACAATCGTGCTCCAGTCTCC 20 59,4 Cette étude
sthA L 832 FP AGAAGCTGGTCGATCTGGTG 20 59,4 Cette étude
sthA L 915 FP ATGAACGATCTGCTCGAGTG 20 55,3 Cette étude
sthA L 882 RP CCACGATGATCTCGTTGATG 20 57,3 Cette étude
sthA L 986 RP GGTGCGCTCGTAGAAGTAGG 20 61,4 Cette étude
sthA L 1723 RP GGTCTGGAGCTTCTGTCGTC 20 61,4 Cette étude
sthA L 1781 RP AAATGAACACGCCTTGAAGC 20 55,3 Cette étude
M13F . GTAAAACGACGGCCA 16 51,7 (Invitrogen)
Plasmide pCR4-TOPO )
M13R CAGGAAACAGCTATGAC 17 50,4 (Invitrogen)

Tableau 6 : Amorces de PCR utilisées lors des diffénts travaux.

Toutes les amorces utilisées lors de ces travaté@nsynthétisées par la société MWG
(MWG-BIOTECH AG, Ebersberg, Allemagne). Les valedes Tm sont celles fournies par

MWG et non celles fournies par le logiciel Primer3.
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2.4 FISH

Le protocole utilisé dans cette étude est baséesuravaux publiés par Amannadt (1990)
et Manz etl. (1992).

2.4.1 Protocoles

Lors de nos travaux nous avons di procéder a deguages FISH sur des échantillons
déposés sur lame, pour une observation microscepitassiqgue. Nous avons également
développé un protocole de marquage FISH en miigaude, pour une analyse en cytométrie

en flux.
2.4.1.1FISH sur lame
v" Fixation

Les échantillons (boues diluées ou cultures pusesit dans un premier temps fixés a
'éthanol absolu. Ce dernier est ajouté volume dume et le tout est mélangé par
retournement. Des lames a 10 puits a revétememéfon sont utilisées pour ce marquage.
10 a 20 uL, en fonction de la concentration dehigtillon, sont déposés sur chaque puits. La
lame est ensuite séchée dans un four a 46°C. Lean#ltons sont déshydratés par
immersions successives de 3 minutes dans desmswuticoncentration croissante en éthanol

(50, 80 et 96%). La lame est une nouvelle fois 6ééh46°C.
v Hybridation

9 pL de tampon d’hybridation auxquels est ajoutéLlde la sonde diluée & 50 ng:fikont
déposés dans chaque puits. Le tampon contient mioiafoide, dont la concentration (en
pourcentage) dépend de la stringence définie goague sonde. Les informations portant sur
les différentes sondes, et en particulier le poutege de formamide a utiliser dans le tampon
d’hybridation sont disponibles sur la base de deni&obeBase (http://www.microbial-
ecology.net/probebase/), et regroupant toutes tewles FISH référencées en écologie

microbienne.
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La composition du tampon d’hybridation est la sateapour 2 mL :

360 pL de NaCl 5M

e 40 pL de Tris-HCI 1M a pH 8,0
e X puL de formamide

* Eau ultrapure gsp 2 mL

* 4 puLde SDS 10%

Les quantités de formamide et d’eau sont foncteitacdconcentration en formamide souhaitée
(cf. Tableau 7).

Pourcentage de formamid pL de formamide (X) uL d’eau ultrapure (Y)
0 0 160C
5 100 1500
10 200 1400
15 300 1300
20 400 1200
25 500 1100
30 600 1000
35 700 900
40 800 800
45 900 700
50 1000 600
60 1200 400
65 1300 300
70 1400 200

Tableau 7 : Quantités de formamide et d’eau a utifier pour le tampon d’hybridation en fonction du
pourcentage en formamide nécessaire.

Une fois les puits recouverts par le tampon d’rgdion et la solution de sonde, la lame est
placée dans un tube a hybridation et le tamponutitiné est déposé sur une lame alvéolée
qui sera ensuite placée sur le fond du tube, férengétiquement a I'aide d’'un bouchon a vis.
Ceci permet de maintenir une atmosphere saturésoleion de formamide au cours de

I'étape d’hybridation. Le tube est placé dans wnr bhybridation pendant 1h30 a 46°C.
v’ Lavage

Un volume de 50 mL de tampon de lavage est prépdigance et incubé a 48°C au bain-
marie pendant la phase d’hybridation. La stringedeece tampon, est fonction de la

concentration en formamide utilisée dans le tangbybridation (cf. Tableau 8).
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La composition de ce tampon de lavage est la stayaour 50 mL :

e 1mLde Tris-HCI1 M a pH 8,0
« 500 pL d’EDTA 0,5M

« 50 uL de SDS 10%

e ZuL de NaCl 5M

e eau ultrapure gsp 50 mL

Formamide dans le tampon d’hybridation (%) pL de NaCl 5M dans le tampon de lavage (.
0 900(
5 6300
10 4500
15 3180
20 2150
25 1490
30 1020
35 700
40 460
45 300
50 180
55 100
60 40
70 Pas de NaCl mais 350 uL. dEDTA 0,5 M

Tableau 8 : Quantités de NaCl 5M entrant dans la goposition du tampon de lavage en fonction de la
concentration en formamide du tampon d’hybridation

La lame est rincée avec 2 mL de tampon de lavdigeekt ensuite immergée dans le tube de
50 mL contenant le tampon de lavage et incubéegrerkd minutes a 48°C. Puis la lame est
brievement rincée a I'eau distillée et mise a sedaas un four a 46°C.

v" Coloration DAPI

Il est possible, parallelement au marquage FISkedkser une coloration au 4'-6'-diamino-2-
phenylindole (DAPI). Cette molécule a pour carast&ue de se fixer a I'ADN, et
préférentiellement a I'ADN double-brin dans leailimineur au niveau des clusters AT. Elle
permet ainsi de visualiser tous les microorganisprésents dans I'échantillon (eucaryotes et
procaryotes), indépendamment de leur état physmleg Les longueurs d'onde d'excitation
et d'émission du DAPI lié a I'ADN sont respectiveinge 358 et 461 nm. Une fois marquées,

les cellules observées en microscopie émettentlumescence de couleur bleue.
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Une fois le marquage FISH terminé, 10 pL d'unetgmiude DAPI & 1 pg.mt sont déposés
sur chacun des puits de la lame. Elle est ensuitébee 5 minutes a température ambiante et
a l'obscurité, la molécule de DAPI est en effesi@a a la lumiére. La lame est ensuite rincée

a l'eau distillée et séchée au four & 46°C.
v Préparation de la lame pour l'observation

Une goutte de Cityfluor (Interchim) est déposéechacun des puits. Ce réactif composé de
PBS, de Glycérol (vol/vol) et d'un antifading, limila diminution de la fluorescence lors de
I'exposition aux lasers. Une lamelle est ensuite@é sur la lame en appliquant une certaine

pression afin de chasser I'excés de Cityfluor.amad est ainsi préte a I'observation.
v Observations microscopiques

Les lames sont, dans la mesure du possible, oleselwgour méme du marquage. Elles sont
ensuite conservees a 4°C, et emballées dans der@dpminium afin de les préserver de la

lumiére, en vue d'une éventuelle observation elttd.

Les observations sont réalisées sur un microseofsé Zeiss Axiovert 200M équipé d'une
lampe a vapeur de mercure a arc court HBO de 100Mir pes observations en
épifluorescence. Le microscope est équipé d'ueect@ifocale a balayage laser, et d'un banc
comprenant un laser argon et 2 HeNe, permettanexaigation aux longueurs d'ondes 488,
543 et 633 nm. L'acquisition des images est réalésdaide du logiciel Start LSM Image

Browser. Les observations sont effectuées a desigeements de 400 et 630
2.4.1.2FISH en milieu liquide

Un marquage FISH en milieu liquide est destiné a analyse en cytométrie en flux. Le

protocole est inspiré du protocole de marquagéasoe.

v Fixation : Un volume de culture cellulaire est prélevéixet favec de I'éthanol absolu
volume a volume.

v Hybridation : Le marquage est ensuite réalisé sur 1 mL de cetture fixée qui est
dans un premier temps centrifugée a 14 000g pertanhutes. Le culot est ensuite
repris dans 1 mL de tampon d’hybridation dont lanposition est identique a celle

décrite précédemment, et centrifugé a 14 000g penblaminutes. Cette étape est
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répétée une nouvelle fois, mais en éliminant seeiter®00 pL de surnageant. Le culot
est repris dans les 100 pL restants et 10 pL déesars0 ng.ut sont ajoutés. Le tout
est alors incubé 16 heures a 35°C.

v' Lavage: aprées I'étape d’hybridation, la solution esttcémgée 5 minutes a 14 000g.
Le culot est ensuite repris dans 400 pL de tam@olavhge, dont la composition est
identique a celle décrite dans le paragraphe peitédt incubé 10 minutes a 37°C. La
solution est enfin centrifugée a 14 000g pendamtirtutes et le culot est repris dans
1 mL de PBS.

Le produit ainsi marqué est alors prét a étre agabhar cytométrie en flux.

2.4.2 Sondes utilisées

Les différentes sondes ont été utilisées au carired travaux (cf. Tableau 9). La sonde SNA
n'a été utilisée que pour des marquages FISH sug,lalors que la sonde PF2 n’a été utilisée
gue lors de marquages en milieu liquide. La sorldBI38 a été utilisée dans les 2 situations.

i o i o Formamide o
Dénomination Séquence 5’-3’ Groupe ciblé %) Référence
0
EUB338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT Bactéries 0-50 (Amanetal., 1990)
SNA AT CCC CCT CTA CCG TAC S. natans 45 (Wagneetal., 1994)
PF2 CTC TGG CTT CAC CCTATTC Toutes les levures 30 (Kemefal., 2000)

Tableau 9 : Sondes utilisées en FISH.

Les sondes EUB338 et PF2 sont associées au fluormehFITC, d'une longueur d’'onde
d’excitation de 490 nm et d’'une longueur d’ondentigsion de 525 nm. La sonde SNA est
associée au fluorochrome Cy3, d’'une longueur d’od@citation de 554 nm et d’une

longueur d’onde d’émission de 666 nm.
2.5 Clonage

Le clonage est utilisé dans l'optique du séquendaggenesthAchez les différentes souches
de Sphaerotilus natans notre disposition. Différents jeux d'amorces {cdbleau 6, page
110) ont été créés pour amplifier quasiment lalitétau géne. Le clonage a été réalisé en

utilisant le systtme TOPO TA Clonifigit pour séquencage (Invitrogen-Molecular Probes).
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Tous les réactifs utilisés sont fournis dans leakltexception des amorces de PCR pour le
genesthA

L'amplification du gensthAa été réalisée en utilisant 3 couples d'amorces :

0 sthA L 24 FP/sthA RP
0 sthA FP/sthA L 986 RP
o sthAL 832 FP/sthAL 1781 RP

La réaction de PCR suit le protocole décrit préo@dent. Les produits ainsi obtenus sont
ensuite insérés dans le plasmide f&ROPJ. Pour cela, 0,5 & 4 pL de produits de PCR
sont mélangés dans un microtube de 200 uL a 1 yredsolution saline et 1 puL de vecteur
pCR®4-TOPC. Le volume final est ajusté & 6 pL avec de I'elwapure. La solution de
clonage ainsi obtenue est mélangée délicatementhée 10 minutes a température ambiante

puis placée dans la glace.

2 UL de la solution de clonage sont ajoutés etdi&ment mélangés dans un tube contenant
une suspension de bactériescoli TOP10 compétentes. Aprés une incubation de 10tesnu
dans la glace, la suspension cellulaire est pla@émecondes dans un bain-marie a 42°C. Ceci
dans le but de créer un choc thermique qui perrigatai les cellules et permettra I'entrée du
plasmide pCR4-TOP. La suspension est immédiatement placée dansda.g250 pL de
milieu S.0.C. sont ajoutés a la suspension baciggiect les tubes sont placés dans une étuve
a 37°C. Apres 1 heure d'incubation, 35 a 50 pladeukpension cellulaire sont étalés sur des
boites de gélose LB contenant 50 pgimdampicilline. Les boites sont ensuite placées a
37°C pendant 16 a 24 heures. L'ampicilline sedlactionner les bactéries ayant incorporées
le plasmide, en effet ce dernier contient un geneédistance pour cet antibiotique. De plus,
I'utilisation du vecteur pCBRI-TOPJ ne nécessite pas l'utilisation d'un moyen de sétec
des clones positifs, comme par exemple I'emploXetgal. Le fragment a cloner va venir
s'insérer dans le plasmide au niveau d'un genkepéta la bactérie, le géne ccdB, qui code
pour une protéine toxique qui va inhiber l'interactgyrase-ADN, empéchant ainsi I'action de
I'ADN polymérase et aboutissant au final a une tigndon de I'ADN double brin. Ainsi,
seules les bactéries ayant incorporées un plagnoideur d'un insert pourront se développer
sur les boites.
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Trois colonies sont prélevées par boite. Chacuhmtesduite dans un tube de culture stérile
contenant 2 mL de bouillon LB et 50 pg.thitampicilline, puis placée & 37°C pour une nuit.
L'ADN plasmidique est ensuite extrait & 'aide gatéme de purification WizafdPlus SV
minipreps (Promega). Des réactions de PCR sonitengalisées a l'aide des amorces M13F
et M13R, puis les produits sont analysés par @phtirése sur gel d'agarose a 1,5% afin de

vérifier si les plasmides contiennent l'insert tdiét.

Les plasmides ayant effectivement incorporés Finsent envoyés pour séquencage a la
sociéeté MWG (MWG-BIOTECH AG, Ebersberg, Allemagne).

La position des différentes amorces de PCR utdiste la séquence du géstbA ainsi que

la carte du plasmide pER-TOPT, sont présentés en annexes 6 et 7.

3. Cytométrie en flux

Dans le cadre de ces travaux, la cytométrie a #liéée afin d'estimer la viabilité des
microorganismes et de les quantifier dans un édlmemtainsi que pour estimer l'intensité du

signal FISH au cours du cycle de croissance.
3.1 Principe

La cytométrie en flux (CMF) est une technique qui a vu le jour dansalesées 50. Elle est
définie comme I'étude de particules isolées (ceflulbactéries...) entrainées par un flux
liquide. C’est une technique de caractérisationividdelle, quantitative et qualitative de
particules en suspension dans un liquide. Elle istms analyser les signaux optiques ou
physiques émis par une particule coupant le faiscBan laser ou d’'une lampe a arc. Les

signaux mesurés sont essentiellement relatifs :

v/ aux propriétés optiques intrinseéques des particglésorrespondent aux phénomenes
de diffusion lumineuse liés aux dimensions de ldi@#e, a sa structure interne ou a
I'auto fluorescence de certaines cellules commedggtaux, le phytoplancton, etc.

v/ aux propriétés optiques induites de fluorescend#ennes par des marquages
spécifiques de structures ou de fonctions cellegair
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Ces signaux séparés par des filtres optiques salldct®s par des photomultiplicateurs,

amplifiés, numeérisés, traités et stockés par umatelur.

Ce procédé d’analyse individuelle (cellule par el est multiparamétrique et peut
s'effectuer a la vitesse de plusieurs milliers d@ements par seconde. L'ordinateur calcule
les données statistiques associées aux distrilsutiea parametres mesureés et les représente
sous la forme d’histogrammes (un parametre) owtlgrammes (deux parametres), sur une

ou plusieurs populations dont les propriétés calies sont ainsi évaluées.

Certains cytometres en flux permettent de trierspjuement une ou deux populations
cellulaires définies par leurs propriétés optiquésnalyse multiparamétrique d’une
suspension cellulaire hétérogéne permet de défies sous-populations qui peuvent étre
séparées physiqguement de la population globaler &sa, des criteres de séparation sont
déterminés par l'utilisateur (définition des zor#mtérét du tri) et toute cellule dont les
caractéristiques seront comprises entre les vatthoisies, sera isolée. Dans ce but, la veine
liquide sera chargée électriquement, puis fracéenan une succession de gouttelettes. La
gouttelette contenant la cellule a isoler est d®eié passant dans un champ électrostatique et
récupérée dans un tube collecteur. Si la cellulpadignt a une sous-population non
sélectionnée ou si la gouttelette formée ne conpasa de cellule, la veine liquide ne sera pas

chargée et la gouttelette éliminée.

3.2 Protocole expérimental
3.2.1 Marguage cFDA
3.2.1.1Principes

A différents moments lors de nos travaux, nous avprocédé a une quantification des
microorganismes par cytométrie en flux. Avant as@jyles échantillons ont été marqués a

I'aide de 5(6)-carboxyfluorescéine diacétate (CFDA)

Le cFDA est une molécule hydrophobe qui devienbriscente sous sa forme cF (5(6)-
carboxyfluorescéine) apres hydrolyse des groupesramdétate (cf. Figure 32). La membrane
cellulaire est relativement perméable au cFDA. Wis dans la cellule, les groupements

acétate sont clivés par des estérases aboutistafbranation de molécules de cF hautement
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fluorescentes. Ces derniéres restent dans ledeseliu fait de leurs charges négatives. Le
cFDA est un marqueur de viabilité, c'est-a-direilgmarque exclusivement les cellules

vivantes. Il est le plus souvent utilisé afin diién les mouvements de populations cellulaires,
estimer la viabilité, et mesurer le pH intracelitdaEn effet 'intensité de la fluorescence est

fonction du pH.

Les longueurs d'onde d'excitation et d'émissiogkDA, ou plus exactement de sa forme cF,

sont respectivement de 492 nm et de 516 nm.

i i
HE—C—0. o 0—C—CH, u\“ o
Intracellular . |// !
o

Esterases
—_— |
|

Uﬁ

5= (and 6-) CFDA

Figure 32 : Réaction d'hydrolyse de la 5(6)-carboXjuorescéine diacétate en 5(6)-carboxyfluorescéinmar
les estérases intracellulaires. (Hoefelt al, 2003)

3.2.1.2Protocole

Le marquage au cFDA a été utilisé lors des suiwasréhcteurs afin de déterminer la

concentration des échantillons en microorganismests.

Un prélevement de 1 mL est centrifugé a 13 000 pprdant 1 minute. Le culot cellulaire est
ensuite repris dans 1 mL de tampon B4 (Chemsofjyelusont ajoutés 10 pL d'une solution
de cFDA a 50 uM. Le tube est ensuite agité, incbbéminutes a 40°C, puis a nouveau
centrifugé 1 minute a 13 000 rpm. Le culot estiegans 1 mL de tampon B4 et analysé au

cytometre en flux.
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Le cytomeétre utilisé pour la quantification et lest de viabilité est le BactiFlow
multiparamétrique (Chemunex SA) équipé d'un lasgoraémettant a 488 nm et refroidi par

air. Il est équipé de 4 filtres différents, perrapttd'analyser 4 parameétres simultanément :

e Un détecteur de taille (FSC: forward angle lighatser) : mesure la lumiére
diffractée dans lI'axe du laser, combiné a un caiec

e Un détecteur de granulosité (SSC: side angle lgglatiter), mesure la lumiere
diffractée a 90°C et donne des informations reéatia la granulosité des cellules.

* Un filtre de bande passante a 530 nm (515-545 gmi)collecte la fluorescence

verte de la carboxyfluorescéine.
* Unfiltre de bande passante a 670 nm, qui collectieiorescence rouge.

Une combinaison spécifique de FSC et SSC estadilefin de discriminer les bactéries du
bruit de fond.

3.2.2 Analyses FISH par cytométrie en flux

Le cytometre utilisé pour l'analyse FISH est le F8€n (Becton-Dickinson). Ses
caractéristiques sont identiques a celle du cytm@ecédent sauf qu’il dispose en plus d’'un

filtre de bande passante a 585 nm (564-606 nmYajlécte la fluorescence jaune-orange.

4. Marquage cFDA/SE : suivi de division cellulaire.
4.1 Description

Le suivi de la division cellulaire lors de la filamtation a été effectué grace au marquage des
cellules a l'aide de la 5-(6)-carboxyfluorescéiraxetate succinimidyl ester (CFDA/SE). Cette
molécule est la plus utilisée pour le marquageréiscent des cellules vivantes. Elle différe du
cFDA par la présence d'un groupement succinimidigre(SE) ayant une forte affinité pour
les amines libres ainsi que pour les groupemenisemrdes protéines intracellulaires. Le
cFDA/SE est, comme le cFDA, hydrolysé en une md&duorescente, le cF/SE, par les

estérases intracellulaires (cf. Figure 33).
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Intracellular
Esterases
0 >
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Figure 33 : Réaction d'hydrolyse de la 5(6)-carboXjuorescéine diacétate succinimidyl ester en 5(6)-
carboxyfluorescéine succinimidyl ester, par les eStases intracellulaires. (Hoefekt al, 2003)

Le marquage au cFDA/SE est également utilisé pstimer la viabilité des bactéries (Fuller
et al, 2000). Le groupement SE permet a la moléculedkrente (CF/SE) de s'ancrer dans la
cellule. Ceci évite toute fuite ou expulsion derlalécule fluorescente par la cellule. On a de
cette facon un marquage tres stable dans le telbepsFDA/SE permet ainsi de suivre le
déplacement des microorganismes dans des milienpleaes tels que des eaux souterraines
(Fuller et al, 2001). Il est également utilisé, de la méme fampas dans les travaux ici décrits,

pour suivre la division cellulaire des microorganes (Ueckeret al, 1997).
4.2 Protocole de marquage

Le protocole de marquage est identique a celuitdeéar le cFDA.
4.3 Observation et acquisition des images

Les observations sont réalisées sur un microsc@ie Laborlux S, équipé d'une lampe a
mercure haute pression HBO de 50W. Il est équipé dtulaire de 12.5X et les observations
ont été effectuées enutilisant les objectifs X40X&00 sous immersion dans l'huile. Les
acquisitions d'images sont effectuées a l'aide dippareil photographique numérique Nikon

installé sur le microscope.
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5. Protéomique

La partie protéomique de ces travaux consiste enainde de I'expression protéique de

Sphaerotilus natandors de sa croissance sous formes monocellidaiiamenteuse.
5.1 Extraction des protéines

Le protocole d’extraction des protéines totalelisdtiest trés largement inspiré de la technique
décrite par Laemmli (Laemmli, 1970). Elle consisg une lyse des cellules et une

solubilisation des protéines dans un tampon déaatur

Les extractions sont réalisées sur 2 mL de cultso&, environ 250 mg de biomasse. La
suspension cellulaire est centrifugée a 13 400ppndant 5 minutes a température ambiante.
Le culot est repris dans 1 mL de PBS. Cette étapéavhge est répétee 2 fois. Le culot
cellulaire est ensuite repris dans 500 pL de tangoR.

Composition du tampon SSB :

125 mM de Tris-HCI pH 6,8
2% de SDS

10% de glyceérol

0,02% de bleu de bromophénol
100 mM de DTT

1 mM de PMSF

AN N N N NN

Le DTT (Dithiothreitol) est un agent permettantéaluction des ponts disulfures. Le SDS est
un détergent anionique fort qui enveloppe les awmipolypeptidiques des protéines de
charges négatives. Ces charges vont se repousdépledr les chaines polypeptidiques. Le
SDS confere une densité de charges constante gederda chaine polypeptidique, ce qui
autorise une séparation selon la masse molécupparente dans un champ électrique. Le

PMSF (phénylméthanesulphonyl fluoride) est un iitailr de protéase.

La suspension cellules+SSB est alors passée aasaits 3 fois 30 secondes dans la glace,
incubée 5 minutes au bain-marie a 100°C, puis ifegée 10 minutes a 13 400 rpm. Le

surnageant, contenant maintenant les protéinebles|iest recueilli et conservé a -20°C.
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Les protéines ainsi obtenues sont :
» Dénaturées : elles ont perdu leur structure tridsiannelle
* Sous forme monomeérique : conséquence de la rugasreonts disulfures.
5.2 Dosage des protéines

La concentration des extraits protéiques est déeéencomme pour I'ADN et I'ARN, a l'aide
du systéme Qubit (Invitrogen-Molecular Probes) et kit Quant-iT¥ Protein Assay

(Invitrogen-Molecular probes). Ce kit comprend larqueur spécifigue des protéines, le
tampon de réaction et les échantillons standard8%l& nécessaires a la calibration de

I'appareil.

5.3 Analyses SDS PAGE (Sodium Dodecyl  Sulfate
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis).

On parle aussi d’électrophorese des protéines adittans dénaturantes. Cette derniére a
également été décrite par Laemmli et est a ceyoardes références les plus citées dans la

littérature scientifique.

Ce type d’électrophorese sur gel d’acrylamide arpgmut de permettre la séparation des
protéines en fonction de leur masse moléculairargope. Le gel est dit réticulé et est obtenu
par polymérisation d’acrylamide, qui forme des okaj et de bis-acrylamide, qui ponte les
chaines d'acrylamide. Plus la concentration enlacrigle est élevée et plus la densité des
chaines est importante, et moins les protéinesmniakuses vont pouvoir migrer dans le gel
(cf. Tableau 10).

Pourcentage en acrylamide du gel Gamme de séparatig¢en kDa)
7,5 45-400
10 22-300
12 13-200
15 2,5-100

Tableau 10 : Gammes de séparation des protéines sgels dénaturant d’acrylamide en fonction de la
concentration en acrylamide.

Lors de nos expériences, nous avons utilisé des ggicentrés a 10% en acrylamide, en

utilisant le systeme Mini-PROTEAN Il (Bio Rad) (¢figure 34).
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Figure 34 : Systéme d'électrophorése Mini-PROTEANIIde Bio Rad.

Composition du gel dénaturant de polyacrylamides{f@gels) :

o THIS3M i 1,25 mL

o EauMilliQ ..o, 55 mL

©  SDS 20%0....uiiiiiie it 50 pL

o TEMED....co S5 puL

* Persulfate d’ammonium.............cccoii i 50 pL

Le gel est coulé, a raison de 3,8 mL par gel, ethtie plaques de verre espacées dans notre
cas par des barres en plastique d’'une épaisséy7tiemm et monté sur un support. Sa surface
est ensuite recouverte d’eau, ceci permet d'évdet contact entre le gel et l'air. En effet

l'oxygéne inhibe la polymérisation du gel.

La réaction de polymérisation est initiée par dedicaux libres formés grace au persulfate
d’ammonium, et elle est catalysée par le TEMEDteCataction de polymérisation nécessite

une heure pour étre complete.

L’eau recouvrant la surface du gel est complétendéntinée. Un gel de concentration est

alors coulé a la surface du gel précédent.

Composition du gel de concentration :
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o TrISOSM...ccii i, 2,5mL

e EauMilliQ.......coeiiii . 6,11 mL

@ SDS 20%0..eeeeeeeeeee et 50 pL
* Persulfate d’ammonium.............cccoo i 50 uL

Un peigne est enchassé entre les plagues, dams$ ¢tk goncentration avant que celui-ci ne
polymérise. Aprés au moins 45 minutes, le peigneaeise. Les gels et leurs supports sont
placés dans la cuve a électrophorese qui a préatabkt été remplie au quart de tampon de
migration dilué 10 fois (1X). L'électrophorése $&aftue sous I'action d’'un champ électrique
de 120 V et 150 mA.

Composition du tampon de migration a 10X :

o SDS e 10
o THS o2, 250 MM
o GlYCINE. ..o, 1,92 M
e EauMilliQ....covvviviiiii QS AL

Le pH est ajusté a 8,3 a l'aide d’HCI.

La migration compléete est accomplie en 45 a 60 tesile gel est alors démoulé et plongé
dans une solution de bleu de Coomassie pendantnbtesi sous agitation. Il est ensuite

transféré pendant 1 heure et sous agitation damsalaotion composée a 50% de méthanol et
10% d’acide acétique, puis enfin 1 nuit dans uneti®m composée 5% de méthanol et 10%
d’acide acétigue. Ces solutions vont avoir pouetedféliminer I'exces de bleu de Coomassie

du gel, seul celui fixé aux protéines sera retdmais elles vont également permettre de fixer
les protéines sur le gel en les dénaturant de feugrersible dans les mailles du gel.

La révélation est réalisée sur Gel Doc (Bio Rad).visualisation ne nécessite pas I'emploi
d’'UV et c’est pourquoi un filtre est placé sur tarnsilluminateur afin de transformer les UV

en lumiére blanche.
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Un marqueur de taille est déposé sur le gel en ntémes que les échantillons protéiques

afin de pouvoir estimer visuellement la masse maéde des protéines de I'échantillon.
5.4 Analyses protéiques par LC-MS/MS

Des analyses en chromatographie liquide couplée spéctrométrie de masse ont été
menées sur les échantillons protéigues totaux iextri@s cultures d&phaerotilus natans
ainsi que sur des bandes découpées a partir ddgeiotéines (SDS-PAGE) afin d'identifier
des protéines differemment exprimées lorsque laébacadopte I'une ou l'autre des deux

morphologies.

5.4.1 Présentation de la technique de LC-MS-MS
5.4.1.1 Historique

La spectrométrie de masse est une technique qusain principe des découvertes de
Sir J.J. Thompson, physicien britannique de ladiinXIX®™® et début du XX"® siécle qui
découvrit I'électron. Il inventa un spectrograpleentiasse et obtient les premiers spectres de
masse de gaz, NO, et CO entre autres. Il recu le prix Nobel en 1906. premier
spectrometre de masse fut construit en 1918 parDethpster. La technique a connue de
nombreuses améliorations, notamment a la fin de€ean1980 ou deux méthodes, permettant
la désorption-ionisation douces des macromolécllisdogiques pour une analyse en
spectrométrie de masse ont vu le jour. Ces demiame valu a leurs inventeurs, lI'américain

J.B. Fenn et le japonais K. Tanaka, I'obtentiomidx Nobel de Chimie en 2002.
5.4.1.2 Principes généraux de la spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse permet une mesure pei@sasible de la masse de biomolécules
telles que les peptides, les protéines, les oligéatides, les sucres ou les lipides. Cette

méthode détermine des rapports masse sur chargedenholécules ionisées

Il existe différents types de spectrométre de mabacun peut étre divisé schématiquement
en quatre parties distinctes :

®m correspond a la masse du composé et z a saecharg
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= Une source d'ions enceinte au sein de laquelle des ions sont ferenartir de
I'échantillon vaporisé.

= Un analyseur: dont I'objet consiste a mesurer pour chacuneedpgces issues de la
source d’ions, le rapport entre sa masse (m) etearbre de charge (Z). L'analyseur
sépare donc les molécules en fonction de leur rappa@ en modifiant leur trajectoire
au sein de l'analyseur.

= Un détecteur. il convertit en grandeurs électriques le sigrarespondant aux ions
l'ayant atteint. Il compte les ions en leur assadeur rapport m/z.

= Un enregistreur: permet l'acquisition, le traitement et I'enrégisient du signal ainsi

gue la visualisation des spectres.

Différents types d'analyseurs de masse tels qU®le (temps de vol), le quadripdle, la
trappe a ions, et la cellule ICR peuvent étre adsamtre eux : on parle alors de spectrometre
de masse en tandem. Cette combinaison d’analypeurset de fragmenter des molécules et

d’analyser les fragments produits.
5.4.1.3 Principe de la source electrospray

La premiéere étape de I'analyse consiste a intredes molécules a analyser. Il existe
différents modes d’ionisation. Seul le mode d'iatisn utilisé dans le cadre de ces travaux
sera décrit. Il s’agit d'une ionisation de type B8l "Electrospray lonisation” (cf. Figure 35).
Le principe de ce mode d’ionisation (Fenn, 1984)ret al, 1989) repose sur l'introduction
de composés en solution via un capillaire fin p@rtén potentiel de quelques kilovolts. La
tension présente au niveau du capillaire crée Hasges dans la solution, formant alors un
spray, ou nébulisa de fines gouttelettes, évapagpéegressivement par un flux d’azote a
contre courant. Les gouttelettes vont traverseukanément un gradient de champ électrique
et un gradient de pression dans la direction dealiseur du spectrométre de masse,
produisant des ions en phase gazeuse portantynsisiearges. Les ions sont transférés de la
source, opérant a pression atmosphérique, a I'seaiyopérant sous un vide plus ou moins

pousseé selon I'analyseur de masse utilisé.
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Figure 35 : Schémat du principe d'ionisation des mécules par Electrospray (ESI). lllustration extraite de
(Vinh, 1999)

5.4.1.4La spectrométrie de masse en tandem

Dans un premier temps, les ions formés dans laceoentrent dans I'analyseur. Un ion
particulier, appelé ion précurseur, et issu dedarce, est sélectionné en fonction de son
rapport m/z. Il est ensuite transféré dans uneuleellie collision ou il est fragmenté par
collision contre des molécules de gaz inerte : dentge cas de I’'Hélium. Les nouveaux ions

ainsi formés sont appelés ions "fragments” ou™fileurs rapports m/z sont ensuite analysés

par le second analyseur.

Spectrométre de masse en mode MS :

SOUR AMALYSEUR
,IQCE Eg’ tri des ions en E;' DEI—E‘ETEL‘R :> EMREGISTREUR
b S fonction de Eompriegs ces . |- traitement du signal
iomisation miz fomns.
I ;E,J ',.._._,
Spectrométre de masse en tandem ou en mode MSMS :
SOURCE ANALYSEUR 1 Cellule. de ANALYSEUR 2
b TONS :% sélection de I'ion :> collision |:> tri des ions
onisation précurseur gaz fragments
I Il
M5 A z
— EMNREGSISTREUR DETECTEUR
WSz "J”H"I‘ _traiternent du signal Q:l Bn'"ﬁfﬂ_ff des

Figure 36 : Schéma du principe des spectromeétres ageasse en mode MS et MSMS.
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Dans ce type de spectrometre les différentes égyesont I'isolement, la fragmentation et
'analyse des fragments, sont réalisées dans désgdistinctes de l'instrument. (cf. Figure
36).

5.4.1.5 Trappe ionique et MS/MS

Il existe également un type d’analyseur dans letjeesemble du processus est réalisé dans
un méme endroit, la trappe a ions. Dans ce caddisent de 'ion précurseur, son excitation,
sa fragmentation et 'analyse des fragments s’eféat successivement au sein du piége,

suivant une séquence temporelle.

Activité au sein d’'une trappe ionique

Au sein d'un piege quadripolaire de type trappend;i I'analyse en tandem se réalise
dans un premier temps par sélection d'ions dovdllurm/zest choisie. Ces ions piégés vont
ensuite se fragmenter par collision (acquisiti@mdigie interne et excitation vibrationnelle) a
l'aide d'une tension de radiofréquence (RF) coomedant a leur fréquence de résonance. Les
ions formés sont a leur tour piégés. Une éjectiblective en masse des ions produits
(fragments) peut alors étre réalisée en vue de leuanalyse.
L'obtention d'ions de générations supérieures essiple par simple renouvellement du
processus (sélection d'un ion produit, fragmematisélection d'un ion produit de® 2
génération, fragmentation, etc.). Cette séquenteagseléeMS’', n étant le nombre de

générations d'ions.

Dans l'étude réalisée, le spectrometre posseddrappe ionique linéaire LTQ (Linear Trap
Quadrupole) (THERMO Electron). Dans le cas du LT®trappe ionique se présente sous

forme linéaire, on parle de piege 2D (cf. Figurg 37
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Figure 37 : Représentation schématique du spectrotié de masse en tandem LTQ (Thermo Electron) et
de sa trappe d’ions linéaire (2D).

Les applications de la MS/MS sont multiples endujd. Elle est notamment employée pour
l'identification des protéines ainsi que pour lechrerche de leurs modifications post
traductionnelles. Ce sont en générales les pepgéledrés par trypsinolyse des protéines qui
sont étudiés en spectrométrie de masse. Dans gastrdes échantillons ont été digérés par la
trypsine, aboutissant a la formation de peptidageeinant, a leur extrémité C-terminale, par
une Arginine (R) ou une Lysine (K). L’hydrolyse paatte enzyme est la plus répandue car au
vue de l'abondance en arginine et lysine dans leséipes, les peptides générés sont
majoritairement d’une taille optimale pour étreig@s et fragmentés en CID. Dans le cas de
I'étude de peptides, les ruptures se font esstatieht au niveau de la liaison peptidique (cf.
Figure 38). Cette fragmentation a été bien étuditeépertoriée. La fragmentation des
peptides peut produire 3 types d'ions fils qui momtent I'amine terminal du peptide (nommés
a, b, ¢), et 3 types d'ions qui contiennent le @ayle terminal du peptide (hommés x, vy, z).
Avec une faible énergie de collision les ions lg sbnt les plus fréquemment observés.

;’.‘.28&15
albl ¢l a2 b2z e2 a3 b3 3

x1 vl z1 x2 ¥2 2 x3 vizn

Figure 38 : Différentes possibilités de fragmentatins pour un tétrapeptide. (Bieman, 1990)
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Les profils de fragmentation obtenus donnent désrmmations de structure. Dans
notre cas, les séquences peptidiques sont dédigtesdonnées de fragmentation aprés
extraction et analyse de la masse du peptide m&gusélectionné et de ces ions fragments

associes. (cf. Figure 39).

LU CUTERTEL FPRRer )

-—
1

ok

Figure 39 : Exemple de spectre MS/MS d’un peptideilthargé produit sur LTQ

La fragmentation sur LTQ par collision contre liuéh (CID = collision induced
dissociation) est particulierement efficace sur peptides de masse comprise entre 600 et
2 500 Daltons. Des mélanges protéiques complexegepeétre ainsi analyses, qu’il s’agisse
d’extraits protéiques, de spots d’électrophoresinmensionnelle, ou encore comme dans

notre cas de bandes issues de gel SDS-PAGE.
5.4.1.6 Séparation chromatographique des peptides

Tres souvent, et comme cela a été le cas pourdesaux realisés, le spectrométre de
masse est couplé a une chaine chromatographiqugafan dans ce cas de LC-MS/MS.
L'étape chromatographique a pour objet d'opérer sdmmaration préalable du mélange de
peptide avant son introduction dans le spectrondgrenasse. Classiquement, la séparation
des peptides est réalisée par chromatographiedégoaute performance (HPLC) avec une

nano-colonne a polarité de phase inversée de t§yge C
Cette configuration présente de nombreux avantagesl’analyse des peptides.

v une concentration du peptide
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v" un couplage direct entre la chaine de chromatogagihe spectromeétre de
masse par une source nano-électrospray.

v' une analyse efficace de mélanges de peptidiquespleres : chaque
peptide élué a un temps de rétention donné, estsgnan fournissant des
informations de séquence, conduisant a lidentifice des protéines
distinctes.

Dans certains cas, essentiellement sur des génaégsencés, il est possible
d’analyser I'ensemble des protéines exprimées parcellule (Yates 3rét al, 1999). Pour
cela, des systémes chromatographiques multidimemsi® (MDLC) en ligne sont utilisés et
combinent en général au moins deux principes stfsamdistincts. Généralement une
premiere séparation des peptides est réaliséeofuine échangeuse de cations, suivi d’'une
séparation sur colonne a polarité de phase inve@@@arle dans ce cas de chromatographie
multidimensionnelle de type 2DLC-MS/MS.

5.4.1.7 Analyse des données de spectrométrie de masse

L’analyse des spectres de fragmentation (MS/MSgdému type de spectrometre de
masse et plus particulierement de la résolutiateda précision obtenue sur la masse des ions
fils. Cette analyse de données peut étre réal@édifierents types de logiciels spécialisés qui
conduisent a valider la présence de protéines au dan échantillon. Il existe donc
différentes procédures qui conduisent a l'iderdiiiecn des protéines et ce systématiquement
contre une base de données. Certains modes desakys données permettent d’identifier un
peptide en s’affranchissant de I'étape d’attribuitées ions fils du spectre de fragmentation.
D’autres approches nécessitent une interprétatmmptete ou partielle d’'un spectre de
fragmentation, afin de le traduire en séquencasmgres d’'acides aminés. Dans notre cas,
nous avons utilisé la suite logiciel Bioworks Brawv8.3 (SEQUEST, Thermo Electron) qui
est basée sur la comparaison de liste de massts. &proche ne nécessite pas d'étape
d’interprétation du spectre de fragmentation. Lgid@l classe les peptides et les protéines
identifiés a l'aide de différents scores. Le prognee SEQUEST procede en plusieurs étapes :
la premiere consiste a filtrer les spectres trop ipormatifs car pauvres en ions fils pour
fiabiliser les identifications et traiter rapidem@tusieurs milliers de spectres successivement.
L’étape suivante consiste a pré-sélectionner dames lase de données des séquences
peptidigues candidates ayant une masse procheodesprécurseurs seélectionnés. Pour

chacune des séquences pré-selectionnées, le logiée une liste de fragments b et y
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théoriques et la compare a la liste des fragmedqgéranentaux (cf. Figure 40). L'analyse de
corrélations croisées s’exprime par un score, X@or,est dépendant de I'état de charge du

peptide avant fragmentation.
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Figure 40 : Comparaison d'un spectre expérimental B-MS avec des spectres théoriques de peptides
sélectionnés dans les bases de données, d'apredpret al, 2001).

Ce type d’approche est particulierement bien adapt&xploitation de nombreux
spectres MS/MS. Cependant, elle présente certdineges et ne peut aboutir a une

identification dans certains cas :

v' Quand le peptide est modifié : la masse du préaursgant différente, la
séquence ne peut pas étre attribuée correctement.

v" Quand la séquence du peptide est absente de lddasmnées

Les peptides validés sont ensuite associés adtitiés protéines dont ils sont potentiellement

iSSus.

5.4.2 Protocole expérimental et données techniques

Les protéines extraites suivant la procédure dgpar Laemmli (1970), sont séparées
comme décrit précédemment sur un gel dénaturantFAEE. Le gel est coloré a l'aide de
Bleu de Coomassie (Sigma-Aldrich France). Les mégiu gel étudiées ont été découpées et
lavées deux fois a l'aide d’'une solution de JMEO; 50 mM et acétonitrile 50%. Les

morceaux de gel sont séchés a température ambiEngmnt ensuite digérés par 0,1 pg de
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Trypsine (Promega) durant une nuit a 37°C puissgsoadus dans une solution de /MIEO;
50 mM. Les peptides libérés dans le tampon sombuggs avec les peptides issus de 3 étapes

additionnelles d'extraction des peptides du gel :

* Une avec 25uL de NfHCO; 50 mM

* Une avec 25uL d'une solution contenant 1% d’acidenique et 50%
d'acétonitrile

* Une avec 25uL d'une solution contenant 1% d’acidenifque et 90%

d’acétonitrile

Les peptides sont ensuite séchés a l'aide d’'undsgaeuum pendant 1 heure puis solubilisés
dans 25 pL d’'une solution contenant 0,08% d’aciifudroacétique et 2% d’acétonitrile.

Puis 4 pul du mélange peptidique sont ensuite i@geet analysés par nanoLC-MS/MS.

La séparation des peptides sur nanoLC a été réalisgr une chaine Ultimate 3000 (Dionex),
connectée par une source d’ionisation nanoélecaygspu spectrométre de masse LTQ
(Thermo Fisher). Le mélange de peptides trypsicngs;té & 20 pl.min, est piégé sur une
précolonne PepMap C18 (0,3x5 mm, 3um, 100A; DionAgyes 4 minutes, la précolonne a
été connectée a une nanocolonne de séparation Peph®a(0,075 x 150 mm, 100A, 3um,
Dionex). Les peptides sont principalement sépaegsup gradient linéaire de 2 a 36% de
tampon B (0,1% acide formique, 80% acétonitrile)%nhminutes & 0,3pl.mih La durée
totale du gradient est de 145 minutes. L'établissgndu spray a été réalisé par application
d'une différence de potentielle de 1,3 kiloVolts mwyen d’une jonction liquide sur un
capillaire non-coaté (PicoTip EMITER 10 um tip IDNew objective). Les peptides ionisés
sont ensuite analysés au niveau du spectrometredse par une méthode ‘data dépendante’

gue I'on peut décomposer en trois étapes :

= 1) Balayage en MS sur la gamme de masse 300-1500

= 2) Balayage en masse lent avec une plus grand@utiéeo(ZoomScan des 3 ions
majoritaires) qui permet de définir I'état de cherde l'ion précurseur sélectionné
nécessaire au calcul de sa masse

= 3) Fragmentation: MS/MS sur les 3 ions les plusenses, précédemment

sélectionnés.
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Les peptides sont fragmentés par application démergie normalisée de collision fixée a

40% sur les ions mono, di et tri chargés uniquement

L’identification des protéines a été réalisée aéadu logiciel Bioworks 3.3 (Thermo Fisher)
en confrontant automatiquement les spectres a ase e données regroupant toutes les
séquences proteéiques fleprotéobactéries déposées dans GenBank. Cettedbadennées
établie le 8/07/2007 et comprenant 203003 séquepceiques, a €té au prealable
clustérisée, ou condensée, a 95% a l'aide du progeaCD-HIT. Ceci permet d’éliminer une
partie de la redondance en regroupant les prot@risentant 95 a 100% d’homologie sous

une seule référence.
Les parametres de confrontation en base de domtiéeds sont pour les peptides :

- d'étre spécifiqguement issus d’'une hydrolyse trypsigavec au maximum un seul
clivage manqué

- de présenter comme modification variable une oxgdagiour la méthionine

- d’avoir une tolérance de masse fixée a 1,4 Da |goomasse précurseur

- et une tolérance de masse de 0,5 Da pour les fragmpeduits expérimentaux

Les résultats de la recherche sont égalementsfilp@ur ne garder que les séquences

peptidiques les plus fiables :

- Avec un filtre a seuils multiples appliqué auxaxcde 1,7, 2,5 et 3,0 respectivement pour

les peptides mono-, di- et tri-chargés,
- Une probabilité pour les peptides inférieureGLO,
- Un AC, supérieur a 0,1.

Une évaluation de I'abondance peut étre réalisémmptant le nombre de spectres de masse
attribué a une protéine identifiée, ou méthode ddée"spectral counting” (Zybailoet al,
2005). Cette premieére ébauche d'étude comparatevepeut étre réalisée que si les
échantillons ont été analysés dans des conditip@satoires rigoureusement identiques du
point de vue de la séparation en chromatographgel'atquisition et du traitement des

données produites en spectrométrie de masse.
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1. Etude des mécanismes physiologiques et moléculai res

de la filamentation chez S. natans

La croissance sous forme de filaments est renaotiéz de nombreux microorganismes
tels que les bactéries, les levures ou encore Hamgignons. Jusqu'a présent, les études
concernant ces microorganismes filamenteux, etnmoint les bactéries des boues activées,
portaient essentiellement sur leur identificatiaurs caractéristiques morphologiques, leur
impact, positif ou négatif, sur le traitement despeusées en boues activées ou bien encore
les facteurs induisant leur prolifération. Concetndes bactéries filamenteuses, les
microbiologistes ont longtemps cru qu'elles n'exesit que sous la forme de filament. Durant
les vingt dernieres années, les progrés en matidiesservation microscopique et
d'identification, avec notamment I'émergence debrigues de biologie moléculaire, ont
permis de mettre en évidence qu'un grand nombpesidactéries peuvent également exister
a l'état unicellulaire en fonction de certains pagties environnementaux. C'est le cas de
Microthrix parvicella (Foot et al., 1992Eikelboom 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 tiolle(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 faisaneréas conditions de culture.

Il est maintenant clairement établi que la croissailamenteuse est une forme d'adaptation
des microorganismes face a un environnement hdstadn et al, 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 & Pernd@)3), ou encore une température élevée
(Rossettiet al, 2002). Cette forme de croissance particulieranpérune coopération des
cellules leur assurant un avantage compétitif. filaments offrent également la possibilité
aux bactéries d'aller chercher les éléments esteatieur croissance plus loin dans le milieu,

et notamment en dehors du floc.

Les grandes questions qui ont guidé ces travauxétinde savoir comment se déroule la
formation des filaments a partir d'une populatiencgllules individuelles et quels sont les
mécanismes physiologiques et moléculaires mis errexdors 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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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.

187



Chapitre Il : Résultats et Discussions
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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.
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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.
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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
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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”.

215



Chapitre Il : Résultats et Discussions

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

217



Chapitre Il : Résultats et Discussions

* 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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2. Variation du signal FISH au cours du cycle cellu laire

Une connaissance précise de la population bacterigant d'un point de vue
taxonomique que quantitatif est un élément esdegmi€cologie microbienne. En effet cette
discipline repose sur les interactions entre lefférdints microorganismes et leur
environnement. Il y a encore peu de temps, l'ifieation était principalement basée sur des
observations microscopiques ou des meéthodes dereult'émergence de la biologie
moléculaire a permis de fournir de nouveaux ouatils microbiologistes. La PCR permet une
identification, en offrant la possibilité de réweélda présence ou l'absence d'un
microorganisme cible dans un échantillon. La PCReemps réel permet de rajouter un aspect
guantitatif. Des techniques couplées a la réaa®molymérisation en chaine, telles que la
DGGE ou la TTGE, permettent de dresser un profladepulation, et ainsi de déterminer les
especes présentes en comparant le profil obtentapport a un référentiel constitué a partir
de souches pures. L'hybridationsitu est tres certainement la technique la plus empleye
ecologie microbienne pour la caractérisation desgaorganismes. En plus de l'identification,
elle offre également la possibilité de localises bactéries au sein de leur environnement,

mettant ainsi en évidence leurs interactions.

En ce qui concerne I'écosysteme des boues actilepspulation bactérienne est I'élément
central puisque c'est sur elle que repose l'aétigpuratrice. La caractérisation de cette
population bactérienne est donc importante pourchercheurs, mais également pour les
exploitants de station. C'est en effet d'elle qaelépendre la qualité de I'eau qui sera rejetée
dans le milieu naturel. Le profil de la populatibactérienne dépend de nombreux facteurs
tels que la nature et I'abondance des substrgisrdides, ou encore 'aération. Elle fournit
donc des informations sur la composition des eawées et sur les éventuels
dysfonctionnements de la station de traitement.ddas problemes les plus fréquemment
rencontrés dans les stations d'épuration a botieges est le phénomene de bulking. Comme
cela a précédemment été explique, il résulte dirodifération rapide et excessive de
bactéries filamenteuses, aboutissant a l'impo#silie séparer les matiéres en suspension de

I'eau épurée.

A I'heure actuelle, trés peu de moyens sont digesipour évaluer les populations de
bactéries filamenteuses dans les boues. Seulebdesvations microscopiques et les mesures
d'indice de boue permettent de les estimer mais avelegré d'anticipation quasiment nul par
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rapport a la survenue d'un épisode de proliféraflamenteuse. Bien que quelques études
utilisant la PCR quantitative aient été réalisé&me(zkeet al, 2005; Vervaerert al, 2005),

la technique d'hybridation fluorescenie situ reste actuellement la plus utilisée pour
quantifier les bactéries filamenteuses sur desréitloas de boues activees (Gawtl al,
2002; Gaval & Pernelle, 2003; Heg al, 2005). Dans ces cas, la technique est utiliséedaf
guantifier les différentes populations filamenteuskans les boues ainsi que la taille des
filaments. C'est de cette maniere que Gavadle(2002, 2003) ont mis en évidence une
brusque augmentation du nombre de filaments deained especes bactériennes aprés
application d'un stress comme une carence en orygkivie d'une diminution tout aussi
rapide des effectifs apres arrét du stress (GavBe&elle, 2003). Lors de I'application de
stress en série, la population filamenteuse émetgesst a chaque fois plus importante (cf.
Figure 96). Cependant, il y a toujours une décamiss rapide de la population filamenteuse
consécutive a l'arrét du stress. Ce phénomeéne abitrvé pour différentes especes de
bactéries filamenteuses et notammEmbthrix niveg Thiothrix eikelboomii{Eikelboom type

021N), Haliscomenobacter hydross$Sphaerotilus natans
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=N N )
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L'élément qui ressort de cette étude est que lpadion des filaments faisant suite a la
suppression du stress est tout aussi rapide qu®ligration induite par son application. De
plus on voit nettement que I'évolution de lindide boue ne reflete pas réellement
'abondance de filaments. En effet, lorsque l'iedibmmence juste & augmenter, la quantité
de filaments est déja trés importante. De mémdisiaarition brutale des filaments n'entraine

pas immédiatement une diminution de I'indice deebou

La diminution rapide des effectifs filamenteux astorigine de I'hypothése selon laquelle,
lors d'un retour a une situation favorable, leshtsimes seraient capables de se déstructurer, de

se "défilamenter”, aboutissant ainsi a une popratispersée.

Dans le cadre d'une autre étude, une comparaistngiantification de bactéries nitrosantes
par les techniques de PCR quantitative en tempstéthybridationin situ (Olivier, 2005a)
en eau de Seine a été réalisée. Les deux techniue®nt des résultats significativement
différents (cf. Figure 97).
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Figure 97 : Comparaison des dynamiques de concentians des bactéries nitrosantes estimées via la
technique FISH ¢), en utilisant la sonde NEU, et la PCR quantitatie en temps réel«) au cours de la
nitrosation dans un réacteur (Olivier, 2005a).

Ces résultats mettent clairement en évidence quéedhnique FISH sous-estime trés
fortement les effectifs par rapport a la QPCR. Oterde plus que la quantification basée sur
I'hybridationin situ fait apparaitre une chute des effectifs des biast@itrosantes alors que,
celle obtenue par QPCR montre que la populatioiébaone continue d’augmenter. La
population estimée par FISH semble s’effondrersalgue les bactéries entrent en phase
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exponentielle. La quantification par FISH semblecaffectée par un changement de I'état

physiologique des bactéries.

Lors de nos observations précédentes sur les tiarssimorphologiques d8. natansnous
n‘avons jamais observé la disparition totale desnfnts lors d'un retour a des conditions
environnementales plus favorables pour les mica@ggnes. lls ont effectivement tendance a
se développer sous leur forme monocellulaire, Haaisrme filamenteuse reste présente. Ces
résultats associés a ceux des précédentes étodespermettent d’avancer I'hypothése que la
disparition observée des filaments des boues s duppression d’'un stress (Gaethl,
2000a; Gaval & Pernelle, 2003) pourraient étre duéstechnique FISH qui sous estimerait
de facon importante la quantité de filaments aprésphase initiale de croissance. Il semble
en effet qu'une variation importante de l'intensiééfluorescence lors du cycle de croissance
des cellules puisse entrainer un biais de la dization des effectifs filamenteux.

2.1 Evolution de lintensité du signal FISH lors du cycle de
croissance

2.1.1 Sphaerotilus natans

Nous avons dans un premier temps réalisé des esllpures de la soucBphaerotilus natans
29330 en réacteur. Nous avons choisi cette soumhe'ast la seule de I'espegenatangjui

soit capable de croitre principalement sous formanouellulaire dans ces conditions,
permettant ainsi une analyse par cytométrie en fltiroculum utilisé pour ensemencer les
réacteurs est préparé a partir d'une culture dalesldispersées et agée de 16 heures. Les
conditions de culture sont indiquées dans le ctepitatériels et Méthodes. Lors de ces
cultures nous avons réalisé différents préléevemaimsd'établir la courbe de croissance des
microorganismes (cf. Figure 98). La courbe a étierdénée en utilisant deux techniques
distinctes :

» |e marquage des cellules au cFDA et le dénombreareaytométrie en flux

= |a mesure de la turbidité & 600 nm.
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Figure 98 : Courbes de croissance de la soucBe natans29330 lors d'une culture en réacteur déterminées
par cytométrie en flux (¢) et mesure de la turbidité a 600 nm«).

Les deux technigues donnent des courbes de croessas similaires. On note cependant que
par cytométrie en flux, la population estimée a@Eseures de culture, c'est-a-dire 12 heures
apres l'entrée en phase stationnaire, diminue glerscelle estimée par mesure de la turbidité
a 600 nm reste stable. Ceci peut s'expliquer pdaiteque seules les cellules vivantes
possédent l'activité enzymatique estérase nécesaaiclivage du cFDA en cF, qui émet la
fluorescence. Aprés la phase stationnaire, la lbactérienne entre dans une phase de
déclin, qui correspond a une augmentation de laatigr cellulaire. Le nombre de cellules
vivantes diminue, ce que reflete le dénombrementcgtométrie en flux. La mesure de
densité optique quant a elle ne traduit pas, ansndans un premier temps, cette mortalité.
Les cellules mortes et les débris cellulaires, wamitribuer & maintenir une valeur de turbidité
élevée. Nous avons donc choisi, pour la suite @esux, d'établir la courbe de croissance en

utilisant la technique de dénombrement par cytamétr flux.

Il faut également noter que seule une tres bréwaselue latence est observée. Ceci peut
s'expliquer par le fort taux d'ensemencement deteéa (prés de 1.2@ellule.mL?), et par le
fait que les bactéries étaient en pleine phaserexielle de croissance au moment de leur

injection dans le réacteur

Parallelement & la courbe de croissance, nous awessiré l'intensité du signal FISH par
cellule (cf. Figure 99). Un marquage en milieu idgua donc été réalisé pour chacun des
échantillons selon le protocole décrit dans le thapatériels et Méthodes. L'hybridation a
ete effectuée a l'aide de la sonde EUB 338 etlisité de fluorescence par cellule a été

déterminée par cytométrie en flux.
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Figure 99 : Courbe de croissance de la souch®. natans 29330 @) et évolution de lintensité de
fluorescence par cellule du marquage FISH avec leosde EUB338 ¢), exprimées en unités arbitraires
(u.a.), et déterminée par cytométrie en flux.

On peut constater une importante variation deetisité de fluorescence au cours du cycle de
croissance dé&. natans29330. Elle augmente fortement lors des premiémsges, avant
d'atteindre sa valeur maximale, 6 fois supériewsa @aleur initiale, apres 4 heures de culture.
Au-dela de la 8" heure, la fluorescence diminue rapidement alols lgucroissance est
toujours dans sa phase exponentielle. Le signall p& cellule atteint une valeur proche de
la valeur initiale apres seulement 10 heures deireublors que la croissance entre dans sa
phase stationnaire. Apres 24 heures, l'intenstt& esn niveau minimum, correspondant a la

fluorescence initiale, alors que la culture estagyég dans la phase de déclin.

A partir des dénombrements obtenus par cytométriflux, le taux de croissance (1) au
moment de chacun des prélevements a été calcul@ Vzeiable caractérise I'accroissement

de la population par unité de temps, ici par heluagformule utilisée est la suivante :

Ln( Xn
Xn—l

j=ﬂmh4w0

Ce qui implique que :

_ Ln Xn—Ln Xn-1
th—th-1

X correspond a la quantité de biomasse. Le paramglis® pour estimer la biomasse est le
nombre de cellules déterminé en cytométrie en #pxés marquage au cFDA, donc la

guantité de cellules viables dans 1 mL de culture.
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Le taux de croissance permet d'estimer I'état plogigque de la culture : plus sa valeur est

élevée, plus l'activité cellulaire est importante.

L'évolution de l'intensité de fluorescence du maggpiFISH et celle du taux de croissance au

cours de la culture en réacteur sont ensuite carepdcf. Figure 100).
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Figure 100 : Evolution de l'intensité de fluorescere par cellule du marquage FISH avec la sonde EUB83
(m) et du taux de croissances{) de la souches. natars 29330 lors de la culture en réacteur.

La variation de l'intensité du signal est corrééec la variation du taux de croissance des
bactéries. Ceci conforte l'idée que le niveau deréiscence dépend directement de I'état
physiologique de la cellule. Il faut cependant nopgaprés avoir atteint sa valeur maximale,

l'intensité de fluorescence diminue lIégérement l@oement que le taux de croissance.

Afin de déterminer si ce phénomene est spécifige @atans/es mémes expérimentations

ont été menées sur deux autres types de microgsrgagiéloignés :

= Lactobacillus delbruekisubsp.BulgaricusCNRZ 208T, une bactérie Gram-positive
entrant dans le processus de fabrication des yaourt
= Saccharomyces cerevisiB2056, un microorganisme eucaryote de type levure.

)l

Des cultures de ces deux microorganismes sontsééalien réacteurs dans les conditions
décrites dans le chapitre Matériels et Méthodesddtarmination de la courbe de croissance
n'est cette fois réalisée qu'a partir des donnbemoes par dénombrement en cytométrie en

flux.
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2.1.2 Lactobacillus delbruekii

Lors du suivi de lintensité, le marquage FISH @& &alisé en utilisant la sonde EUB338,
comme poufS. natan®29330 (cf. Figure 101).
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Figure 101 : Courbe de croissance de la souche delbruekii (¢), et évolution de l'intensité du marquage
FISH avec la sonde EUB338a() au cours de la culture en réacteur.

De la méme facon que po8r natanslintensité de fluorescence varie de facon inmgud au
cours du cycle de croissance de la bactérie. Larenke signal augmente tres fortement dans
les derniers temps de la phase de latence, awatgiddre sa valeur maximale au début de la
phase exponentielle de croissance. A ce momelintansité de fluorescence est 3,5 fois plus
importante que lors des deux premiéres heuresltleeuA partir de la 8" heure, alors que
les effectifs cellulaires augmentent de facon irtgoae, l'intensité la fluorescence chute pour
atteindre, apres seulement 12 heures, une valeivadente a celle observée au début de la

phase de latence.

Les évolutions du taux de croissance et de l'inemke fluorescence de delbruekiisont

comparées (cf. Figure 102).
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Figure 102 : Evolution de l'intensité de fluorescece par cellule lors du marquage FISH §) et du taux de
croissance ) lors de la culture deL. delbruekii en réacteur.

Comme pourS. natans l'intensité de fluorescence suit la méme évotutpe le taux de

croissance qui atteint sa valeur maximale aprés@bes de culture, au moment ou l'intensité
de fluorescence est la plus élevée. La encoreivam de fluorescence des cellules décline
immédiatement, jusqu'a atteindre sa valeur mininapl@s 12 heures de culture. Le taux de

croissance chute également a partir dé'TSt8eure de culture jusqu'a devenir nul & 25 heures.

Des mesures de pH réalisées tout au long de lareulpermettent de déterminer I'évolution

de la vitesse d'acidification du milieu (cf. Figur@3).
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Figure 103 : Evolution de l'intensité de fluorescere par cellule lors du marquage FISH §) et de la vitesse
d'acidification du milieu (m) lors de la culture deL. delbruekii en réacteur.
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On constate que la vitesse d'acidification augmeamdement alors que lintensité du
marquage FISH diminue. La vitesse maximale esinét@lors que le niveau de fluorescence
est lui redescendu a son niveau minimal. En elfetjtesse d'acidification du milieu suit la
courbe de croissance, et s'effondre lorsque larmeuéintre en phase stationnaire, la diminution
de l'activité physiologique des cellules, liéeépliisement du substrat étant a I'origine de cette
chute. Paralléelement & cela, I'acidification duienil va avoir un effet inhibiteur sur la

croissance des microorganismes.

La variation d'intensité du signal FISH au cours cjicle de croissance et de l'activité
physiologique des cellules semble donc étre un @héne commun a des bactéries tres
éloignées d'un point de vue phylogénétique. L'étsyigante consiste a déterminer si ce
phénoméne peut également étre observé chez un amgerosme eucaryote, la levure

Saccharomyces cerevisiae

2.1.3 Saccharomyces cerevisiae

Comme pour les deux souches bactérienBascharomyces cerevisia2056 a été cultivée

en réacteur dans les conditions de culture déataes le chapitre Matériels et Méthodes. Le

suivi a été réalisé sur 70 heures, avec des praleves toutes les 2 heures. Un dénombrement
par cytométrie en flux des cellules viables, unsune de l'intensité du marquage FISH avec

la sonde PF2 (cf. Figure 104), ainsi qu'une medarka production d'éthanol ont été réalisés

sur chacun des échantillons.
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Figure 104 : Courbe de croissance d8accharomyces cerevisid2056 lors de sa culture en réacteurs et
évolution de l'intensité de fluorescence par cellaellors du marquage FISH avec la sonde PFa).
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On s'apercoit de nouveau, qu'apres étre restéle shatant les 8 premiéres heures de culture,
l'intensité de fluorescence augmente de facon itapta en fin de phase de latence et au
début de la phase exponentielle de croissance sAgrdeures de culture, la fluorescence par
cellule est maximale et atteint un niveau pres @éols supérieur a celui d'origine. Le signal
FISH chute ensuite régulierement et atteint, 0 %heure, une valeur 4 fois inférieure a la
valeur maximale. A partir de la 8% heure de culture le niveau de fluorescence atseint

niveau minimal.

L'intensité de fluorescence maximale est atteinteart la premiére moitié de la phase
exponentielle. En début de phase stationnaire, méimle niveau du signal est faible,
contrairement a ce qui a été observé pour les deughes bactériennes, il n'a pas encore

atteint sa valeur minimale.

Le taux de croissance est calculé a partir du dénemment par cytométrie en flux. La courbe
d'évolution de ce paramétre est superposée admellmtensité du marquage FISH (cf. figure
105).
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Figure 105 : Evolution de lintensité de fluorescece par cellule lors du signal FISH obtenu lors du
marquage avec la sonde PFa] et du taux de croissancee{ lors de la culture deS. cerevisiaen réacteur.

De méme que ce qui a été observé pour les bactéaiegmentation de l'intensité du signal
FISH est concomitante a celle de la valeur du tdexcroissance. De plus, le taux de
croissance maximal est atteint aprés 15 heuresiltige, soit au moment ou la fluorescence

par cellule est la plus importante. Il faut ceperideter qu'a la 37°heuredu suivi, alors que
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l'intensité du signal est encore 2 fois supériedrson niveau le plus faible, le taux de

croissance est lui déja nul.

La production d'éthanol a également été mesuréallosuivi (cf. Figure 106).
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Figure 106 : Evolution de l'intensité de fluorescere par cellule résultant du marquage FISH par la sade
PF2 (m) et de la quantité d'éthanol produit () lors de la croissance d&. cerevisiaen réacteur.

La quantité d'éthanol produite et rejetée dans ileeuncommence a augmenter de facon
exponentielle a partir de 20 heures de culturd, &dieures apres que la fluorescence ait
atteint son intensité maximale. La quantité d'éhgmésente dans le milieu est directement

lie a la courbe de croissance des microorganismes.

Une culture dé&. cerevisia@n conditions stressantes est réalisée afin mesta variation de
l'intensité de fluorescence du signal FISH dansabeslitions ou l'activité cellulaire n'était
pas optimale. Le suivi est réalisé dans un réacentenant 1,5 L de milieu de Sabouraud a
150 g.L'* de glucose, mais cette fois la température duegaest fixée a 35°C et le pH a 3,2.

Le méme suivi est effectué dans ces conditionscpdigres (cf. Figure 107).
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Figure 107 : Courbe de croissance des. cerevisiaelors de la culture en réacteur en conditions
défavorables, soit a 35°C et pH 3,2#], et évolution de l'intensité du signal FISH par ellule (m).

La courbe de croissance reflete clairement quedasditions sont devenues moins favorables
pour le microorganisme. La phase dite exponentddimarre aprés 10 heures de culture, soit
seulement 2 heures apres celle observée dans nd#ians optimales. Cependant, elle est
beaucoup plus lente puisque la phase stationnaeatteinte qu’apres environ 60 heures. De
plus la concentration maximale en microorganisnaasde milieu est beaucoup plus faible et

pres de 6 fois inférieure a celle obtenue lorsadaulture précédente.

En ce qui concerne lintensité du marquage FISHalaur maximale, qui dans ce cas n'est
atteinte qu'a la Z0°® heure, ne représente que 67% de la valeur maxiobaémue dans les
conditions précédentes. Le signal fluorescent pdiule est différent. On observe une
augmentation brusque de son intensité & partia d&T"heure de culture, puis entre 14 et 25
heures il atteint un plateau d’une valeur moyemas proche de la maximale observée a la
20°™ heure de culture. Le signal diminue ensuite bemt@nt jusqu'a la 28°heure, puis plus

lentement jusqu'a sa valeur minimale, 40 heuressdprdébut de la fermentation.

Lorsque I'on compare l'intensité du marquage FISdaurs de la croissance et I'évolution du
taux de croissance calculé a l'aide du dénombrementytométrie en flux, la encore on
s'apercoit que les deux criteres co-évoluent deéae facon (cf. Figure 108). Le taux de
croissance augmente trés brutalement entre 98° 0 la 1£™ heure, puis plus lentement
avant d'atteindre sa valeur maximale apres 17 keiies. Il diminue ensuite régulierement

jusqu'a devenir quasiment nul aprés 50 heures @reulLa encore la courbe représentant
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I'évolution du taux de croissance est plus apkttiétalée que celle obtenue lors de la culture

dans des conditions optimales.

700 4 - 0,6

600 -
+ 05

2

500
104

400 1 S 2 P
PN

300 1 J | N
[
200 1 | :\

}“/- \.k.\: . . +01

100 -| o e,
. .

+ 02

Intensité de fluorescence par cellule (u.a.)
Taux de croissance (heure

0 10 20 30 40 50 60

Temps (heure)

Figure 108 : Evolution de l'intensité de fluorescere par cellule lors du marquage FISH avec la sondeF2
(m) et du taux de croissances{ lors de la croissance d&. cerevisiaeen conditions défavorables.

Alors que la croissance s'étale sur une périods lplugue, elle reste en termes d'effectifs,
moins importante que dans des conditions optimakesiveau de fluorescence reste lui aussi
haut durant une plus longue durée tout en ayaninteesité maximale moins élevée que dans
le cas précédent. On voit donc que dans ces conglitle stress, l'intensité du signal FISH est

une nouvelle fois en corrélation directe avec Il tde croissance des microorganismes.
Conclusion :

Ces suivis de croissance de différents microorgagss mettent en évidence que
l'intensité de fluorescence par cellule lors du quage FISH varie de facon tres importante
en fonction de la phase du cycle de croissanca aellule. Le niveau d’activité cellulaire
variant au cours de la croissance, le niveau dedicence par cellule varie donc en fonction
de I'état physiologique du microorganisme. Ces gepées montrent que ce phénomene est
retrouvé chez des microorganismes unicellulairessia@loignés que des eucaryotes et des
procaryotes. Selon les especes étudiées, l'inéedsitsignal peut varier d’un facteur six en
fonction de la phase du cycle de croissance. Agida cellule se trouve en début de phase
stationnaire ou en fin de phase exponentielletehisité du signal fluorescent sera a son
niveau minimal. Il faut donc considérer avec undr&@we prudence les résultats de

guantifications de microorganismes basés sur lantque d’hybridationn situ, car dans des
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échantillons complexes, des microorganismes prasenh niveau de fluorescence trés faible
ou proche du bruit de fond peuvent ne pas étrectditepar I'observateur ou bien par un
logiciel de quantification de type DAIME (Dainet al, 2006). L'utilisateur doit fixer un seulil
de fluorescence limite en dessous duquel les élésnmen sont pas comptabilisés. De plus,
I’hybridation n’est pas aussi efficace pour tous t@icroorganismes et en particulier pour les
bactéries filamenteuses (Millet al, 2007), notamment du fait de la présence d’'unaegai
chez certaines espéces, coneatansCertaines sont méme indétectables par la tecaniqu
FISH (Wallner et al, 1995; Miuller et al, 2007). Dans les boues activées, ces
microorganismes sont le plus souvent trés peusadtifn point de vue physiologique. Les
eaux de riviere ou de mer, beaucoup moins richgubstrat, sont encore moins favorables a

la croissance des microorganismes.

Ces éléments cumulés peuvent rendre leur détedéilicate et introduire des biais importants

lors de leur quantification par hybridationsituen sous-estimant les populations présentes.

La variation de l'intensité de fluorescence ne suas du tout la courbe de croissance
puisqu’elle chute brutalement jusqu'a atteindre wadeur trés faible durant la phase
exponentielle de croissance. Des microorganismesrerirés actifs peuvent ainsi ne pas étre
détectés, entrainant une sous-estimation importéntpopulation cible. L’efficacité et
I'exactitude de la quantification basée sur la téghe FISH dépendent du stade de croissance
de la cellule au moment de I'observation. Dans uliemaussi complexe et présentant une
diversité bactérienne aussi importante que les dagtvees, les diverses populations sont
dans des états différents et il est tres difficileire impossible, de déterminer le niveau

d’activité de la population ciblée par hybridatiarsitu.

Ces éléments permettent donc de dire que l'uiitisade la technique FISH pour la
guantification des microorganismes doit étre cagrgid avec précaution, en particulier dans le

cas de matrices complexes ou de bactéries ayargatingé physiologique faible.

Une précédente étude, basée sur la quantificagsnfithments par FISH, décrivaient une
forte diminution du nombre de filaments, dans deses activées, suite a l'arrét d'une
situation de stress (Gaval, 2001a). L’hypothésen gdhénomeéne de défilamentation avait
alors été émise. Lors de ces expérimentationgspamdtion massive des filaments suite a leur
transfert dans un milieu induisant la croissancessimrme monocellulaire n'a jamais été

observée, ce qui est donc en désaccord avec |liggmEmise préecédemment. Le fait que la
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guantification des filaments ait été réalisée parechniqgue FISH ameéne donc a remettre en
cause l'existence de ce phénomene de défilamant&iio effet, les résultats de cette étude
montrent que la chute du nombre de filaments pdwraréalité étre due a une diminution

importante de la fluorescence et donc a une sdusa®n des effectifs réellement présents.

2.2 Etude de la variation de la quantité d’ARN ribo  somiques
intracellulaires au cours de la croissance des

microorganismes.

La variation de I'intensité du signal FISH des gl en fonction de la phase du cycle de
croissance étant établie, nous avons cherché anmdeéz quelle en était la cause. Deux
hypothéses pourraient expliquer les fortes varatide l'intensité du signal FISH pendant le
cycle de croissance : une variation de la quadt&&Nr dans la cellule, ou une variation de
I'accessibilité de la sonde a I'ARNr. La cible damdes utilisées pour le marquage FISH est
I'ARNr de la petite sous-unité du ribosome, apgedRNr SSU (Small SubUnit). Il s'agit de
I'ARNr 16S des bactéries et de I'ARNr 18SSleerevisiaelLa variation du niveau général de
fluorescence devrait donc étre directement liéa &driation du niveau de celui-ci, si la

premiére hypothese est valide.

Difféerents auteurs ont déja décrit une variationlaleoncentration intracellulaire en ARNr
durant le cycle de croissance des levures (Wald&rdracroute, 1975; Ju & Warner, 1994;
Warner, 1999; Amann & Ludwig, 2000) et des bactg(kerkhof & Ward, 1993; Binder &
Liu, 1998; Worden & Binder, 2003) affirmant qu’elietait directement liée a Il'activité
physiologique de la cellule. Cependant dans cedeéfua concentration en ARNTr cellulaire a
été estimée par des techniques de mesure indirectggarticulier I'hybridationn situ. Si la
chute de l'intensité de fluorescence était due @ altération de I'accessibilité des séquences
cibles d’ARNr aux sondes, le FISH ne permettrais e le mettre en évidence et

l'assimilerait a une diminution de la quantité dM\R

Un suivi de la concentration en ARNr par cellulété réalisé par RT-QPCR au cours de la
croissance des 3 microorganism8snatansL. delburekiiet S. cerevisiagour lesquels une

forte variation du marquage FISH a été identifieeaurs du cycle de croissance.
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Les ARN totaux sont extraits a partir de 25 mL diure, en suivant le protocole décrit dans
le chapitre Matériels et Méthodes. Une réactionrdescription inverse est réalisée sur une
guantité d'’ARN correspondant a un méme nombre llidese pour chacun des échantillons.
Cette quantité d'’ARN est déterminée grace au dérenent des cellules par cytométrie en
flux et au dosage de I'ARN total extrait par letégse Qubit (Invitrogen). La réaction de PCR
est ensuite réalisée en utilisant pSunatanstL. delbruekiile couple d'amorces universelles
357F/518R ciblant I'ARNr 16S et po8t cerevisiagle couple d'amorces YEASTF/YEASTR
ciblant I'ARNr 26S ou LSU (Large SubUnit).

2.2.1 Sphaerotilus natans 29330

Un suivi de la concentration intracellulaire en ARNété réalisé par RT-QPCR a partir des
échantillons prélevés durant la croissanc& deatangcf. Figure 109). La quantité d'ARN est

exprimée de facon relative par rapport a la plisdavaleur.
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Figure 109 : Courbe de croissance de la soucl®& natans29330 ¢) et évolution de la concentration
intracellulaire en ARNr 16S déterminée par RT-QPCR(e) lors de la culture en réacteur.

La concentration intracellulaire en ARNr 16S vateefacon trés importante au cours du cycle
de croissance : entre I'ensemencement du réadtEuB&®heure de culture, la concentration
en ARNr 16S augmente d'un facteur proche de dellx.diininue ensuite trés rapidement
pour atteindre aprés 6 heures de culture une vaiérieure a la concentration de départ. En
fin d’expérimentation, la quantité d'’ARNr 16S patlale est 2,5 fois inférieure a la valeur

maximale.
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Cette concentration maximale en ARNr 16S est ddeaprés 3 heures de culture, ce qui
correspond au moment ou l'intensité du signal Fi@Hcellule et le taux de croissance sont

les plus importants (cf. Figure 110).
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Figure 110 : Evolution de la concentration intracdllaire en ARNr 16S (¢), du taux de croissance) (A) et
de l'intensité du marquage FISH @) lors de la culture deS. natans29330 en réacteur (B).
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L'augmentation et la diminution de lintensité dwarquage FISH au cours du cycle de
croissance deSphaerotilus natanseflete les variations de concentration en ARNs de
cellules. Il semble cependant que I'amplitude deatian du signal fluorescent soit plus

importante que celle de la concentration en ARNTr.

2.2.2 Lactobacillus delbruekii

Cette fois le suivi de la concentration en ARNr 1&$ cours du cycle de croissance a
uniquement éteé realisé sur les 10 premieres herés culture (cf. Figure 111), cette période

est suffisante pour observer I'augmentation puitaoissance de l'intensité du signal FISH.
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Figure 111 : Courbe de croissance de la souchHe delbruekii (w) et évolution de la concentration
intracellulaire en ARNr 16S déterminée par RT-QPCR(e).

Comme cela avait été mis en évidence pBunatanson observe une augmentation de la

concentration en ARNr 16S a partir de la fin dphase de latence, qui s'accentue fortement
au début de la phase exponentielle de croissarecéerieur maximale en ARNr est obtenue

7 heures apres l'introduction de l'inoculum dangéeteur, puis elle diminue rapidement pour

atteindre une valeur inférieure a la valeur de dégatre la ¥ et la $™heure de culture, la

concentration intracellulaire en ARNr 16S a étasdig par quatre.

La encore, on s'apercoit que les variations deeligité du marquage obtenue par hybridation
in situ de la sonde EUB338 suivent les variations de leue en ARNr 16S des
microorganismes et du taux de croissance, comnaeaselit déja été observé pdar natans
(cf. Figure 112 A et B).

245



Chapitre Il : Résultats et Discussions

Les amplitudes de variation du taux d'ARNr intradalre et de l'intensité du signal par
cellule sont trés proches chéz delbruekii Ainsi, pour lintensité du signal fluorescent
comme pour la concentration en ARNr 16S, la vaieimimale est quatre fois inférieure a la

valeur maximale, révélant un lien direct entredpanse du signal FISH et la teneur en ARNTr.
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Figure 112 : Evolution de la concentration intracdllaire en ARNr 16S (¢), du taux de croissance) (A) et
de l'intensité du marquage FISH @) (B) lors de la culture deL. delbruekiien réacteur.

Cette différence de résultats avBc natans29330 pourrait s’expliquer par le fait que

delbruekii est une bactérie Gram-positive. En effet, les dvged Gram-négatives, et
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notamment les filaments (Milleet al, 2007), présentent une efficacité d'hybridation
généralement supérieure a celle obtenue pour leeries filamenteuses Gram-positives.
Pour ces derniéres, des prétraitements sont somémaissaires pour assurer un marquage

satisfaisant, mais cela n’a pas été le cas podelbruekii

2.2.3 Saccharomyces cerevisiae

Nous avons également réalisé un suivi de la cnoitgsdeS. cerevisiaafin de déterminer
I'évolution de la concentration en ARNr 26S (cfguifie 113). Les prélevements ont été
réalisés entre la £2° et la 2£™ heure suivant l'inoculation du réacteur, corresipon a la

phase exponentielle de croissance.

1,E+08

-1

1,E+07

1,E+06

1,E+05

Concentration en cellules (cellules.mL

1,E+04

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temps (heure)

Figure 113 : Courbes de croissance d&. cerevisiagéalisées lors de la premiere expérience)( et lors de la
seconde expérience £) au cours de laquelle les concentrations en ARNr63 intracellulaire ont été
mesurées par RT-QPCR.

Durant cette période, le niveau de fluorescenanatsa valeur maximale apres 16 heures de
culture, avant de diminuer tres rapidement. Ainsiea 21 heures, le signal a été divisé par
trois par rapport & son niveau maximal (cf. Figlid A).

Il apparait une nouvelle fois que l'intensité dmfescence résultant du marquage des cellules
par la sonde PF2 suit directement les variationsateentration de I'ARNr 26S (cf. Figure
114 B). Les deux parametres atteignent leurs valeaximales vers 16 heures de culture en
réacteur et varie de la méme facon. Ainsi les valenaximales de l'intensité de fluorescence

et de la concentration intracellulaire en ARNr 2§t environ trois fois supérieures aux
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valeurs minimales, plus précisément 2,7 fois sepée pour la concentration en ARNTr, et 3

fois pour le niveau de fluorescence
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Figure 114 : Evolution de la concentration intracdulaire en ARNr 26S ¢) lors de la croissance des.
cerevisiag(A) en réacteur (A), et variation de l'intensité delfiorescence &) (B).

La variation du taux de croissance des microorgaess durant cette période
d'échantillonnage a également été déterminée basant sur le dénombrement effectué par

cytométrie en flux (cf. Figure 115).
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Figure 115 : Evolution de la concentration intracdulaire en ARNr 26S @) et du taux de croissance des
microorganismes ¢) lors de la croissance d&. cerevisiaen réacteur.

Comme pour les deux souches bactériennes, I'éopnlutu taux de croissance lors de la
culture deS. cerevisia@st en corrélation avec la concentration en AR& ckllules. Aprés
avoir atteint sa valeur maximale, la diminutiontdux de croissance est moins brusque que

celle de la concentration intracellulaire en ARNG62

2.2.4 Conclusion

La quantification par RT-QPCR de I'ARNr lors deffalents suivis de croissance a
permis de mettre en évidence que les importantéstieas de l'intensité de marquage FISH
sont directement liées a une variation de la canagon intracellulaire en ARNr. Ce
phénomene est identique chez des microorganismggémétiguement trés éloignés
puisqu’il a été identifié chez des bactéries Gragatives et Gram-positives, ainsi que chez

un microorganisme unicellulaire eucaryde cerevisiae

Des dosages de I'ARN total ont mis en évidence vwar@tion de sa concentration
intracellulaire au cours du cycle de croissance. diminution de la concentration

intracellulaire en ARN ribosomiques s'accompagnenel’ baisse de la teneur en ARN
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messagers et de transfert. Méme si la concentrairmARNr dans la cellule diminue
fortement. Ce dernier reste largement majoritdiregrésente en permanence prés de 80% du
pool d'ARN total (Mosst al, 2007). De plus, leur niveau d'expression estivelaent stable

par rapport a celui des autres gern®gA, gap, rpoB, ou encoreplD) habituellement utilisés
comme référence pour la détermination du niveaxpdsssion génique (Tasara & Stephan,
2007).

Ces différents éléments considérés ensemble, pemhete dire que, malgré des variations
indéniables de son niveau d'expression dans laledlactérienne, le géne 16S peut cependant
étre utilisé comme gene de référence lors de larmé@tation du niveau d'expression d'un
gene par RT-QPCR

Une forte augmentation de la concentration en ARSirobservée a la fin de la phase de
latence et au début de la phase exponentielle alssance puis s'effondre trés rapidement
alors que la quantité de cellules continue a auggnele facon exponentielle. Or, on pourrait
s’attendre a ce que durant cette période, ou ldnéga protéique et la production de biomasse
sont intenses, les cellules aient besoin d'un sitogortant d'ARNr. Mais il semblerait que
lors des premiéres heures du cycle de croissancantda phase de latence et le tout début de
la phase exponentielle, les microorganismes syistrdtun important stock d’ARNr qui serait
en large exces par rapport aux besoins de la eelurant la phase de production intense de
biomasse qui s’en suit, les cellules diminue le td@ synthese de la molécule qui se répartira
entre les cellules filles a une concentration saffte pour assurer la synthese protéique. La
division cellulaire entrainera alors une dilutioa k& teneur intracellulaire en ribosomes en

rapport avec I'augmentation de la population calhel

Les mesures d'intensité de fluorescence en FISH ¢omme les dosages par RT-QPCR
ciblent 'ARNr et non les ribosomes dans leur gliaba Cependant, dans le cas 8e
cerevisiage la sonde PF2 est dirigée contre 'ARNr de la SBARNr 18S, alors que les
amorces de QPCR ciblent TARNr de la LSU, TARNr26Ces mesures obtenues par des
techniques indépendantes montrent une coévoluton les 2 types d’ARN constitutifs des
ribosomes (cf. Figure 114 B). Ces éléments permietionc de dire que c’est bien la
concentration intracellulaire en ribosomes qui enés une décroissance marquée apres qgue
les cellules aient atteint leur taux de croissantaximum. Un dosage des protéines

ribosomiques durant cette période permettrait defimoer que les variations de la

250



Chapitre Il : Résultats et Discussions

hY

concentration en ARNr, correspondent bien a celleda quantité de ribosomes dans la

cellule.

Ces résultats confirment que la technique d’hyliddafluorescentén situ n’est pas la mieux

adaptée pour la quantification de microorganismassddes échantillons complexes, et
notamment les boues activées. La meilleure altemaemble étre la PCR quantitative en
temps réel. Cette technique ciblant ’ADN, dontglzantité par cellule est indépendante de

son état physiologique, offre la possibilité demifeer une population bactérienne précise.
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Conclusions et Perspectives

L'objectif principal de ces travaux était d'améioda compréhension des processus
physiologiques et moléculaires impliqués dans kEnpiméne de filamentation &phaerotilus
natans bactérie modéle dans le foisonnement invasif dastéries filamenteuses. Les
différentes techniques de microbiologie, biologielésulaire et biochimie utilisées et mises

au point ont permis d'apporter des éléments de mErepsion de ces mécanismes.

1 - Physiologie de la filamentation

a) Mode d'allongement des filaments

Les cultures lors de carence en azote, en prés@&noeagent inhibiteur de la division
cellulaire, ainsi que des suivis de la filamentatmar cytométrie en flux et marquage au
cFDA, ont permis de définir que |"allongement digsments se fait essentiellement par
divisions cellulaires et non par chainage de adlpiréexistantes.

Un regroupement des cellules en amas, ainsi gimrraation de trés courts filaments non-
gainés et constitués de quatre a six cellules @nfréquemment observés lors de l'inhibition
de la division cellulaire. Cette étape pourraie&tn préalable indispensable a la constitution

d'un filament long et gainé.

Ces expériences, couplées a des observations popigees, ont permis d’envisager la
séquence d’événements suivante conduisant a letwsttion du filament : sous I'effet d’'un
facteur inducteur, tel qu'une carence en oxygemepetits groupes de cellules dispersées
s’assemblent puis s’alignent en établissant désohia par leurs poles apicaux pour former
des protofilaments courts et non gainés. Les edlubynthétisent alors une matrice
polysaccharidique formant une gaine. Le filamentrtgainé, s’allonge ensuite par divisions

cellulaires en poursuivant la synthése de sa gaine.
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Une recherche de l'expression de molécules d'authgsr les bactéries dispersées a leur
surface ou la sécrétion de molécules de commuaitaén réponse a un stress induisant la

filamentation, pourrait apporter des éléments gemée supplémentaires.

Les mécanismes d’adhésion cellule a cellule, pbéedaa la formation de la gaine, sont d’'un
grand intérét. lls pourraient effectivement étre keuls mis en jeu chez les bactéries
filamenteuses non-gainées. Parmi eldsstocoida limicolaMicrothrix parvicellaou le Type
0092 sont souvent rencontrées dans des phénomenmgkihg. Ces especes sont cependant

peu étudiées car difficilement cultivables.

b) Induction différentielle de la filamentation cheziifiérentes souches appartenant a

I'espece S. natans

Les expériences de cultures bactériennes effectué¢eours de ces travaux ont permis de
montrer qu'un milieu carencé en nutriments ou epgeme induit préférentiellement la
croissance sous forme filamenteuse des soucheS. deatans.Cependant, les tests de
croissance en carence nutritionnel et en accassibdduite a 'oxygene, ont permis de
distinguer deux groupes présentant une différeecgedsibilité a ces facteurs inducteurs de la
filamentation. Si les souches 13338T, 13929 et 1529développent sous forme de filaments
sous l'effet d'un stress modéré, les souches 26829330, sont au contraire capables de se

développer sous forme monocellulaire, méme en easknces séveres.

Il est & noter que ces mémes souches se distingppatemment des autres par leur séquence
du genesthA Ce point reste a confirmer aprés séquencage stthde ce gene chez toutes les

especes disponibles &e natans

Une étude des protéomes, visant a comparer leslspaiéxpression protéique de ces
différentes souches, permettrait de préciser sddé&xences de comportements sont le fruit
d'équipements enzymatiques différents. Le produit gkne sthA y serait notamment

recherché.
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c) Mise en évidence de la variation de la concentraten ARNr intracellulaire lors de

la croissance des microorganismes et de son impactia technigue FISH.

Des mesures de la quantité d'ARNTr intracellulame RT-QPCR croisées a des analyses de
l'intensité du signal FISH par cytométrie en flaxat permis de mettre en évidence qu'une
variation de la concentration en ARNr entraine umportante variation de lintensité de
fluorescence du signal FISH au cours du cycle dessance dé&. natansmais aussi deé.

delbruekiietS. cerevisiae

Ces variations de l'intensité, observées en culpure, vont avoir un impact considérable sur
la quantification de microorganismes par FISH, notent en matrice complexe telle que les

boues activées.

La bactérieS. natansétant capable d'adopter de facon réversible ladofilamenteuse ou
monocellulaire, une hypothese selon laquelle lesnints seraient capables de repasser a
I'état dispersé grace a un phénomeéne de déstrictigales filaments a été émise (Gaval,
2001). Les résultats ayant conduit a cette anatyse basés sur une quantification des
filaments par l'intermédiaire de la technique FI®Xdns le cadre de ces travaux, les biais que
peut présenter cette technique pour la quantifinadies micro-organismes ont été démontres.
Cette hypothése, qui pourrait avoir été induite pae sous-estimation des effectifs

flamenteux, est donc remise en cause.

Une comparaison de la quantification 8enatangar FISH et QPCR pourrait étre réalisée
sur des cultures et des boues activées pour ldsgulgs phases de prolifération filamenteuse
seraient induites. Il serait ainsi possible de #ites estimations des populations différent
pour les deux techniques, et de vérifier s'il ¥allement une chute des effectifs filamenteux

apres arrét d’'un stress.

2 - Mécanismes moléculaires impliqués dans la filam  entation

a) Expression du géne sthA lors de la filamentation

sthA est le seul gene impligué dans le processus dmdihtation actuellement identifié

(Suzukiet al, 2002). Depuis sa découverte, ce géne n'adhajet d'aucune autre étude.
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Des mesures de l'expression génique par RT-QPCR omtupermis de montrer que le géne
sthA est plus exprimé par la forme filamenteuse de datdyie. De plus son niveau
d'expression reste éleve tout au long de la cnocgsdes filaments, indiquant que ce gene n'a
pas de fonction régulatrice du processus de filaatiom, mais qu'il intervient directement
dans la synthése du trichome. Ceci implique I'exise d’autres genes impliqués dans la
synthése de la gaine et présentant des fonctigntatéces sensibles aux facteurs inducteurs.

Ces travaux ont également permis de démontrer daepce de ce gene chez toutes les
souches d&. natansll a été cloné et séquencé, au moins en padis, ghacune des souches

précédemment citées ainsi que pour la souche gté &solée a partir de boues activées par
une méthode de micromanipulation mise au pointderses travaux. La recherche de ce géne
dans d'autres microorganismes a permis de montrer S séquence semble étre tres

spécifique de cette espéce bactérienne.

Une méthode de quantification par QPCR Slenatansdans les boues activées basée sur
l'utilisation du genesthAa également été mise au point dans le cadre dieasesix La mise

au point d'un panel d’amorces, ciblant le gene’ABNIr 16S ou des génes de fonction a
image desthA pour les différents microorganismes filamentees thoues activées est a
poursuivre. Elle permettrait d'obtenir rapidementprofil précis, en termes de diversité et

d’abondance, de la population filamenteuse desdacivées.

L’identification et la caractérisation de la proipour laquelle code le ges#Apermettrait
d’avancer dans la compréhension du mécanisme duondittation. Il est tres probable que
cette derniere intervienne directement dans la erisplace de la gaine entourant le trichome,

soit au niveau de la syntheése du polysaccharidtleasmiveau de sa structuration.

La recherche du gershA ou d’'un gene homologue, pourrait étre réaliséz e¢im plus grand
nombre d'especes bactériennes afin de détermiiteess' véritablement spécifique de.

natans

b) Etude de la gaine polysaccharidigue des filamen¢ésSl natans

Afin de préciser la nature de la gaine entouranfilament deS. natans un protocole
associant des traitements physiques et chimiquéte défini pour permettre son extraction et

sa purification.
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Il a ainsi été démontré que les protéines incldses cette gaine jouent un role essentiel dans
la structure du peptidoglycane. En effet, un tragat aup-mercaptoéthanol, provoquant la
rupture des ponts disulfures entre les cystéinesdut a la déstructuration et a la

solubilisation du polymére.

Une analyse précise de la composition et de latsirel du polysaccharide permettrait de
rechercher des enzymes impliquées dans sa syrgh@kerechercher leur présence dans le

protéome du génome de la bactérie.

La recherche et l'analyse des résidus de dégraddtigpolysaccharide lors d’un retour a des
conditions de culture favorables au microorganispoeyraient permettre d’identifier une ou
plusieurs enzymes propre(s)Sa natans pouvant dégrader ou déstructurer la gaine. Leur
présence serait également a rechercher dans &opretdes. natans

c) Détermination de protéines impliguées dans la filantation par approche

protéomique

Une approche associant la séparation des protpareSDS-PAGE et des analyses par LC-
MS-MS a permis d'identifier des protéines dont leeau d’expression varie de fagon
significative entre les deux morphologies adopfies. natansLa plupart d’entre elles sont
soit des protéines de stress, soit des enzymeseqblent étre impliquées dans la synthese de

la gaine entourant le filament.

Une analyse de l'expression protéique au cours ifférehts stades de la formation du
filament permettrait de pouvoir identifier de facexhaustive les protéines impliquées dans

les mécanismes de filamentation.

Une séparation des protéines par électrophorégmdmndionnelle préalable a une analyse par
LC-MS-MS permettrait une identification plus effteade ces protéines. Les séquences des
genes correspondants devront étre recherchéeslemrsses de données regroupant des
micro-organismes proches. Elles permettront denitéfies jeux d’amorces susceptibles
d’amplifier les génes candidats cH&znatans

Une approchade novodans l'analyse des données obtenues par spectiondétrmasse
permettrait d'identifier des protéines absentes leses de données ou présentant des
variations de séquences trop importantes.
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Jusqu’a maintenant, le traitement du bulking pdorelion était une solution tout a
fait satisfaisante pour les exploitants de stat@@puration, aussi bien pour son efficacité que
pour son coldt modéré. Cependant, cette solutioraresinée a disparaitre en raison de la
nocivité de certains résidus chlorés. La comprébande ce phénomeéne de filamentation,
pour S. natans,mais également pour d'autres bactéries filameatglgs fréquemment
impliquées dans les épisodes de bulking, est irdisgble a la mise au point d’un traitement
efficace de lutte comme le foisonnement filamentglxs sélectif et moins nocif pour

I'environnement.
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ANNEXE 1

lllustrations des morphologies adoptées par |dérgiites souches & natans

lors de culture sur Gélose et bouillon CGYA

Gélose CGYA Bouillon CGYA

13338T

13929

15291

29329
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29330

lllustrations des morphologies adoptées par |déréites souches & natans
lors de culture sur Gélose et bouillon NB 0,5%

Gélose NB 0,5% Bouillon 0,5%

13338T

13929

15291
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29329

29330

Les observations ont été effectuées au grossissés@@rsur un microscope Leitz Laborlux S
équipé d’'un appareil photo numérique possédantomzoptique 12x pour I'acquisition des

images.
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ANNEXE 2

Composition du Milieu PCA :

o Tryptone..........cvviiiiinnnn. 59
o Extrait de levure..................2,50
0 Glucose.......coevviiiiiiiiiiinn, 19
0 Agar..........ceevvivvvienenn...15g
0 Eau........o 1L

La gélose PCA est vendue préte a I'emploi.
Dissoudre 23,5 grammes de milieu lyophilisé daliseld'eau distillée.

Stérilisation du milieu par autoclavage a 121°Cdagrt 15 minutes.
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ANNEXE 3

Positionnement des deux couples d'amorces utdisdédCR quantitative sur la

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

séguence AB050638 incluant le géstieA

GAAGACACAC
CGTCAATACG
TGCATCAGGC
TCCTGCGCAA
TTCGAGITTT
TGCTGTCGCTT
TCAGTICCGCT
TGGTGATGGEC
TTCCGATGGT
CCCTGAAATA
ACCTGCTGGT
GCACCCCCCG
TGCGECGCCCG
AGACCGACCG
TCGATCTGGT
GCEECAEECaET
ATCTGGCCTA
GCTGECTGGT
TGTTCGACAT
CCGCCCTGAT
GCCTGEECGEG
AGGATGECGT
TCATCCGCAA
TGAGCATGGT
TTCCCTACTA
GCTATGCCTA
ACGTCAAGAA
TCCTGITCCG
TGGECCCEECC
ATCCTTTCGT
C

GCTGATTTGT
TCACACAATC
GCCAGGGAGT
GIGACGCGAG
CCAGCACCCGA
CATTGCCECG
GACCCAGATC
GCTGCTCTAT
CGTGCGCATC
CATCAGCTAT
CGECCTGATG
CGITGCTGATC
CGCCCAGTGG
GCCTGCCCTG
GCGCGAGCAC
GCCGATGAAC
CTTCTACGAG
CTATGGCGAC
CGTCAGCTCC
GATCAACCTC
CAAGCECTTC
CGCTCCCTGG
GACCCGCATC
GGECCCCCET
CGACCTCCGC
CGECECCTCG
CAACTCCCTG
CGAGEEEECG
TGAAGCCCTG
GCCCTGITCG

CGC... : Amorces sthA
Sens CGCTGCTCTATTCCTTCGTCIg : 20 ;Tm: 60.12°C Start: 430
Anti-sens GGCGTAACCGTCATAGCTGA|g: 20 ;Tm: 61.19°C Start: 572

Taille de 'amplicon: 143 paires de bases

ATC..

. - Amorces Suzukeét al

ACGCATCTGT
GTGCTCCAGT
CAGGGTCGAA
ACGCATTGCC
TCGTCGGGAA
CTGCTGTCGG
ATCACGCCGA
TCCTTCGTCG
GGTTTTGOGT
GACGGTTACG
CTCTACOGGG
GTCGGCACCG
GOCGGCTATG
CGTGGTGOCG
CGCATCAACG
GATCTGCTCG
CGCACCAAGG
GGCTTCGTCC
TCGGTGCTGC
GACAGTCCTG
ATGTGCATCA
GOCTCCAAGA
GACGAGCTGC
COGGAGOGCC
CACACGGTGA
CTCGAGGACG
CTGCTGGATC
CACIBAGCAC
CGGGACGACA
TGCTTCAAGG

TGACGCAGIT
CTCCCCTCGCT
AATCAGGEEEG
AGIGITTTGC
CCGCACTTCGT
CGGCCACCCT
CCATCCTCGCT
GACTCTAICG
TCCTCGTCGG
CCGGCACCCT
GCGTGECGTG
GCCCGGATGEC
ACGTGGTCGG
CCCATGIGTIT
AGATCATCGT
AGTGCCGCAT
CCGAGGTGCC
AGGGCCATCC
TGATCCTGGEG
GCCCGATCCT
AGITCCGCAG
ACGACTCCCG
CGCAGCTCTT
CGTCCTTCGT
AGCCGGGTCT
CCCGCAAGAA
TGCAGGTGCT
ATCGAACATG
GAAGCTCCAG
CGTGITCATT

GGTACAAGTC
TGGGEGCGAATG
TCAGCAATGA
CAAGGEEECT
CGAGCTGITC
GGCCAGTICCG
GGICGCCTTT
GCACCGCAAT
GGGGTACATC
GGTCGGATAT
GGTGGTCCEC
CCGTCAGGTG
CTTCTACCCG
CGACGCCCEC
GECGGTECEC
CGECEECGTG
GGTCGACAGC
CCCGCGACCTG
CGCECCEGTC
CTACAGCCAG
CATGCGCACC
CATCACCCGEC
CAGCGICCTG
CGCCCACCTG
GACCGECTGG
GCATCAGITC
GATCGAGACG
TCGTGCACGC
ACCAGAGGAC
TTTATCATTT

TTCACTCTCA
AGGGTGCCCG
TGGCCTCCAG
GICAGAATGT
GCTGACGGTC
CTGCCCEECG
TCCTTTGCGC
CICGGICTGG
ACTTACCTCGA
TCGCTGGTGT
CAGGCCCGTGG
TGCACCGACC
ACCACCGAAC
CAGAAGCTGG
GAGCAGCGECG
CCGATCATGG
CTGAAGGCCA
ACCAAGCGCC
ATCCTGATGA
GAGCGTGTCG
GATGCCGAGA
cjjeccoceoe)
CGCGGECGAGA
CGCGAGCAGA
GCCCAGGTCC
GACCTGTACT
GIGAGCGTGG
CACAGTCGCC
AGCGCACGCGA
TCATGATCTG

Sens ATCGGCACCGCAATCCGGTIg : 20 ;Tm : 55.4°C ;Start: 457
Anti-sens ATGCGGGTCTTGCGGATGAA]g : 20 ;Tm: 53.8°C ;Start: 1320

Taille du produit d'amplification: 863 paires de bases

ATG : codon initiateur

@A : codon stop

281



ANNEXE 4

Résultats du Blast pour I'amorce sthA FP

Sequences producing significant alignments:
{Click headers to sort columns)

Accession Description Max Tota_l | Buery | ' .E | _M_ax
: sCore Score coverage — walue ident
ap0S0638.1 | Sphaerctilus natans gene for putative glycosyltransferase, complate cds 40,1 40,1 1009 0,007 100%
AEQOTET0.2 | Agrobacteriurn turmnefaciens str C58 linear chromosome, complete sequence 22,2 1z9 100% 1.8 100%
CPOO0E20.1  Dinorozeobacter shibae DFL 12, complete genome 322 pricS 100% 1.2 100%
CPO0007E.L | Pseudornonas fluarescens PF-5, cormmplete genorme 32 82.8 o594 i.& 100%
aE015928.1 Bacteroides thetaiotaomicron WPI-5482, complete genome e 208 0% 1.e 100%
IpzFEea Bacteroides thetajotaomicran outer membrane protein (susG) gene, complete 32,2 2.2 0% 1.8 100%
aME2e785,1  Gluconacetobacter diazotrophicus PALS complete genome 202 181 100%: 7.0 100%:
CPOO0S7E.L | Brucella canis ATCC 23365 chromosome 11, cormplete sequence 20.2 50,2 5% 7.0 4%
cpooos7z.1  Brucella canis ATCC 23365 chromozome I, cormplete sequence 30,2 153 100% 7.0 100%
cPooo7zi.l | Clostridium beierinckii MCIMB 2052, complete genome 20,2 a2zl 0% 7.0 100%
CPOOOF1i7.1  Mycobacteriurm tuberculosizs F11, complete genome 302 30.2 75% 7.0 100%
CPoo0siid | Mpcobacteriurm tuberculosis H27R a, cormmplete genome 30.% 30,2 759 7o 100%
cPooo702.1 Brucella ovis ATCC 25840 chromozome I, complete zequence 20,2 153 100% 7.0 100%
CPOO0709,1 | Brucella ovis ATCC 25840 chromosome 11, complete sequence 30,2 0,2 5% 70 4%
CPOO0&SE, 1 Mycobacteriurm gilvum PYR-GCK, complete genome 202 30.2 759% 7.0 100%:
AM402590,1 | Mycobacteriorn Bovis BCG Pasteur 1172P2, cormnplete genome 20.2 20,2 FE 7.0 100%
aMzez198.1  Listeria welzhirneri serovar 6b str. SLCCS334 complete genome 30,2 T8 F5%% 7.0 100%
CPOO0473:1 | Solibacter usitatus Elliné076, complete genome 20 430 100% 7.0 100%
CPO00Z94,.1 | Granulibacter bethesdensis CGODNIHL, complete ganome 302 54.5 Q0% 7.0 100%
cPonn44s,1  Shewanella sp, MR-4, complete genome 20.% 78.8 £0% 7.0 100%
CTS72072.1 | Kuenenia stuttgartienziz genome fragment KUST_D (4 of 5) 20,2 20,2 T5% Fo0 1009
CPOO0127,1 | Mitrosococcus oceani ATCC 19707, complete genome 30,2 iz9 20% 7.0 100%
AE0L4291.4 Brucella suis 1330 chromosome I, cormplete sequence 202 153 1009 7.0 100%:
4E014292.2  Brucella suis 1230 chramosome IT, complete sequence 30.2 20,2 5% 7.0 4%
AEGO0516.2  Mycobacterium tuberculosiz CDC1551, complete genome 20,2 30,2 75% 7.0 100%:
CPODOZE4, 1 | Jannaschia sp. CCS51, complete genome 20,2 1z9 5% 7.0 100%
AEDLI0300.1 Leptospira interraogans serovar lai str, 56601 chromozome I, complete sequer 20,2 1z9 25% F.0 100%
pHS42580.1 | Mycobacterium tuberculosis H27RY cornplete genorne; segrnent 9713 30.% 20,2 TEA Fa0 100%
Bxz94147.1  Rhodopirellula baltica §H 1 complete genome; segment 15/24 202 30,2 TS5 7.0 100%
BHEZ48342,1 | Mycobacterium bowis subsp, bovis AF2122/97 complete genome; segment 3/ 30,2 0,2 T5% 70 100%
aF020414,.2 | Gluconacetobacter diazotrophicuzs nif gene cluster, complete seguence 20,2 30.2 759% 7.0 100%:
sEnnSsza,1 | Brucella rrelitensis 16M chrormosome 1, section 86 of 195 of the complets sec 30,2 20,7 FE5% F:0 100%
aEn0geas, 1 | Brucella melitensiz 16M chrormosome 11, section 55 of 107 of the complete se 30.% 30,7 959, 7.0 949
pADOOO40, 2  Bradyrhizobium japonicum USDA 110 DMA, cormplete genome 20.% L83 100% 7.0 100%
7
Résultats du Blast pour I'amorce sthA RP
Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)
Accession Descripton | Total | Query E ‘ __Max
scove etearade | b ident
AROS0638,14 Sphaerctilus natans gene for putative glycosyltransferase; complete cds 40,1 100% 0.007 100%
AE0L5578,1 Bactercides thetsictsornicron WPI-5482, complete genome 181 100% 0,45 100%
CROOOSE0,1  Salmonella enterica subsp, arizonae serovar 62iz4,223:--, complete genome 153 100% 7.0 100%
CPOOOSZ Acaryochlaris marina MBIC11017, camplete genore 107 100% 0 100%
pg9sisie. 1 Uncultured bacterium cone OIF 1412 putative MADPH-dependent FMM reductase, putativ 0.2 79 7.0 1009
CPOOO0&0z1  Escherichia coli HS, complete genome 208 100% 7.0 100%
CPO00468.1  Escherichia coli APEC 1, complete genome 278 100%: 7.0 1009
CcPooozes.d  Shigella flexneri 5 str, 2401, cornplete gename 327 100% 7.0 100%
CPOO0Z47.1 | Escherichia coli 536, complete genome 230 i00% 7.0 100%
CROogzro.d  Burkholdetia xenovorans LE400 chromosome 1, complete sequence 78.8 0% 7.0 100%
CPOO0Z45.1 | Escherichia coli UTISS, complete genome 254 100% 7.0 100%
sE005674.1  Shigella flaxneri 2a str, 201, cormmplete genome 203 100% 7.0 100%
ap0oe04s,1 | Escherichia coli W3110 DNA, complete genome 254 100% 7.0 100%
UnnasE, 2 Ezcherichia coli K12 MG16SS, carmplete genome 54 10049 2.0 100
HE014075.1  Escherichia coli CFTO73, cormplete gerorme 254 100% 7.0 100%
4E014075.1  Shigella flaxneri 2a str. 2457T, complete genome : 278 100% 7.0 100%
ugzsagl Ezcherichia coli genomic sequence of minutes 9 to 12 30:2 202 5% 7o EEE
BADDOOOTF. 2  Escherichia coli ©157:HT str, Sakai DNA; complete genome 20,2 303 100% 7.0 100%
CPO00155.1 Hahella chejusnsis KCTC 2396, complete genome 20,2 323 100% 7.0 100%
AEOOS1T74.2 Escherichia coli ©157:H? EDL933, complete genome 20,2 327 100% 7.0 100%
AE00EE9Z.1 Zymeoronas mobilis subsp. mobilis ZM4, complete genome 2002 133 100% 7.0 100%
CPOOO024.1 | Shigella dysenteriae 54197, complete genome 0.2 230 100% 7.0 100%
cpooonze 1 Shigella bowdii 5227, complete genaome 30:2 254 959 7.0 100%
cpooooze.d  Shigella sonnei Ss046, complete genome 3002 303 100% 7.0 100%
CPOOO%01.1 Yersinia pestis Angola, complete genome 2ER 107 100% z2e 100%
CRooossidl | Shewanella baltica ©5195, complete genome 28,2 127 0% 28 100%
ceoonges.d | Burkholderia multivorans ATCC 17616 chromosaome 2, complete sequence 28.2 52.5 100%. 28 100%
MEQDTFEE9.2 Aagrobacterium tumefadens str. C58 circular chromoszome, complete sequence 28,2 7e.g Fou 22 100%
CPOO0720,4 Yersinia pseudotuberculosiz IP 31758, complete genore 52.5 75% 2 100%
CPon07Sa.1 | Ochrobactrurn anthropi ATCC 49122 chrdmosarne 1, complete sequence 76.8 85% 29 100%
AP009175.1  Sulfurowurn spe MBC37-1 genomic DMA, cormplete gerome FE.E a0% 28 100%
CPROOOFi2.1  Pseudorionas putida F1, complete genome 202 100% bl 100%
CPOOD&S ‘Yersinia pestis Pestoides F, complete genome 107 100% za 100%
AMZE6415.4 Yersinia enterocolitica subsp, entarocoiitica §051 carnplete genorne 76,8 B85 % 28 100%
CPOO0471,1  Magnetococcus spo MC-1, complete genome 153 100% 28 100%
AM1ETI04 Bordetella aviurm 197M complete genome 101 5% 28 100%
ALSI024Z.1 Yersinia pestis CO32 cormplete genome in7 100% 28 1009%
CPOO01S. Hyphormonas neptunium ATCC 15444, cormplete genome 155 100% 2g 1009
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ANNEXE 5

Positionnement des deux couples d'amorces initedéntilisés pour le

séguencage du gesthAdes différentes souches 8enatans

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

GAAGACACAC
CGTCAATACG
TGCATCAGGC
TCCTGCGCAA
TTCGAGITTT
TGCTGTCGCTT
TCAGTICCGCT
TGGTGATGGEC
TTCCGATGGT
CCCTGAAATA
ACCTGCTGGT
GCACCCCCCG
TGCGECGCCCG
AGACCGACCG
TCGATCTGGT
GCEECAEECET
ATCTGGCCTA
GCTGECTGGT
TGTTCGACAT
CCGCCCTGAT
GCCTGEECGEG
AGGATGECGT
TCATCCGCAA
TGAGCATGGT
TTCCCTACTA
GCTATGCCTA
ACGTCAAGAA
TCCTGITCCG
TGGECCCEECC
ATCCTTTCGT
C

GCTGATTTGT
TCACACAATC
GCCAGGGAGT
GIGACGCGAG
CCAGCACCCGA
CATTGCCECG
GACCCAGATC
GCTGCTCTAT
CGTGCGCATC
CATCAGCTAT
CGECCTGATG
CGITGCTGATC
CGCCCAGTGG
GCCTGCCCTG
GCGCGAGCAC
GCCGATGAAC
CTTCTACGAG
CTATGGCGAC
CGTCAGCTCC
GATCAACCTC
CAAGGECTTC
CGCTCCCTGG
GACCCGCATC
GGECCCCCET
CGACCTCCGC
CGECECCTCG
CAACTCCCTG
CGAGEGEEECG
TGAAGCCCTG
GCCCTGITCG

ACA... : Amorces sthA L1 :
FP : ACACACGCTGATTTGTACGC|g : 20 pb ;Tm: 58,5 C ;Start: 5

RP: TGTCCTCTGGTCTGGAGCTTIg : 20 pb;Tm : 59,4°C ;Start: 1711
Taille de I'amplicon: 1726 paires de bases
ATC... Amorces sthA L2
FP : ATCGGCACCGCAATCCGGTIg : 20 pb ;Tm : 58,4°C ;Start: 136

RP: ATGCGGGTCTTGCGGATGAAI|g : 20 pb;Tm : 61,4°C ;Start: 1693

ACCCATCTGT
GIGCTCCAGT
CAGGGTCGAA
ACCCATTGCC
TCGICGGGAA
CTGCTGICGG
ATCACGCCGA
TCCTTCGTCG
GGTTTTGCGT
GACGGTTACG
CTCTACCGGEG
GTI'CGGECACCG
GCCGECTATG
CGTGGTCCCG
CGCATCAACG
GATCTGCTCG
CGCACCAAGG
GGCTTCGICC
TCGGTGCTCC
GACAGTCCTG
ATGTGCATCA
GCCTCCAAGA
GACGAGCTGEC
CCGGAGCECC
CACACGGTCGA
CTCGAGGACG
CTCCTGGATC
CACTGAGCCAC
CGGGACGACA
TGCTTCAAGG

TGACGCAGIT
CTCCCCTCGCT
AATCAGGEEGEG
AGIGITTTGC
CCGCACTTCGT
CGGCCACCCT
CCATCCTCGCT
GACTCTATCG
TCCTCGTCGG
CCGGCACCCT
GCGTGECGTG
GCCCGGATGEC
ACGTGGTCGG
CCCATGIGTIT
AGATCATCGT
AGTGCCGCAT
CCGAGGTGCC
AGGGCCATGC
TGATCCTGGEG
GCCCGATCCT
AGITCCGCAG
ACGACTCCCG
CGCAGCTCTT
CGTCCTTCGT
AGCCGGGTCT
CCCGCAAGAA
TGCAGGTGCT
ATCGAACATG
GAAGCTCCAG
CGTGITCATT

GGTACAAGTC
TGGGEGCGAATG
TCAGCAATGA
CAAGGEEECT
CGAGCTGITC
GGCCAGTICCG
GGICGCCTTT
GCACCGCAAT
GGGGTACATC
GGTCGGATAT
GGTGGTCCEC
CCGTCAGGTG
CTTCTACCCG
CGACGCCCEC
ceecejjeece:
CGECEECGTG
GGTCGACAGC
CCCGCGACCTG
CGCECCEGTC
CTACAGCCAG
CATGCGCACC
CATCACCCGEC
CACGCGICCTG
CGCCCACCTG
GACCGECTGG
GCATCAGITC
GATCGAGACG
TCGTGCACGC
ACCAGAGGAC
TTTATCATTT

TTCACTCTCA
AGGGTGCCCG
TGGCCTCCAG
GICAGAATGT
GCTGACGGTC
CTGCCCEECG
TCCTTTGCGC
CTCGGICTGG
ACTTACCTCGA
TCGCTGGTGT
CAGGCCCGTGG
TGCACCGACC
ACCACCGAAC
CAGAAGCTGG
GAGCAGCGECG
CCGATCATGG
CTGAAGGCCA
ACCAAGCGCC
ATCCTGATCGA
GAGCGTGTCG
GATGCCGAGA
GICGECCCCT
CGCGGECGAGA
CGCGAGCAGA
GCCCAGGTCC
GACCTGTACT
GIGAGCGTGG
CACAGTCGCC
AGCGCACGCGA
TCATGATCTG

Taille du produit d'amplification: 1587 paires de bases
AAG... : Séquence commune aux amorces sthA L1 REhAtI2 RP.
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ANNEXE 6

Positionnements des différentes couples d'amotdesgs pour le séquencage

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

1GAAGACACAC
CGTCAATACG
TGCATCAGCC
TCCTGCGCAA
TTCGAGITTT
TCCTGIGCTT
TCAGTICCGCT
TGGTGATGCC
TTCCGATGGT
CCCTGAAATA
ACCTCCTGGT
GCACCCCCCG
jjcececeoce
AGACCGACCG
TCGATCTGGT
GCCECEECaET
ATCTGGCCTA
GCTGCECTGGT
TGTTCGACAT
CCGCCCTGAT
GCCTEEECEG
AGGATGECGT
TCATCCGCAA
TGAGCATGGT
TTCCCTACTA
GCTATGCCTA
ACGTCAAGAA
TGCTGITCCG
TGGECCCEECC
ATCCTTTCGT
C

GCTGATTTGT
TCACACAATC
GCCAGGGAGT
GIGACGCGAG
CCAGCACCCGA
CATTGCCGCG
GACCCAGATC
GCTGCTCTAT
CGTGCGCATC
CATCAGCTAT
CGCCCTGATG
CGITGCTGATC
CGGCCAGT GG
GCCTGCCCTG
GCGCGAGCAC
GCCGATGAAC
CTTCTACGAG
CTATGECGAC
CGTCAGCTCC
GATCAACCTC
CAAGGECTTC
CGCTCCCTGG
GACCCGCATC
GGECCCECET
CGACCTCCGC
CGCCECCTCG
CAACTCCCTG
CGAGGEEECG
TGAAGCCCTG
GCCCTGITCG

du géenesthA

ACGCATCTGI
GIGCTCCAGT
CAGGGTCGAA
ACCCATTGCC
TCGICGGGAA
CTCCTGICGG
ATCACGCCGA
TCCTTCGTCG
GGTTTTGCGT
GACGGITACG
CTCTACCGEG
GTI'CGGECACCG
GCCGCCTATG
CGTGGTCCCG
CGCATCAACG
GATCTGCTCG
CGCACCAAGG
GCCTTCGTCC
TCGGTGCTCC
GACAGTCCTG
ATGTGCATCA
GCCTCCAAGA
GACGAGCTGC
CCGGAGCECC
CACACGGTCGA
CTCGAGGACG
CTCCTGGATC
CACTGAGCAC
CGGGACGACA
TGCTTCAAGG

CAT... : couple sthA L FP 24/sthA RP
Taille du produit d'amplification : 548 paires ligses

CGC... : couple sthA FP/sthA L RP 986
Taille du produit d'amplification : 556 paires loigses

AGA... : couple sthA L FP 832/sthA L RP 1781
Taille du produit d'amplification : 949 paires logses

TGACGCAGIT
CTCCCCTCCT
AATCAGEEEG
AGIGITTTGC
CCCACTTCGT
CGGCCACCCT
CCATCCTCGCT
GACTCTATCG
TCCTCGTCGG
CCGGCAGCCT
GCGTGEECGTG
GCCCGGATEC
ACGTGGTCGG
CCCATGIGIT
AGATCATCGT
AGTGCCGCAT
CCGAGGTGCC
AGGGCCATGC
TGATCCTGGEG
GCCCGATCCT
AGTTCCGCAG
ACGACTCCCG
CGCACCTCTT
CGTCCTTCGT
AGCCGGGTCT
CCCGCAAGAA
TGCAGGTGCT
ATCGAACATG
GAAGCTCCAG
CGIGITCATT

GGITACAAGTC
TGGGEGCGAATG
TCAGCAATCGA
CAAGGEEECT
CGAGCTGITC
GGCCAGTCCG
GGICGCCTTT
GCACCGCAAT
GGGGTACATC
GGTCGGATAT
GGIGGTCCEC
CCGTCAGGTG
CTTCTACCCG
CGACGCCCEC
ceecejjecece:
CGCCEECGTG
GGTCGACAGC
CCGCGACCTG
CGCGECCCGTC
CTACAGCCAG
CATGCGCACC
CATCACCCGEC
CAGCGTCCTG
CGCCCACCTG
GACCGECTGG
GCATCAGITC
GATCGAGACG
TCGIGCACCC
ACCAGAGGAC
TTTATCATTT

TTCACTCTCA
AGGGTGCCCG
TGGCCTCCAG
GICAGAATGT
GCTGACGGTC
CTGCCCCECG
TCCTTTGCGC
CTCGGTCTGG
ACTTACCTCGA
TCGCTGGTGT
CAGGCCGTGG
TGCACCGACC
ACCACCGAAC
CAGAAGCTGG
GAGCAGCGECG
CCGATCATGG
CTGAAGGCCA
ACCAAGCGCC
ATCCTGATCGA
GAGCGTGTCG
GATGCCGAGA
GICGECCCCT
CGCGGCGAGA
CGCGAGCAGA
GCCCAGGTCC
GACCTGTACT
GIGAGCGTGG
CACAGTCGCC
AGCGCACGCGA
TCATGATCTG
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ANNEXE 7

Carte de plasmide utilisé pour le clonage du gersshA

pCR*4-TOPQ® Map The map below shows the features of pCR*4-TOPO® and the sequence
surrounding the TOPO® Cloning site. Restriction sites are labeled toindicate the
actual cleavage site. The complete sequence of pCR®4-TOPO" is available for
downloading from our Wel site (www.invitrogen.com) or by contacting
Technical Service (page 27).

LacZa nifation codon
13 Roverse griming sto T3 priming st
[

pCR°4-TOPO®
\ 3956 bp

Comments for pCR®4-TOPO®
3956 nucleotides

lac promater region: bases 2-216
CAFP binding site: bases 95-132 -
BMNA polymerase binding site: bases 133178
Lac repressor binding site: basas 179-199
Start of transcription: base 179
M13 Reverse priming site: bases 205-221
Lacfn-codB gene fusion: bases 217-810
LacZe portion of fusion: bases 217-497
codB portion of fusion: bases 508-810
T3 priming site: bases 243-262
TOPO® Cloning site: bases 204-205
T7 priming site: bases 328-347
M13 Forward (-20) priming site: bases 355-370
Kanarmycin promoter: bases 1029-1070
Kanarmycin resistance gena: bases 1159-1953
Ampicillin (bia) resistance gene: bases 2203-3063 (c)
Ampicillin (bla) promoter: bases 3064-3160 (c)
plJC origin: bases 3161-3834
(c) = complemeantary strand

Issue du protocole fourni avec le kit TOPO-TA chogkit for sequencing (Invitrogen-Molecular Probes)
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Analyses de la spécificité des couples d'amorcesSléna 1 et 2 pour la bactérie

ANNEXE 8

Sphaerotilus natanpar BLAST.

Amorces 16S snal FP:

Sequences producing significant aligmrents:

(Click
Accassion

aders to gort columnz)

EUL43672,1
2185341

4007255
CPODOTSE. 1
CPOGG40E,1
CPOOD407.1
CPODOZaF. 1
AMFACETEL
AEQOTEE9.Z
CPOOO7?4.1
CPOO0TES, 1
CPOODIZS 1
CPOO0480 1
CPOOD458.1
CPOQUITE L
CPONH270.1
| AF2E2003.1
HEO1E877,1
AL591975.1
AE017263.2
AMB02T1E,1
CPOOD201.1
CPOO0200, 1
CPODnEsS 1
CPOD00S? 2

CPO00720.1

CPOOOS72, 1
CPOODETL 1
CPO00ES3 1
SEO0DE38. L

CROODET0 1
CPOODEAS. 1
cuz07zIdd
SP000380.1
DO97EII0.1
DO97E529,.1
DGBENSES.1

Urncultured Sphaarstilus sp, clong DE-14 165 ribosomal RNA gene, partial zequenc

S/ natans 165 ribosgrmal DHA

Magnretospinllurn magneticurn AMB-1 DNA, complete ganorne
Gchrobactrurn anthropi ATCC 49188 chrormosome 1, complate sequence
Streptococous suis 98HAH3Z, complete genome

Straptococous Fuis 0SETHIE, complate ganomie

Streptococcus sanguinis K36, complets gendrms

Sorangiurn cellulosur 'So ce 56’ complata genore

#grobacteriurn tumefatiens str. €58 drcular chromosome, complete sequance
Parvibgculum lavarnentivorans 0S-1, cornplete genorns
Anseramyxobacter sp. Fwl09-5, cornplete genarne

Mycobacterium Ulcerans Agye%, cormplete genome

Mycobacterium smegrmatis str. MCO2 155, complete genome
Burkholderiz cenocepada HI2424 chromoszome 1, cornplete sequence
Burkholderia cenocepacia ALl 1054 chromnosome 1, cormplete sequence
Burkholderia xenovarans LB4D0 chromoszome 1, cormplate sequance

Wibrio angustum RNA polymeraza sigma E (meoE), putative inner membrane protei

Bacllus cereus ATCC 14578, complate genome

Listeria rnonocytogenss strain EGD, commplete genoria, sagrment 3712
Listeria monocytogenes str. 4b F2365, complete genorma

Bordetalls petrii strain DSM 12804, complete genome

Yarsinia pestiz Angola, complate ganome

Yersinia pestis Angols plasmid pMT-pPCR, complete sequence
Burkhaolderia multivorans ATCC 17616 chromozome 2, complete saguence
Haemophilus influanzae 86-028NF, complete genoma

Yarsinia pseudetubarculosis IP 31758, complete genome
Actinobacllus sucdnagenas 1302, complate ganome

Yersinia pestis CABS-4125 plasmid pMT1, complete sequence
Hasmephilus influsnzas PGS, complete genome

Haemaophilus influenzae PILEE, carnplete genorme

Sphingamonas wittichii RW1, complete genome

Gaobacter uraniireducans Rf4, complete genamea

Pseudomonas stutzeri A1501, complets gename

‘Yersinia pestis Pestaides F plasmid MT, complete sequence

Yeréinia pestis Pestoldes F, complete genome

Harminiimonas arsenicoxydans chiomosorme, cormplets saquence
Mycobacterium sp. JLS, complete genome

Vibrio wulnificus biotype 2 ferric vulnibactin outer membrane receptor (yuui} gene,
Vibrio wulnificus bictype 3 ferric vulnibactin outer membrane receptor (vuut) gens,
Vibria vulnificus stain BPRE 10213 feric vulnibactin outer rmembrane recaptor (vut

Amorce 16Ssnal RP:

s2.5

28.2
01

665
28.2
28.2
28.2

100%
100%
0%
90%
100%
100%
80%
100%
0%
95%
e5%
90%
100%
100%
100%
100%
75%
75%.
85%
100%
100%
90%
70%
100%
70%
90%
5%
709
70%
5%
90%
0%
100%
70%
0%
0%
80%
70%
TO%
708

1.8
1.8
1.8
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0

7.0
7.0
7.0
7.0
28
28
28
2g
28
28
29
zg
28
28
z2
22
28
28
28
z8
%
28
2z
bt 3

100%
100%:

Sequences producing significant alignments:
{Click headers to gort cclumnz)

e i s
EUS01771.1  Astomonas hudrophils strain M3 165 ribosormnal RNA gene, partial sequence 40,1
EU287397.1 Uncultured bactenum cone S26-97 1685 ribosornal RMA gene, partial sequenc 40.1
EU287392.1  Uncultured bacterium done 526-92 165 ribesomal RNA gene, partial sequenc 40,1
EU207346.1  Uncultured bacteniurm cdone §26-46 16S ribosomal RMA gene, partial sequenc | 40.1
EL2B7142,1  Uncultured bacteriumn done P13-49 168 ribosormnal RMA gene, partial sequenc 40:1
EU287108.1 Uncultured bacterurn clona P13-15 168 ribosomal RMA gene, partial saquenc 40,1
AMI10871.1  Aerombnas enteropelogenes partial 165 rRHA gene, strain REL_ 24 40.4
AMIL0870.1  Aetomonas sp, REI_L07 partial 165 rRNA gena, strain REI_107 40.1
AM910869.1  Aestomonas sp. RELS% partial 165 rRHA gens, steain REI_S2 401
EUZ49980.1  Uncultured Aeromonas spoclone ProeaMuca? 165 ribosornal RMA gene, partiz 40.4
EUZ2E4222.1 Aeromonas hydrophila stain ATCC 7966 165 ribozomal RMA gene, partial s 40:1
EU254227,1  Aeromonas hydrophila strain SWO10 185 ribosomal RHA gene, partial sequer 40.1
ELIZE4 1 Asremonas hydrophils strain SWOLE 165 vbozormal RNA gene, partial sequer 40.1
EUZS4275.1  Asromonzs hydrophila strain SWOO0T 165 ribosomal RMA gene, partial sequer 40,1
EUZ54223.4  Aeromonas hydrophils strain §WO12 185 ribosomal RNA garie, partial sequer 40,1
&M205215.1  Uncultured gamma protecbacteriurn partial 165 rRMA gena, clone SR-0-03-30 40.1
EU220874,1  Uncultured bacteriurn done FRUp. 3_3 165 ribosomal RNA gene, partial seque 40:1
EU2z0862.1  Uncultured bacteriurn clone FRUpP_2_1 166 ribozomal RNA gene, parial saqus 40,1
EF4S161%,1  Uncultured bacterium done ARDRAODEOS 165 ribosomal RiA gene, partial seq 40,1
EL200973,1  Aarormonas sp, SAWWZ 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 40,1
EU1E2826,1  Aetomonas sp. MHO7 1635 ribosomal RNA gene, partial sequance 401
EU136209.3  Uncultured Enterobacteriales bacterium isolate midil 165 ribosomnal RHA ger 40.1
EUL36205.1 Uncultured Asromonadales bacterium isalste mid07 168 ribozorm sl RNA gene 40:1
EU136201,1  Uncultured Asromonadalas bactariurn isolate midos 165 ribosomal RiA gene 40,1
EU1E6199.1  Uncultured Aerormonadales bacteriumn isolate midol 168 ribosornal RN& gene 40,1
EU13E1%3,1  Uncoltured Asromanadales bacteriurm isolste hin03 163 rbosomal REA gane, | a1
EULR€172.1  Uncultured daromonadales bacteriurn isolate hind2 165 ribozomal RNA gene, 40,1
DOETE3E5.1  Uncultured gamma protecbacterium done MUP-79 165 ribosomal RNA gene, 40,1
&M710207,1  Uncultured bacterium partial 165 rRHA gene, izolate Drobligo_Tsolate3s0 40,1
am710173,1  Uncultured bacterium partial 165 rANA gene, isolate Drobligo_lsolate311 40.1
AMTL0171.1  Uncultured bacterium partial 165 rRHA gene, jsolate Droblige_Tsclateso? 40,1
am7inies, 1 Uncubured bacterurn partial 165 rRNA gane; izolate Drobligo_lsolata3os 40,1
&M7L0053.1  Unculbured bacteriumn partial 165 rRNA gene, isolate Drobligo Isclate185 40.1
4M710081,1  Uncultured bacterium partial 165 rRNA gane, isolate Drobligo_Isalate173 40,1
EFS4027L.1  Unicultured soil bacterium dona 17¢_MIK 1635 ribosarmal RNA gene, partial se 40.1
EF4£5525,1  Aeromonss enteropelogenes strain CECT 4487 165 ribosomal RHA gene, par 40.1
DGE20810.1  Asromonadacess bacteriurn NR1I132 145 vibosomal RNA gene, partial sequenc 40,1
EFS16037.1 Unecuttured bacterium done FCPRPT35 165 ribosomal ANA gane, complete seq 40.1
EFS15448,1  Uncultured bacterium done 24e08 165 ribosomal RNA gene, partial sequencs 40,1
EFS15445.1  Uncultured bactedurn done 24203 185 ribosarnal RNA gene, partial sequence 401

100%
100%
1009%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
1009
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
1009
100%
1003%
100%
100%
100%
100%

0,007
0.007
0007
0,007
0.007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0007
0,007
0,007
0,007
0,007
0.007
0.007
0,007
0.007
0,007
0,007
0.007
0.007
0,007
0,097
0,007
0.007
0.007
0.007

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

.100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
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= Amorces 16Ssna2 FP:

Sequences producing significant aligrments:
(Click headers to sort columng)

Accession | Description | : Max | Tk
AYDEETE6,1  Unculbured CFE group bacterium clone TAF-AL92 165 ribosaral RNA gene, part | 0.1 50,1
A¥315237.1 | Uncultured rurnen bacteriurn clone JRCH14 165 ribosomal RNA gene, partisl sa 50,1 100% Ze-05 1009
ald21346.1  Uncultured planctoryceta partial 165 rRNA gena, isolate ikaite un-c19 50.1 100% “2e-08 100%
Zigsadd S.matans 165 ribosomal DNA 50.% 100% 2e-05 1G0%:
EU0441733 | Uncultured bacteriurn done GASP-38KC-538-B04 165 ribosamal RMA gene, part 48.1 6% §e-05 100%
poa74175.4  Unceltured bacterium clone Bouzalés35 165 ribosomal RNA gene, partial sequ 44.1 8% 0,001 100%
BIFE4T 1 Clostridium filarentosurm 165 vRMNA gene, strain DEM €545 44.1 100% 0,001 96%
guzZesi1al  Uncultured bacteriurn clone 2L1708 185 ribeszornal RNA gene, partial sequence 42,1 Sd4% 0,00% 100%
EUZE8117.1 | Uncuftured bactenur done ZL1F07 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 42,1 249 0,005 100%
Uncultured bacterium done L0811 165 ribesomal RHA gene, partial sequence 42.1 4% 0,005 100%
EU268102.1  Uncultured bacteriurn clone L4508 145 ribesormnal RMA gene, partial sequence 421 4% 0,005 100%
EU2eE092.4 Unouftured bacterium done L3450 165 ribesornal RMA gena, partié\ faguence 42.1 249 0,005 100%
ELZ268091.1  Uncultured bactenurn clona L3145 165 ribosornal RNA gene, partial sequenca 421 24% 0.00% 100%:
EUZ68079.1 | Uncuftured Bacterium done L1335 165 ribosormal RMA gene, partial sequence 42,1 24% 0,005 100%
ELD43984;1 | Uncultured alpha proteobacterium cone GASP-16KB-371-C11 165 ribosornal R 4Z.1 100% 0.00% 6%
EESTE341.1 Uncuttured bacterurn cone 525 1685 165 nbosomal RNA gene, partial sequen 42.1 24% 0,005 100%
48202193,2  Bacterium 072214 gene for 165 tRNA, complete sequence, strain: 072214 42.1 100% 0,005 6%
EF522274.1 | Unicultured Chloroflexl bacterium clone OCLS0LZ 168 ribosornal RMA gene, part 471 100% 0,005 96%
4B234995.1  Uncultured bactenurn gene for 165 rRMNA, partial sequence, clone: plth-RF-23 42,1 249 0,005 100%
EF014702,1  Wncultured bactesiurn clone Cb3035.12 165 ribosomal RiA gene, partial sequar 42.1 4% 0,005 100%
099117671 Uncultured Bacteroidetes bacterium isolate DGGE band GBOZ-e11-FL 165 ribosc 421 4% Q.003 100%
poe829i2d  Uncultured alpha protecbacterur clone EC?S 185 ribosornal RMA gens, partial 42.1 100% 0,005 6%
D5659620,1 | Badlluz sp. itrernbs3 168 ribosomal RMA gene, partial sequence 421 100% 0,005 869
DQRI0eEs.1  Uncuftured candidate divizion OP10 bacterum cone 04GHZZ0 165 ribosomal R 4z.1 100% 0,005 96%
00230651.1 | Uncultured candidate division OP10 bacterium clone DZGH121 165 ribozomal R 42.1 100% 0,005 6%
092350271  Uncultured bacteriur done ML=5-117 165 ribosomal RNA gene, partisl sequenc 42.1 100% 0,005 F5%
4F264208,4 | Wncultured bacteriurn clone cB70 165 ribosomal RNA gene, partizl sequance 42.1 100% 0.005 96%
u2si00.4 Unidentified cytophagales done ACK-C70 185 ribosornal RMNA gene, partial zeqi 421 249 0.005 100%
u27827.4 Unidentified eubacterium vZ 165 ribosornal RMA gene, complets zequance 4z.1 100% 0,005 Y6
AF477738.1 | Uncultured beta protecbacterium clone AGCMLS 163 ribosomal RMNA gene, parti 42.1 100% 0,005 P
8B196095.1  Uncultured bacteriurm gené for 165 fRHA, partial sequence, clone  TBODSI-83 421 1005 0,005 P69
AVSOTELS Urcultured bacterurn cdone AT14008 165 ribosomal RNA gane, partial sequanc 42z.1 24% 0.005 1009
&v550822.1  Unosltured bacteriur clone PEL_93 185 ribosammal RMA gene; partial sequence 42.1 24% 0.005 100%
ayssn7and Uncsltured bactesium clone BH_15 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 42.1 249% 0.005 100%
4934771 Phototrophic bacterium 163 rRNA gens (DEM 2110) 4z.1 100% 0.00%, 95%
TizEs7.a Mesterenkonia halobia 165 ribosornal RNA 42,1 100% 0,005 96%
a1001222,1  Uncultured backeriurm DALS4 162 ribosarnsl RHA 42.1 421 L00% 0,005 6%
ueFgezd Carmgnehaderium pseudogenitalium 185 ribosormazl RNA gene, comiplete sequar 42,1 421 100% 0.005 96%
Ua7815.4 Corynebacterium jeikeium 165 ribosemal RMA gene, complete sequence 424 421 100% 0.005 963
us7824.1 Corynebaderiurn genitaliumn 165 ribosornal RNA gene, complets sequance 421 4Z.1 100% 0,005 96%

= Amorce 16Ssna2 RP:

Sequences producing significant alignments: |
(Click headars o Fort coluuns)

Accession Bestr!rﬁﬁn "W‘ l
EFS20457.1 Unculturad bata protecbacterium clone ADK-GRe02-95 168 ribosomal RMA ge 50,4 50,1 100%
EF470956.1 Uncultured bacterium done 61-10R 165 ribosomal RMA gene, partial sequenc 50,1 S50.1 100% 100% |
EFO95039.1 Uncuftured bactarium done BFS-17 165 ribozomal RMA gene, partial sequenc 50,1 S0.1 100% 100%
av212657.1  Uncultured bacteriurn clone 23dsS 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 50.1 s0,1 100% 100%
ABISO5FI. 1 Uncultured bacteriurm gene for 165 rRNA, partial sequence, clone: RVW-0& 50.1 S0.1 100% 100%
AROFS147.4 Uncultured bacterium gene for 165 vRHA, partial sequence, clone:TCRE14 S0l s0.1 100% 100%
AB075119.1  Uncultured bacteriurn gene for 165 rRNA, partial sequence, clong:kKSRE 0.3 50,1 100% 100%
Ar803227.1 | Uncultured bacterium done D68 168 ribesomal RNA gene, partial sequence S0.1 301 100% 1003
AY203216.1  Uncultured backerium done €6 165 ribosomal RNA gene, partisl sequence i S0t 100% 100%
A)4224 372 uncultired beta protechacterium partial 165 rRNA gene, done Spb300 50.1 50,1 100% 100%
A1421995:2 Unicultured beta protecbacteriom partizl 165 rRHA gene, done EIb37 S0.1 50.1 100% 100%
Z18534.1 §.natans 165 ribosormal DNA 50.3 50,1 100% 100%
4B072236.1 Sphasrotilus natans gene For 168 rRNA, partial sequance 56,1 50,1 100% 1005
EUZ267444.1 Uncultured bactetiurm done IITEAL1-rp-20Nit 165 ribosornal RMA gene, partial - 42, 42,1 i009% 6%
EUZET442.1  Uncultured backeriurn clare TTIEAL-rp-&4Mit 168 ribazornal RMA gene, partial . 42,1 421 1008 S6%
EUZET440.1  Uncultured bacterium cone IITEAL-rp-S8Hit 165 ribosomal RMA gene, partial - 471 42,1 100% 96%
EMEET433.1 Uneultured badterium cone TTIEAL-rp-5EHit 165 ribosamal RMA gene, partial : 423 42.1 100% 26%
EU267438.1 Unecultured backeriurm clone ITTEAL-rp-02Hit 185 ribosornal RMNA gene, partial - 421 42.1 1009 DES
EU267434.1 Uncultured badariurm done III[—Al-rp-DlNi.t 165 ribosormal RMA gene, partial - 421 42.1 1009 :96%
EU2E7428.1 | Uncultured backeriurn done ITIEAL-rs-B4MNik 165 ribosornal RNA gene, partial + 42.1 42,1 100% FEWH
EUZEF427.1 Uncultured bacterium done IITEAL-rs-51iMit 165 ribosomal RMA gene, partial « gE1 4271 100% YE%
EUPEF423:1 Uncultured baderium cdone TITEAL-rs-6iMit 165 ribosormal RMA gene, partial: 421 42,1 100% FE%
EU267417.1 Uncultured bacterium clone 111EAL-rp-32Hit 165 rnbosormasl RN gene, partial . 421 421 1008 SE%
EUZ6F414.1 Unculured baceriurm cone IIIEAL-rp-62Mit 165 ribosamal RHA gene, partial - 421 42,1 100% 969
Euzzngsrl  Uncultured bacteriumn done GBA127_3_ 5 185 ribosomal RNA gene, partial seqi 42,1 42,1 100% 6%
EUZ20861.1  Uncultured backeriumn clone FROn_4_1 163 ribosomal RNA gene, partial seque 421 421 100% BEH
EUz2z4352.1 Uncultured bacterium done 4R-11 165 ribosarmal RMA gene, partizl sequence 421 42,1 100% FE%
EUZZ4348.4  Uncultured bacterium done 90-5 168 ribosornal RNA gere, partial sequence A1 42.1 100% 6%
EU180552.1 Beta protecbacterium BACIZ0P 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 4z.1 421 100% 6%
EU130546.1  Beta protecbacterium BACL74P 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 4z 42,1 100% 6%
Zs Beta protechackeriurm BACLZE 1465 ribosormal RNA gene, partial requence AZ.1 421 100% FE%
Euig0sns.i  Alpha protechaceriurm BACZS 165 ribosormal RNA gene. partial sequence 42.1 42.1 1009 SE%
EUiznsos.1  Alpha protecbacteriuny BACL1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 42,1 42.1 100% Q6%
EUNTEzzT.1 Uncultured freshuater bacterium clone DL2-27 165 ribosomal RNA gane, parti 421 #2:1 100% P6%
EUOFE224.1 | Uncubured freshwater backerium clone DL2-11 168 ribosomal RNA gene, parti 4z.1 42.1 1009 269
EUO20493.1 Uncultured bacterium cone KIS T72 165 ribosomal RNA gene, partial saquen 421 42.1 1009 DE%
EUO20491.1  Uncultured bacteriurn clone KIS. T28 168 ribosomal RNA gene, partial sequen 42.1 42,1 100% 96%
EUDZ0484.1  Uncultured bacterium done KIS.B26 165 ribosomal RNA gene, partial sequen 42,3 42,1 100% S6%
EF929032.1 | Uncultured Addebacteria bacterium clone M27 168 ribosomal RNA gene, parti 43 42,1 100% SE
EFE52572.1 Uncultured bacteriurn cdone DTHE 165 ribosomal RMA gene, partial saquence a2 42,1 100% F65% |



ANNEXE 9

Alignements des ségquences totales et partielles du gene sthA pour les différentes

souches de Sphaerotilus natans étudiées

Sty

15201
1338
13928

1520
13338 T R GREC

7

ATETIIE AT I I TCCAGCACE GATCCTLEEGARCEEARITEETL

TC CTEAG TC T e CEEG ¢ g o}
-~ &¥¥r ¥ ¥ |

w28 I

Consensas.

13338 T T
1399 {2

-~ £« |
13928

Gonsensis GCACCGCARTCTCOGGERCTS GTGCECATCES TTTTGEEITCCT BT CEEGEEEETACATEANCTTACCTGACGITGARATACATCAGCTATCACEETTATGECEEE

e L ——

15281
13336 (= BETRELTGET

13935 T

Consentas G ICEEATATTCGCTGETGTALCTGETERTCEGECTGATEC T CTACCEEE6CGTEECGTGEGTEGTCCECCAGECEGTGEECACCCEECECETECTEATCGTEGGOAC

13928 ™ 3

Consenss. G\:CCGG.’-_T:CC(‘GT\ZAGC—'TGTGCA\‘P_‘GA\.CTGCG(‘.GECGG(‘.GGCCRGTG:’-:GEC(_:(‘F"‘A"‘GRC:T ("‘\.GG TCTACCTCGACCACCGARAACAGACCGALCCG c f.‘.-. T
-~ ¥’ |
18201 G T

Cosenss TGCCGCCCATGTGTTCGA i G G
- ' |

Consenss. e TG CEATCRTERATE T 6O e AL TTC TECGEACTCAC ARG ECCGRAGETEECEETCEANAGCETEARGECOACETE

e, .

Corsensst GCGACGGETTCGE! G c [ GE C GCGCCTOTTCGACATCGTCAGCT.CCTCEGTECTGCTGATCCTOGEEGCGCCGGT 7 TG
T e B B e e
EEEE T T =2 < <
{E T
‘AAG\Tf‘\-‘AsA(‘V!‘CTG cCee SO T «GAC‘ GTCGG TGGSCGGCAAGS (‘(T"‘CP"‘G" CAT ‘AAGT""C A(:CFTG(‘"(‘ACC(‘A!”‘C\.GABR} GAT

s _-.—__—

15201
13338 {efjndd ool Y c

12

Corsensus CGETCGCTGEGCCTCCAAGAACGACTCOEOGCATCACOCGCETEGGCGOD '[‘TLA”C\. CA AE!;CC CECATCGACGAGCTGCCGCAGCTCTTCAGCGTGCTGLGLGGCGAGA

e _*¢ ¥ ¥y __F
st

EE oo T 5
1399 T 2

cEGTEARSCE

GCECEER

Coneensls T GAGCATGETGEECCCECETCCEGABCEICUET El T TEGTCECLCAGETECECGAGTAGATTCRETALTACGRDT GGETCTEACCGGCTGEGCCCA

e | S
13338 2]

Corseneas CTGAGCGTGETECTGTTCCGT (‘Af‘“G[‘GC("ACT"‘A CACATCGAGCATGTCOCGT I-"‘G(‘[‘AFQ[‘”FGC‘ GCCe r-rr'.‘;e\r}ﬂ,[.((‘ E({‘(,C-AC;:‘(‘A(“AAGF””{'A"RE'-'%
e __.-.-.I.I_-...-.-.I.l.l__.-.-._..—

1ase € < o & & T T @ € GE
1w B

TTCATEATCTGL

Cooeras GAGGACAGCGCACGOAATGCTTICETGCECTGT TCOTGETTCAABGCETGTTCATT T TTATCAT

e L e et
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A - Alignements des séquences complétes du géne sthA pour les souches S. natans 15291,
13338T et 13929.
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Consensus.

Similarity

139281 (reversed)
15291-1 (reversed)
29329-1 (reversed) (&
26330-1 (reversed)
Roxane-1 (revers..,

Consensus ARG T AGCA AT GAT GG AT OO GOG ARG GACECGAGACGTAT T

AR GEGGH SEATGTT T GAG T OCAG A CGATOGTOGGGARC GIACT TG

13929-1 (reversed)
15291-1 (reversed)
29329-1 (reversed)
29330-1 (reversed) A
Roxane-1 (revers...

Consensus

Similarity
13929-1 (reversed) ozl A
15291-1 (reversed)
29329-1 (reversed)
29330-1 (reversed)

Roxane-1 (revers... B

Consensus TTTEEGECT ‘v*’vl("-ﬂlfa‘ S TETATS \IYI TCETE %'\'-'_‘vl‘n SEOCATE

13929-1 (reversed)

15291-1 (reversed)

29329-1 (reversed) c

29330-1 (reversed) <
Roxane-1 (revers..,

TG

TG IAC EICACTTA

Consensus

Similarity

13929-1 (reversed) .- Position de I'amorce sthA FP
15291-1 {reversed) = —

20329-1 (reversed) - [ Position de I'amorce sthA RP

29330-1 {reversed)
Roxane-1 (revers... -

B - Alignements des séquences du géne  sthA obtenues grace a I'amplification par le couple
d’amorces sthA L FP 24/sthA RP pour les 6 souchesd e S. natans.
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Consensus
Similarity

15291-3 (reversed)
13338-3 (reversed)
13929-3 (reversed)
29330-3' (reversed)
Roxane-3 (revers...

Consensus
Similarity

15291-3 (reversed)
13338-3 (reversed)
13929-3 (reversed)
29330-3' (reversed)
Roxane-3 (revers...
Cansensus
Simiilarity

15291-3 (reversed)

13338-3 (reversed)
13929-3 (reversed)

i i 25 3 I 5 ;| i 7 = 1 i
AGARGCTGGTCGATCTGE TGCGCGAGCAC CECATCAACGAGA TCAT CETGECEETEE GCOAGCAGCE CEGLEGEEECETECCGATEARC GATC TECTCOAGTGECGCATC GECEEEET

29330-3' (reversed) -

Roxane-3 (revers...

Consensus
Similarity

15291-3 (reversed)
13338-3 (reversed)
13929-3 (reversed)
29330-3' (reversed)
Roxane-3 (revers...

Consensus
Similarity

15291-3 (reversed)
13338-3 (reversed)
13929-3 (reversed)

29330-3 (reversed)
Roxane-3 (revers...

Consensus
Similarity

15291-3 (reversed)
13338-3 (reversed)
13929-3 (reversed)
29330-3' (reversed)
Roxane-3 (revers...

Consensus
Similarity

15291-3 (reversed)
13338-3 (reversed)
13929-3 (reversed)
29330-3' (reversed)
Roxane-3 (revers...

Consensus
Similarity

15291-3 (reversed)
13338-3 (reversed)
13929-3 (reversed)
29330-3' (reversed)
Roxane-3 (revers...

Consensus
Similarity

15291-3 (reversed)
13338-3 (reversed)
13929-3 (reversed)
29330-3' (reversed)
Roxane-3 (revers...

T

A

H ) )

H 1 a

a T
IE : : : :

C - Alignements des séquences du géne sthA obtenues grace a I'amplification par le couple
d’amorces sthA L FP 832/sthA L 1781 RP pour 5dess ouches de S. natans.
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GAPGAL?CACbCTbﬁTTTGTACGCATCTPTTGACGCAGTTGGTACAAGTCTTCALTCTCALGTCAATACFTLACACAATCGTGCTCCAGTCTCCCC

.(_, ‘\u l_.'_' _‘_m_\ 1‘_.- I.l l)“ l 6] ‘_:'C' 140

TGCTTGGGGGA_ATGAGGGTGCCCGTGCATCAGGF‘ GCCAGGGAGTCAGEE TCGAARATCAGEGEETCAGC AATGATGECE TLCAGTCCTGL,CCAAGT
m |n 220 230 ”ﬁ ; (6] 250 270 30
1
GACGCGAGAC GCATTGCCAGTL:TTTTGCCAAGGGGGCTGTCAGAATGTT TCGAGTTTTCCAGCACCGATCETCGEGAAC GCACTTCGTC GAGETET

: i} 300 ::.‘. -1..‘ 1>u ~,‘;| ,\\ v_-. ,,\ ;,‘:,'|

TCGCTGACGUTCTGCTGTGCTTCATTGCCGCGCTGCTGTCGGbACCCACGCTCGCCAGTCLGCTBCFCBGCGTFAGTCCGCTGACCCAGATCATCA

420 430 440 450 460 470 480
LGCCBA”CATCCTGCTGGTCGC”TTTTCCTTTGCbCTGbTGATGGLGCTGCTCTATTCCTTCGTC GACTCTATLGG ACCuCARTCTCGGTCTGG
560

"\‘

420 50 510 520 530 540 50

TTFCGATUGTCGTGCGCATPbGTTTTGCbTTCpTCuTCGGG GG1ACATCACTTACCTFACGCTLAAATACATCAGCTATGACGQTTATGCCbbLA

58 ., [o81s) ‘»u.: B \u £70 gi,,“. G40 650 ,,‘ 70
1 1 i

GCCTGuTCGGATATTCGLTuGTGTACLTGCTuGTCGGLCTbATGCTCTALCGGGbCGTGGCGTGbuTGGTCLGCCAGGCCGTGGGCALCCCCCGCG

(:'r E00 m -|.. 7 \. .w‘ 740 "r ;».

TbCTbATCGTCbbCACCGBCLCGGATGC“CbTCAGUTGTGCACbbRCCTGCqCGCCGGCGGCLABTGFGCCGCCTATbACbTGGTCGGLTTCTACC
170 g TG 200 510 820 530 140 750 360

i
LCALLACLCAACAGACCGACCb&GCCGCFLTu“GTGGTGCCbCLCATGTGTTLGACGLCL&CCABAAbCTb TCCATCTGGTGCGCGAG ACCGCA

'—.-" -'-m'- o ;‘ il \ i] '-'-" 930 4 ] 5 '. ot

TCAACGAGATCATF TGGLBGTGCCCGAbCAG“FCGGCLGFbGCbTGCCGATGAACbAlCTBCTLbAbTGCLGCATCbGCGGFGTGCCGATCATbG

970 ag0 1, 00 1,010 1,020 1,030 0410 1,050

i i
TFTGGCCTACTTFTPCbAbeFACLAAuGLCGAbGTFLCCGTC&ACAGFCTGAAGCCCAGCTGCCTCGTLTAThGCFAFbGCTTLGTLFAUGCFC
) gen 1..\ “1\.‘ 1,120 ,H-;..j‘ 1, 140 7_15-;

1,..| J’ch.

ATGFCLGCGA@LTbACCAAGCGCCTGlTFCAfATFGTCAFLTCCTLFFTGCTGFTFATFCTCCCFGCGFCGUTCATGCTbATFAFLCCBCTGATGA

L; lsd #1790 v 180 1; 190 1,200 1,210 1:.920 1,230 1;240
i i i

TCAAG 1LBAFACTF(TGG GCEATC &TCTACAGELAGGAGCGT&T&GzLCTGGu (AAGGGLTTCATBTGCATLAAGTT?@GLA1(ATGCGCA
L8 1, 870 1,280 1,280 1,300 310 1a3 1,33

CCGACGCCGAGAAGGATGGC GTCE TLGCTG&GLLTQLAAGAACCACTLGCG”ATPACLCL(GTLG CGCCTTCATCCGCAAGACCCGCATCGACE
'L....‘.‘ Ly U l._’-ﬁ‘.i _.._'_ 1,359 Ly l“‘ 410 1;420 L, 430 l,J-.‘.‘

AGLTGLCGLAGLTCTTCAGLETGLTGCGLGG GA&ATBAGLATGFTGG&LC 1CJTCCFGAGC 20 GTCCTTCGTCGCCCAGCTGCGCGAGCA“A
1,450 1,460 1,470 1,480 450 1,500 1,510 1,530

’T 3
CGGCTGEGHE CCAGGTLCULTAT GECTACGGCGCCTCGCTCGAGGAC GCCCGCA

TTCCCTACTACGACCTG CCACACGGTPAAGCCuGGTLTFAP

1 &0 ] &20 1, B30
Lt L,eld Lyl B

1, 540 1,680 1,560 1
i

AFAAGCATLAGTTPuACCTuTACTALGTLAAGAALAACTCGLTGLTGCTGuATC GCAGGTGCTGATCGAGACGGETGAGCGTGGTGCTGTTCCGCG

j,JJ" ,,,‘c-, 1. )H ,,J 1 )o‘ BE 1,700 1y l‘,l Y o o)
[
0

7’I
AGGGGGCGLACTGAGCACATCGAGCATGTCCGTGLATGLCALACTCGCCGG CCGGGCCTGAGGFCCTGCGuGACGACAGAAG TCCAGACCAGAG

\__r_-_l |_’?lu l,".'_' l’ T ,'|. ir- 0 1'
1

GA“AGCGCACGGAATGCTTTCGTGCGCTGTTCGTGCTTCAAGGFGTGTTCATTTTTATCATTTTCATGATLTGC

D — Séquence consensus du gene sthA définie sur la base des différentes séquences obtenues

pour chacune des souches de S. natans.
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ANNEXE 10

Protocole d’extraction de la gaine dé&Sphaerotilus natans

Préparation de I'inoculum

100 pl d’'une culture de bactéries sont a incubéa®’@ pendant 2 jours dans un Erlenmeyer

de 500 ml contenant 100m! du milieu de culture auiv

0,6% de glucose

0,3% de Protéose-Peptone N°3 (Gifco)
0,02% d’extrait de levure

0,02% de MgS®

Préparation des bactéries pour extraction de langai

200 pl de linoculum sont mis a incuber a 30°C @end48h et sous agitation dans une

flasque de 2,5 L contenant 750 ml du milieu suivant

* 0,2% de Protéose-Peptone N°3
= 0,02% d’extrait de levure
* 0,02% de MgS®

Extraction de la gaine

» Collecter les cellules de 2 a 3 L de culture patrifeigation.

e Laver le culot a I'eau distillée et le resuspendvec 90 ml de tampon Tris-HCI a
30 mM (pH 8.0) contenant a 0,5 g/l d’'EDTA.

» Ajouter 20 mg de lysozyme et incuber 1 a 3h a 37°C.

e Ajouter 10 ml de SDS 10% et incuber a 60°C pen@ahtures. Pendant ce temps
plonger a plusieurs reprises le mélange dans urdéagace pendant 5 minutes et le
remettre aussitot a 60°C afin de produire des ctimrsniques.

Un voile semi-translucide correspondant a la gparéiellement purifiée apparait alors.

* Recueillir la gaine, la laver avec de I'eau diégllet la reprendre dans 45 ml de Tris-
EDTA contenant 10 mg de protéase type XIV (Sigma).

* Incubation 3h a 37°C.

* Ajouter 5 ml de SDS 10% et incuber a 60°C pendagtnuit.

» Laver les gaines purifiées a I'eau distillée.
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ANNEXE 11

Protéines identifiées cheS. natansl15291 sous forme dispersé

Accession Score (%) Coverage(%, Description Peptide Score(%)
0i|47573980 99 26,11% FOF1-type ATP synthase, beta subunit [Riuatkgelatinosus PM1]
TIALGSSDGLR 64,37455
YVPLKETIR 39,16051
TIALGSSDGLRR 68,26005
AHSGLSVFAGVGER 53,07647
VAMVYGQMNEPPGNR 64,38646
VALTGLTIAESFR 81,77038
AHSGLSVFAGVGER 99
MPSAVGYQPTLAEE(MoxM)GR 95,97948
FLSQPFHVAEVFTGSPGK 99
YTLAGTEVSALLGR 99
MPSAVGYQPTLAEEMGR 85,18634
MPSAVGYQPTLAEEMGR 99
KAPAYDELSPSQELLETGIK 99
KAPAYDELSPSQELLETGIK 99
APAYDELSPSQELLETGIK 99
0i|56477591 99 10,60% elongation factor G 1 (EF-G 1) [AzoarcusEpN1]
LAAEDPSFR 89,23044
NIGISAHIDAGK 93,90147
MGIALGR 62,24189
NIGISAHIDAGK 99
IGEVHDGAATMDWMEQEQER 44,66668
FNIIDTPGHVDFTIEVER 99
L(MoxM)TDPFVGQLTFVR 98,0182
L(MoxM)TDPFVGQLTFVR 99
LMTDPFVGQLTFVR 85,0639
gi|47574431 99 29,27% Chaperonin GroEL (HSP60 family) [Rubrivivgedatinosus PM1]
VEDALHATR 94,78234
LOQNMGAQMVK 60,16732
VGAATEVEMK 86,12614
VGAATEVE(MoxM)KEK 26,80642
VEDALHATR 37,34149
VGAATEVE(MoxM)K 43,56282
ARVEDALHATR 72,40588
ARVEDALHATR 67,47503
VTLADLGQAK 74,93921
VGAATEVEMK 48,1178
EGVITVEDGK 81,93908
LAGGVAVIK 73,00824
EGVITVEDGK 97,36522
LAGGVAVIK 50,05347
DKLQNMGAQMVK 99
YVAAG(MoxM)NPMDLK 55,49904
AMLEDIAILTGGK 99
(MoxM)VEGVNILANAVK 95,81521
GYLSPYFINNPEK 95,4654
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0i[33597219

0i|17430065

0i|47572950

0i[47574956

99 15,70%

99 18,43%

99 8,21%

997,18%

SLNNELDVVEG(MoxM)QFDR
SLNNELDVVEGMQFDR
AAVEEGIVAGGGVALLR
TSDNAGDGTTTATVLAQAIVR
TSDNAGDGTTTATVLAQAIVR
TSDNAGDGTTTATVLAQAIVR

succinyl-CoA synthetase, alpha chain [Balteparapertussis 12822]

IGI(MOXM)PGHIHR
IGI(MoXM)PGHIHR
(MoxM)GHAGALISGGADTADAK
(MoxM)GHAGALISGGADTADAK
IGIMPGHIHR
MGHAGALISGGADTADAK
KPVVGFIAGVTAPAGK
KPVVGFIAGVTAPAGK

DN(MoxM)KKPVVGFIAGVTAPAGKR

75,26218

89,03404
95,00324

83,89623

88,38272

63,05664

51,76204
97,53602
98,38944
99
27,52587
99
87,86224
88,28697
30,17665

PROBABLE ELONGATION FACTOR TU (EF-TU PROTEBINRalstonia solanacearum]

KLLDQGQAGDNVGILLR
LIAPIAMEEGLR
TKPHVNVGTIGHVDHGK
LLDQGQAGDNVGILLR
LLDQGQAGDNVGILLR
LIAPIAMEEGLR
KLLDQGQAGDNVGILLR
LLDQGQAGDNVGILLR
QVGVPYIIVFLNK
AVDGTFL(MoxM)PVEDVFSISGR
AVDGTFL(MoxM)PVEDVFSISGR
AVDGTFLMPVEDVFSISGR

34,12925
88,57556
98,09971
67,46425
86,21487
32,87105
28,77708
83,83946
99
93,95012
99
94,21123

Methylmalonyl-CoA mutase, N-terminal domain/subyfitibrivivax gelatinosus

PM1]

LDQDDALR
GGVLGA(MoxM)ETGYQR
SSLTDELIR
SGGALLGDR
SGGALLGDR
(MoxM)FAGEGDAFR
LRLDQDDALR
MFAGEGDAFR
IDMLDFAEFVAINK
RIWAVAMR
IQEESMHYEMLK
GGVLGAMETGYQR
HTGEYPIIGVNTFR
IDMLDFAEFVAINK

Aconitase B [Rubrivivax gelatinosus PM1]

INLIIGR
FGGVTLGGK
FGGVTLGGK
LWVAPPTK

53,46254
89,32344
32,42694
81,30809
90,01439
91,03033
88,68077
98,21198
54,22014
89,64925
97,10763
95,36945
90,86576
99

51,68066
83,03626
98,87684
56,64175
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0i[47574115

0i|56477558

0i[47573811

0i[47575230

0i|51596406

0i[47575151

0i[33595927

9910,43%

99 2,73%

99 6,69%

9910,53%

99 9,01%

99 4,82%

99 7,61%

LLLPDTVGTGGDSHTR
GGVALRPGDGVIHSWLNR
QVAELIELIK

Translation elongation factors (GTPasespfRivax gelatinosus PM1]

NIGISAHIDAGK

MAASLGFK

MGIALGR

NIGISAHIDAGK
EFGVEANVGKPQVAYR
IGEVHDGAATMDWMEQEQER
AEVPLSE(MoxM)FGYSTTLR

99
81,71106
96,87541

93,90147
54,60645
62,24189
99
95,09143
44,66668
94,77334

adenosyl-cobalamine enzyme similar to methylmal@yA mutase [Azoarcus

sp. EbN1]

YLAEIADTVR
GGVLGA(MoxM)ETGYQR
(MoxM)FAGEGDAFR
MFAGEGDAFR
GGVLGAMETGYQR

96,01117
89,32344
91,03033
98,21198
95,36945

ATPases with chaperone activity, ATP-binding sub{iRubrivivax gelatinosus

PM1]

YTLDLTER
SKNNPVLIGEPGVGK
LIGAPPGYVGYDEGGYLTEAVR
AHPDVFNVLLQVLDDGR
AHPDVFNVLLQVLDDGR

Citrate synthase [Rubrivivax gelatinosus PM1

L(MoxM)GFGHR
IFILHADHEQNASTSTVR
IFILHADHEQNASTSTVR
IFILHADHEQNASTSTVR
MPTLVAMAYK
KLYPNVDFYSGIVQR

hypothetical protein YPTB2080 [Yersinia psatutberculosis IP 32953]

NEIVNFVLR

NNEAFLDR
DYAGVDEG(MoxM)SGLSTR
DYAGVDEGMSGLSTR
TEPGDENNQDISALVGK
KQILYLLGPVGGGK

Ribosomal protein S1 [Rubrivivax gelatinoBi41]

RAVVEAS(MoxM)GEER
RAVVEASMGEER
AVVEASMGEER
VRHPSEVVTVGQELTAK

inosine-5'-monophosphate dehydrogenase [Bilaparapertussis 12822]

ESHVHDVQITK

LVPEGIEGR
NITLNIPLVSAA(MoxM)DTVTEAR
NITLNIPLVSAAMDTVTEAR
NITLNIPLVSAAMDTVTEAR

57,23187

99
98,38573
90,28598
88,14347

46,1032

88,54522
99

58,46764
69,99115
99

68,48296
89,33221
91,14343
94,21791
99
25,09648

70,02404

98,76228
99

81,08815

33,69655
60,59156
70,45801
99
99
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0i[47575379

gil47573321

0i[47575132

0il47575133

0i|52308294

0i|28866546

0i[34103100

0i[52209532

995,57%

99 10,31%

99 9,60%

99 8,62%

9910,15%

99 3,46%

99 8,26%

99 3,54%

2-oxoglutarate dehydrogenase complex, dehydrogend@sb

gelatinosus PM1]

WADLDPLKR
KQVHVQSLIAAYR
DVAHAPVVESFAQR
KQVHVQSLIAAYR
KQVHVQSLIAAYR
QVHVQSLIAAYR
GVQEIVIGMAHR
LAERITTIPK

Ser protein kinase [Rubrivivax gelatinosiELP

NEIVNFVLR

IEKPAGIANPK
IEKPAGIANPK

NNEAFLDR
DYAGVDEG(MoxM)SGISTR
DYAGVDEGMSGISTR
KQILYLLGPVGGGK
YVTYADYWIQDQEYR

Predicted transcriptional regulator [Rubrigelatinosus PM1]

Cysteine sulfinate desulfinase/cysteine desulfurasel

[Rubrivivax gelatinosus PM1]

RHELVESTR
RHELVESTR
HELVESTR
GPGGGYSLGR
GPGGGYSLGR

SDELAHSSLR
SDELAHSSLR
GIVFHVDAAQATGK
SHAWGWEAEEAVEK

TufB protein [Mannheimia succiniciproduc®tBEL55E]

enolase [Streptococcus sobrinus]

TTLTAAITTVLSK
TKPHVNVGTIGHVDHGK
QVGVPYIIVFLNK

WGAEVFHALKK
YNQLLR
WGAEVFHALK
WGAEVFHALK

protein kinase [Chromobacterium violaceum &T12472]

NEIVNFVLR
LKEPENSSLYSK
NNEAFLDR
DYAGVDEG(MoxM)SGLSTR
DYAGVDEGMSGLSTR
KQILYLLGPVGGGK

ClpB heat-shock protein [Burkholderia pseuditenK96243]

VLVDEPSVEATIAILR
AHPDVFENVLLQVLDDGR

[Rubrivivax

54,65252
69,68835
82,88737
94,43655
99
32,31456
41,63246
30,32181

68,48296
66,92997
70,91518
89,33221
91,14343
94,21791
25,09648
84,46193

59,19311
31,80107
63,50482
97,10759
99

related enzymes

61,64577

92,15999
85,19971
99

72,36991
98,09971
99

88,87766
43,62374
95,51604
97,97989

68,48296
53,13882
89,33221
91,14343
94,21791
25,09648

99
90,28598
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AHPDVFNVLLQVLDDGR 88,14347

0i|33596174 999,24% 30S ribosomal protein S2 [Bordetella parajssis 12822]
MAPYIFGHR 67,49928
EGLLFQR 46,15117
MAPYIFGHR 95,71319
WLGGMLTNFK 99
gi|47575401 99 14,81% Uncharacterized host factor | protein [Ruibseix gelatinosus PM1]
GQLLQDPFLNLLR 99
GQLLQDPFLNLLR 99
0i|33591525 99 5,49% dihydroxy-acid dehydratase [Bordetella paitu$ohama 1]
YHIEDVHR 62,32299
YHIEDVHR 53,72263
YYEQDDASVLPR 99
LNIPVVFVSGGPMEAGK 91,76992
Polyribonucleotide nucleotidyltransferase (polymatide phosphorylase) [Rubrivivax
gil47574921 98 2,40% gelatinosus]
IRDVIGK 26,59965
DGLLHISQIAHQR 98,73515
DGLLHISQIAHQR 97,27064
gil47574136 98 30,92% Ribosomal protein S5 [Rubrivivax gelatinoBiwl]
MIQVNR 44,54592
SLGSSNPYNMVR 99
AVFEVMGVTDIVAK 53,4512
VLLAPAAPGTGIIAGGP(MoxM)R 88,6992
0i|23015051 98 4,65% Aconitase B [Magnetospirillum magnetotactidi®-1]
AGLLTVEKK 40,80142
AGLLTVEK 61,30786
LLLPDTVGTGGDSHTR 99
GGVALRPGDGVIHSWLNR 81,71106
gil47574122 98 23,08% Ribosomal protein S19 [Rubrivivax gelatiroBivi1]
LGEFALTR 94,38024
QHVPVYVTDQMVGHK 88,43944
QHVPVYVTDQMVGHK 93,15161
0i|53803421 98 8,20% ribosomal protein L14 [Methylococcus capsidatr. Bath]
KGEVYNAVVVR 95,08676
KGEVYNAVVVR 99
0i|33591288 96 3,07% DNA-directed RNA polymerase beta chain [Btetie pertussis Tohama I]
VIVSQLHR 66,32112
(MoxM)IKVYLAVKR 49,75444
STGPYSLVTQQPLGGK 88,94272
LNEYGFLETPYR 92,58458
0i|22121828 93 4,86% Cpn60 [Oligella ureolytica]
EGVITVEDGK 81,93908
EGVITVEDGK 97,36522
0i|15595337 9511,23% alkyl hydroperoxide reductase subunit C(iBlemonas aeruginosa PAO1]
VWHETSPAVGK 89,55413
GTFVINPEGVIK 97,25514
0i|33598379 90 6,43% hypothetical protein BPP3870 [Bordetella partussis 12822]
NEIVNFVLR 68,48296
IEKPAGIANPK 66,92997
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0i[52211223

0i[24211511

0i|53724770

0i[37958861

0il47574767

0i|17936810

0i|53723784

88 17,88%

87 6,26%

8311,24%

832,04%

72 3,29%

69 5,90%

62 4,45%

IEKPAGIANPK
LKEPENSSIYSK
KQILYLLGPVGGGK
50S ribosomal protein L5 [Burkholderia pseudllei K96243]
IAGQKPVVTK
GNYNIGVK
EQIIFPEIDYDKIDALR
Argininosuccinate synthase (Citrulline--atgtarligase)
EDGVNIWGDGSTYK
AYSTDSNMLGATHEAK
electron transfer flavoprotein, beta subjihitkholderia mallei ATCC 23344]
VKSDGTGVDIANVK
MS(MoxM)NPFDEIAVEEAVR
putative pyruvate dehyrogenase E1 complesujtured bacterium]
QGTEAEIIK
VVPILVDEAR
Aspartokinases [Rubrivivax gelatinosus PM1]
YMELAVR
VSIVGIGMR

70,91518
53,13882
25,09648

91,60726
73,69037
35,02133

33,45857
97,59985

95,54212
34,37045

32,21696
95,50504

69,97692
74,09941

ABC transporter, nucleotide binding/ATPase protejsn-Glycerol-3-phosphate] [A.

tumefaciens]
MAQIDIR
EPAVFLFDEPLSNLDAK
enolase [Burkholderia mallei ATCC 23344]
GIANSILIK
SAFYNLR
YNQLLR

28,12485
86,48896

30,70999

62,86421
43,62374
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ANNEXE 12

Protéines identifiées cheS. natans15291 sous forme filamenteuse

Accession Score (%) Coverage(%) Description Peptide

0i|47573980 99 23,57% FOF1-type ATP synthase, beta subunbiiRvax gelatinosus PM1]
VGLFGGAGVGK
YVPLKETIR

I[(MoxM)DVLGSPIDER
DVLFFVDNIYR
TIALGSSDGLRR
AHSGLSVFAGVGER
VGLFGGAGVGK
MPSAVGYQPTLAEE(MoxM)GR
YTLAGTEVSALLGR
MPSAVGYQPTLAEEMGR
KAPAYDELSPSQELLETGIK
KAPAYDELSPSQELLETGIK
APAYDELSPSQELLETGIK

0i|33597219 99 13,99% succinyl-CoA synthetase, alpha chaindBwmlla parapertussis 12822]

IGI(MOoXM)PGHIHR
(MoxM)GHAGALISGGADTADAK
KPVVGFIAGVTAPAGK
MGHAGALISGGADTADAK
KPVVGFIAGVTAPAGK
KPVVGFIAGVTAPAGK

0i|23015051 99 9,64% Aconitase B [Magnetospirillum magnetoagti MS-1]

MTTVGSQDTTGPMTR
AGLLTVEK
LLLPDTVGTGGDSHTR
VEQAFELSDAAAER
GGVALRPGDGVIHSWLNR
KGNLVAYVGDVVGTGSSR
KGNLVAYVGDVVGTGSSR

gil47574431 929 23,83% Chaperonin GroEL (HSP60 family) [Rubrax\gelatinosus PM1]

DKLQNMGAQ(MoxM)VK
VGAATEVEMK
VTLADLGQAK
VEDALHATR
VEDALHATR
VGAATEVE(MoxM)K
ARVEDALHATR
ARVEDALHATR
EGVITVEDGK
LAGGVAVIK
DKLQNMGAQMVK
YVAAGMNP(MoxM)DLK
AMLEDIAILTGGK
MVEGVNILANAVK
YVAAGMNPMDLK
KA(MoxM)LEDIAILTGGK

Score(%)

97,65428999
26,38774027
36,16528226
33,43392056
42,53355516
99,00000095
61,05535721
99,00000095
99,00000095
99,00000095
37,22957003
37,41378161
70,11586644

89,84351192
99,00000095
99,00000095

96,7302091
99,00000095
92,08469136

91,99190851
25,49408423
99,00000095
98,60057801
82,35025303
99,00000095
98,05105199

72,82519653
82,13052801
93,43903324
25,76580469
94,77010426
29,94470524
53,56496744
48,2655717
92,33973673

30,87353064
63,33917071
55,12299148
72,81687416
57,73471801
99,00000095
34,64549597
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gi|47572950

0i[33595927

gil47575151

0i|17548553

0i|17430065

0i[17429771

99

99

99

99

99

99

5,11%

5,97%

9,29%

5,68%

11,36%

12,35%

Methylmalonyl-CoA mutase,
gelatinosus PM1]

inosine-5'-monophosphate dehydrogenase¢Bala parapertussis 12822]

SLNNELDVVEG(MoxM)QFDR
TSDNAGDGTTTATVLAQAIVR
SLNNELDVVEGMQFDR

N-terminal

SGGALLGDR
LRLDQDDALR
GGVLGAMETGYQR
VGNSGVSIATLDDLK
HTGEYPIIGVNTFR
VGNSGVSIATLDDLK

ESHVHDVQITK

NITLNIPLVSAAMDTVTEAR
NITLNIPLVSAAMDTVTEAR
NITLNIPLVSAAMDTVTEAR

Ribosomal protein S1 [Rubrivivax gelatum®M1]

ACONITATE HYDRATASE 2 TRANSMEMBRANE PROTEIN [Ralstia

solanacearum GMI1000]

HPSEVVTVGQELTAK
AFLPGSLLDTRPVK
RAVVEAS(MoxM)GEER
RAVVEAS(MoxM)GEER
RAVVEAS(MoxM)GEER
ENAGTTSLGALLK
AVVEASMGEER
VRHPSEVVTVGQELTAK

VPPGVDDAAK
VPPGVDDAAK
RGPIQFIEDLKK
MTTVGSQDTTGPMTR
LLLPDTVGTGGDSHTR
GPIQFIEDLKK
RGPIQFIEDLK

domain/subunifRubrivivax

99,00000095
92,00587444
59,92454284

75,84157889
65,37755085
99,00000095
99,00000095
88,79824272
99,00000095

97,38730019
98,27026371
99,00000095
99,00000095

37,12681046
92,21149421
28,06648081

94,2454239
80,87640998
59,72777776
99,00000095
99,00000095

25,80006032
50,09601259

95,2657014
91,99190851
99,00000095
99,00000095
72,09868479

PROBABLE ELONGATION FACTOR TU (EF-TU PREIN) [Ralstonia solanacearum]

LIAPIA(MoXM)EEGLR
LLDQGQAGDNVGILLR
AVDGTFLMPVEDVFSISGR
AVDGTFLMPVEDVFSISGR
LLDQGQAGDNVGILLR
LIAPIAMEEGLR
KLLDQGQAGDNVGILLR
LLDQGQAGDNVGILLR
LLDQGQAGDNVGILLR
AVDGTFL(MoxM)PVEDVFSISGR
AVDGTFL(MoxM)PVEDVFSISGR
LIAPIAMEEGLR

52,25921642
25,32066087
73,10032087
69,97581029
48,3163814
99,00000095
87,50276164
50,86551504
37,71668244
92,64721602
99,00000095
27,76698713

GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENA$Ralstonia solanacearum]

GVLGYTEDK
GLMTTVHAATATQK

60,12919496
99,00000095
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0i|17430046

0i|17428283

0i[47574355

0i[47573321

0i[47574134

0i[47574122

0i[47574131

gil47575227

0il47575464

99

99

99

99

99

99

99

99

99

11,38%

1,99%

10,16%

3,59%

5,85%

23,08%

25,77%

7,55%

10,73%

ELONGATION FACTOR G (EF-G PROTEIN) [Ralsia solanacearum]

GVLGYTEDKVVATDFR
VVSWYDNEWGYSNK

LAAEDPSFR
NIGISAHIDAGK
LAFVNK

IGEVHDGAAT(MoxM)DWMEQEQER

FSALAFK

IGEVHDGAATMDWMEQEQER

MVFPEPVISQAVEPK
FNIIDTPGHVDFTIEVER

99,00000095
99,00000095

99,00000095
94,23856311
30,37988693

32,43465536
87,04306223

44,31607701

53,65246206

97,33254509

OXOGLUTARATE DEHYDROGENASE OXIDOREDUCTASE PROTEIN Rplstonia

solanacearum]

LTAAEGLER
GRLNVLVNTLGK
GRLNVLVNTLGK
LNVLVNTLGK

Enolase [Rubrivivax gelatinosus PM1]

TLIDLDGTDNK
AGYTAVISHR
RAGYTAVISHR
VQLVGDDLFVTNTK
AAAEESGLPLYR

Putative Ser protein kinase [Rubrivivalatjeosus PM1]

IEKPAGIANPK
KQILYLLGPVGGGK
KQILYLLGPVGGGK

Ribosomal protein L6P/L9E [Rubrivivax gelasus PM1]

QVVGQIAAEVR
QVVGQIAAEVR
QVVGQIAAEVR

Ribosomal protein S19 [Rubrivivax gelasins PM1]

LGEFALTR
QHVPVYVTDQMVGHK
LGEFALTR

Ribosomal protein L5 [Rubrivivax gelasne PM1]

IAGQKPVVTK
MYEFLDR
ITLNMGVSEAVSDKK
KAIAGFK
GNYNIGVK

99,00000095
74,15510172

96,7659432
97,72415222

97,83247435

57,8290183
30,54067674
99,00000095
97,12599448

98,48725413
97,72834189
99,00000095

95,21697179
98,56897342
99,00000095

95,086812
98,72409416
98,79323878

91,40298569
61,30427598
99,00000095
48,51985266
80,17606106

Succinate dehydrogenase/fumarate reductase, flaedprsubunit [Rubrivivax gelatinosus

PM1]

Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductaséH) [Rubrivivax gelatinosus PM1]

TGHAMLHTLYQQNVK

RLPSVFEIGHNFANVDITK

VVYELEHFGMPFDR

ASLEASVR
LLITGLLSNR
EAIAGDFLDGLSR

99,00000095
71,57398024
99,00000095

50,49506422

99,00000095
99,00000095
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0i|33601239 99 3,30% ATP-dependent protease La [Bordetelladiigeptica RB50]

RAIVAQFEQYVK 34,68111479
NPLFLLDEIDKLGMDFR 99,00000095
NPLFLLDEIDKLGMDFR 99,00000095
gi|47574115 99 9,00% Translation elongation factors (GTPadRapfivivax gelatinosus PM1]
MAASLGFK 57,39259906
NIGISAHIDAGK 94,23856311
MGIALGR 27,1341335
LAFVNK 30,37988693
EFGVEANVGKPQVAYR 99,00000095
IGEVHDGAAT(MoxM)DWMEQEQER  32,43465536
IGEVHDGAATMDWMEQEQER 44,31607701
0i|17429091 99 2,53% 2-ISOPROPYLMALATE SYNTHASE PROTEIN [Ralsta solanacearum]
IHTFIATSALHMEK 99,00000095
IHTFIATSALHMEK 99,00000095
gi|l47573135 98 5,45% S-adenosylhomocysteine hydrolase [Rulzvgelatinosus PM1]
AINVNDSVTK 57,53887461
KSAQIIGVTEETTTGVHR 99,00000095
SAQIIGVTEETTTGVHR 93,3575884
gi|37958837 98 11,28% putative HSP70 [uncultured bacterium]
ANSGLSEDEIQK 62,95099638
VKEFFGK 79,79160567
KDVNPDEAVAVGAAIQGQVLGGER  37,64363539
AKLESLVEELIER 98,33917546
GTPQIEVSFDIDANGILHVGAK 52,58537608
0i|24985765 98 5,66% isovaleryl-CoA dehydrogenase [Pseudomputida KT2440]
LYEIGAGTSEIR 90,2621631
DQVRTFVAAELAPR 28,57673419
DQVRTFVAAELAPR 38,11087801
LYEIGAGTSEIR 99,00000095
0i|9655083 98 2,12% polyribonucleotide nucleotigdyisferase [Vibrio cholerae O1 biovar eltor str68@1]
VAGTATGVTALQMDIK 98,37146829
VAGTATGVTALQMDIK 97,33615857
3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate (DARthase [Rubrivivax gelatinosus
gi|47573313 98 481%  PM1]
VYFEKPR 95,05860276
ELASGISAPIGFK 99,00000095
0i|15599469 97 9,96% 50S ribosomal protein L1 [Pseudomonagjaessa PAO1]
VVGQLGQILGPR 99,00000095
VGTVTPDVATAVK 92,41771365
0i|1032300 96 5,84% ribosomal protein L2
GTA(MoxM)NPVDHPHGGGEGR 91,34402599
GTAMNPVDHPHGGGEGR 97,12599964
gil47574141 95 17,36% Ribosomal protein S13 [Rubrivivax gelasins PM1]
MTIEGDLRR 69,7394336
MTIEGDLR 93,41841053
HAEIGLTAIYGIGR 86,52988825
0i|33596174 96 5,62% 30S ribosomal protein S2 [Bordetella paassis 12822]
MAPYIFGHR 75,62468103
(MoxM)APYIFGHR 90,9210607
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0i[47574112

0i[34104970

0i[33594763

0i[47573782

0i|15595337

0i|53724770

0i|47575392

0i|53725848

0i|46370300

0i[53717147

0i[47574921

95

95

95

94

93

91

89

87

86

85

84

5,88%

4,30%

22,64%

2,68%

11,23%

11,24%

21,99%

4,70%

6,80%

2,49%

4,79%

EGLLFQR 65,62780202
DNA-directed RNA polymerase, beta' sui®@ kD subunit [Rubrivivax gelatinosus PM1]

KGLADTALK 56,22280633

KPETINYR 27,44173511
APEIIVR 40,48697845
TFHIGGAASR 64,28163308
HIEVIVR 54,32118898
LLQSGFR 72,00810539
LMALELFKPFIFSR 43,72617863
EGLNVLQYFISTHGAR 74,99845807
LGIQAFEPVLIEGK 56,08083192

probable isocitrate dehydrogenase (NADRjdmobacterium violaceum ATCC 12472]
AVMPESTFAR 96,10967349

MLSIVPLMAGGGMYETGAGGSAPK  92,70715489
50S ribosomal protein L24 [Bordetellaapartussis 12822]

KGDEVIVLTGR 99,00000095
VDADHVLVEGVNVVK 71,75917463
Phosphoenolpyruvate synthase/pyruvatepphtes dikinase [Rubrivivax gelatinosus PM1]
ALAEAGAEIR 67,90855515
YEPEEENPMLGFR 99,00000095
alkyl hydroperoxide reductase subun®Ps={ildomonas aeruginosa PAO1]
VWHETSPAVGK 97,33278985
GTFVINPEGVIK 80,48579596
electron transfer flavoprotein, beta sitjBurkholderia mallei ATCC 23344]
VKSDGTGVDIANVK 98,46480527
MSMNPFDEIAVEEAVR 43,09440875
COGO0105: Nucleoside diphosphate kinasbrjiRvax gelatinosus PM1]
TLSIIKPDAVAK 82,32413594
ELMGATDPKK 71,37024834
LVHLSR 28,45062064
FEGAGLK 64,98794347
ATP-dependent Clp protease, ATP-binditoysit ClpA [Burkholderia mallei ATCC 23344]
EVTGANVLVAIFGEK 96,95362471

LIGAPPGYVGFDQGGLLTEAVTK 47,46487111

GItA [Bartonella phoceensis]

L(MoxM)GFGHR 55,90617826

IFILHADHEQNASTSTVR 91,78605405
outer membrane porin OpcP, putative [Boidéria mallei ATCC 23344]

GVEDLGGGLK 85,9267721

GVEDLGGGLK 84,91365409

Polyribonucleotide nucleotidyltransferase (polymatide phosphorylase) [Rubrivivax

gelatinosus PM1]

IRDVIGK 28,29495124
TVRPIEIR 50,64800445
AHVAGIAMGLIK 61,39671791

DGLLHISQIAHQR 81,45721325
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