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Introduction

INTRODUCTION

De nombreux microorganismes procaryotes et eutesymeuvent produire des spores,
gue ce soit pour leur reproduction ou pour leurtgmion face a des conditions
environnementales drastiques. Selon leur strucieme mode de formation et leur origine, les
spores bactériennes sont classées en quatre ¢aseges arthrospores ou conidies, produites
par les actinomycétes par exemple ; les kystesguiso par certaines bactéries Gram
négatives ; les exospores, observées chez certaipa@sobactéries et les endospores
(Sonenshein, 2000a). Dans le cadre de cette étodg me nous intéresserons qu’'a cette
derniere catégorie de spores, dont la formatiola ehaturation ont lieu a I'intérieur de la
cellule mere. Cette catégorie concerne principaldmeées bactéries Gram positives,
appartenant notamment aux genBzillus et Clostridium (qui appartiennent a la branche
phylogénétique ded-irmicutes) et qui sont largement répandues dans I'environnéme
(Carlin, 2011). Le genrBacillus correspond a des bactéries en forme de batonnéts (110
pm de long), chimio-hétérotrophes, généralementilemfprésence de flagelles péritriches),
habituellement présentes dans le sol. Ce sontai#sries aérobies strictes ou facultatives. Le
genre Clostridium correspond également a des bactéries Gram-pasitivais qui sont
fermentaires, anaérobies et habituellement chimyasmotrophes. Les bacilles de ce genre
font environ 1,5 & 20 um de long et se retrouvénegalement dans les sols ainsi que dans le
microbiote intestinal du tractus digestif (Cossstrial, 2004; Prescotet al, 2010). Dans ce
travail, nous nous intéresserons plus particuliergr la bactériBacillus subtilis B. subtilis
est « 'espece type » du genre et la bactérie Grasitive la plus étudiée. Son génome a ainsi
été I'un des premiers a étre complétement séqu@umdst et al, 1997). En réponse a des
conditions défavorables, ces bactéries ont dorzatmcité de former par enkystement des
endospores (appelées spores dans ce mémoire) ihgiabeent inactives et qui peuvent

survivre sous cette forme plusieurs millions d’asm@Nicholsoret al, 2000).

Les spores résistent efficacement a de nombrewséasipations environnementales comme

des traitements thermiques a plus de 140 °C, pissions de plus de 4 GPa, a un manque
de nutriments, a la plupart des agents antimicr@bineais également aux rayonnements UV et
y. Elles sont en outre capables de germer méme agrdengues périodes de dormance

(Nicholson et al, 2000; Driks, 2002; Nicholsoet al, 2002; Errington, 2003). En effet,

lorsque les conditions redeviennent favorables pawroissance, la spore peut retourner a
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son état végétatifvia la germination) et coloniser I'environnement paultiplication. Ces
spores représentent une préoccupation majeure ndiestiies alimentaires, car elles sont
responsables de détérioration d'aliments et deitd&ctions alimentaires en raison de leur
haute résistance aux procédés de conservation lidesnes. Les spores bactériennes sont
egalement connues pour étre des agents infectieimaax et humains. Elles sont
responsables de pathologies comme la gangrenesga@dastridium perfringenk le tétanos
(Clostridium tetan), le botulisme Clostridum botulinu ou encore la maladie du charbon
(Bacillus anthracis) Du fait de leur extréme résistance, notammerat dekshydratation, ces
spores sont des armes biologiques potentiellegs Blleuvent en effet étre disséminées
rapidement a travers le monde. Ainsi, en 2001,speses deB. anthracisont été utilisées
comme arme biologique (Prescettal, 2010). Il serait néanmoins intéressant d’utilisette
capacité a résister a des conditions environnenesntiastiques pour protéger, conserver et

délivrer des molécules d’intérét (Setlow, 2005).

Cette résistance des spores est due a leur seyzduticuliere et compartimentée (Atrih and
Foster, 2002). En effet les spores sont formégsudgeurs couches superposeées les unes aux
autres et caractérisées par des propriétés dife&rerun manteau protéique, un cortex fait de
peptidoglycanes, deux membranes phospholipidigtieendin, le protoplaste contenant le
matériel génétique et possédant une faible tenewae. A ce jour, bien qu'il y ait eu des
avancees majeures dans la compréhension de ltanegisextréme des spores bactériennes,
les points clés de cette résistance ne sont pagletament élucidés. La spore est une
structure particulierement peu perméable et posséntee faible mobilité de ses structures. La
membrane interne par exemple est particulieremaérassante car elle est généralement
définie comme la principale barriere de perméabjlises propriétés et sa structure sont
cependant encore mal connues (Covednal, 2004; Griffiths and Setlow, 2009). Cette
imperméabilité est d’ailleurs tres utile & la spaa elle lui permet de maintenir I'état
déshydraté du protoplaste et donc son état de daende manque de données sur les
structures de la spore et notamment ses strudeggsus internes provient notamment de sa

faible taille (~1 pum) et de sa compartimentation.

Dans ce contexte, I'objectif de cette étude estrdeux comprendre la formation et la
structure spécifique d’'une spore bactérienne desleelier a sa résistance. Cette meilleure
compréhension pourra permettre d’une part d’amgliles procédés d’inactivation des spores

et d'autre part d'utiliser la spore bactérienne ommmodele pour I'encapsulation de
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molécules d’intéréts qui seraient internaliséessdann protoplaste. Pour ce faire, il est
important de mettre au point de nouvelles méthod@svestigation ou d'utiliser des
techniques de caractérisation issues d'autres a@msacomme les sciences des matériaux et
qui sont applicables a la spore bactérienne. Cdbaués permettront d’analyser la faible
perméabilité et la faible mobilité des structures ld spore. Elles permettront également
d’observer I'effet de différentes perturbationspieoes pour modifier ces propriétés, sur les
structures de la spore.

Ce mémoire de thése est divisé en quatre chapitrdébute par une étude bibliographique
qui établit I'état des connaissances sur les spoaeteriennes. Une description du cycle de
vie des spores (sporulation, germination) est gimésentée apres avoir donné une breve
description de la structure de la spore. Ensuis, dpécificités de la structure sporale
impliquées dans la résistance sont présentées wamsseconde partie. Un détail de la
composition des différentes couches et leurs rddes les différentes résistances de la spore
est donné. Plus particulierement, les connaissasweks structure la plus impliquée dans la
faible perméabilité et rigidité de la spore, la nbeame interne, sont détaillées. Enfin, la
troisieme et derniere partie aborde certaines geations environnementales responsables de
modifications des structures et notamment permettamoduler la perméabilité et la rigidité

de la spore.

Le second chapitre du mémoire rassemble les miatétienéthodes utilisés pour réaliser les
travaux de recherches et détaille notamment lesnigges utilisées et développées pour
suivre I'évolution des structures internes de larapUne méthode innovante d’investigation

des membranes utilisant la fluorescence dans Ipg@&st développée.

Le troisieme chapitre présente I'ensemble destaisubbtenus au cours de ce travail de these.
La premiere partie concerne la mise en place étidation de méthodes de caractérisation
des structures afin d’étudier la faible perméabiit la rigidité de la spore. Ces méthodes sont
issues d'une part des sciences des matériaux etrel'gpart de I'utilisation de sondes
fluorescentes aux propriétés spécifigues. Danssegende partie, différentes perturbations
modulant les propriétés de la spore sont utiliséeéssi, la germination, méthode dite
« naturelle » est étudiee. L’effet de la tempémtaotamment dans la gamme de température
permettant I'activation thermique de la germinatiest également observé. Enfin, I'effet de
traitements combinant a la fois I'éthanol et la pénature, connus pour perméabiliser les
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structures de la spore, est caractérisé. Les natdns structurales de la spore en relation

avec son inactivation sont ainsi abordées dane dethiére partie.

Enfin, une discussion de I'ensemble des résultaisgmtés dans ce mémoire fera I'objet du

quatrieme et dernier chapitre de ce mémoire.
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1. La spore bactérienne, sa structure et son cycle de

1.1.  Structure et spécificité d'une spore « mature »

Certaines bactéries, appartenant aux gelasillus, Clostridium (batonnets) ou
Sporosarcina(coques) sont capables dans des conditions défdesrade produire une
structure de résistance particuliére : 'endospbaesporulation est le processus qui conduira
a la formation de cette forme cellulaire de résistaqui s’appuie sur une morphologie unique
et remarquable. En 1876, Robert Koch et FerdinaokinQoublient la premiére description
morphologique des endospores Be anthracis et B. subtilis (Eichenberger, 2007). La
Figure 1 présente ainsi une schématisation de stetteture de résistance.

Paroi de la cellule
germante A -

Membrane Manteau
externe
Cortex
Membrane Protoplaste
interne

Exosporium — 5
(absent chez B.subtilis)

~1lpm

Figure 1 : Schéma général de la structure de la spbactérienne (I'échelle des différentes structuen’est
pas respectée) et photographie en Microscopie Eleshique a Transmission d'une spore deBacillus
subtilis (MET). Echelle : 100 nm.

Cette forme cellulaire est multicouche, chaque heupossédant des spécificités

notamment en termes de composition.
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1.1.1.L’exosporium

Cette structure principalement protéique n’est gmés que chez certaines espéces de
Bacillus commeB. cereus, B. anthracisu Bacillus thurengiensignais est absente chez
B. subtilis. Il s’agit de la couche la plus externe de la sp@rette structure est constituée
principalement de lipides, de polysaccharides eprd¢cines (Matzt al, 1970; Setlow and
Johnson, 2007). Ainsi, pol®. cereusla fraction protéique représente 52% de I'exospor
Sa fonction reste cependant peu claire, mais ljgxdsm pourrait conférer aux spores des
propriétés d’adhérence aux surfaces du fait deasaren extrémement hydrophobe. En outre,

I'exosporium est plus hydrophobe que le manteaskik@waet al, 1989).

1.1.2.Le manteau (ou enveloppe)

Le manteau est constitué d’environ 30 a 80 protespmecifiques différentes et est
organisé en deux parties : I'enveloppe intern€egtveloppe externe (Setlow and Johnson,
2007; Leggettet al, 2012). Dans les spores dormantes, le manteaésape une grande
fraction du volume de la spore. En effet, son &mais est d’environ 77 nm pour un rayon
total de la spore d’environ 577 nm (Westpbalal, 2003). En approximant la spore a une
sphére, cela signifie que le volume de I'envelommésente environ 35 % du volume total de
la spore tandis que la fraction protéique de I'émmee représente 50 a 80% des protéines
totales de la spore (Leggedt al, 2012). Le manteau contient également des carlvategl
(6%). L'enveloppe interne a une apparence lamellair est peu dense en microscopie
électronique, au contraire, I'enveloppe externephss épaisse et plus dense aux électrons.
Bien que la plupart des protéines n’aient pas teea@gnnu, le manteau en lui-méme assure un
réle de protection du cortex contre les enzymedétgadation du peptidoglycane. En effet,
sans l'enveloppe, ces enzymes, comme le lysozymieaccés au cortex et entrainent sa
dégradation. Ainsi, le manteau joue un réle degmtain physique face a des bactériovores.
Des auteurs ont montré, par exemple, que le mard&aiti essentiel a la résistance a la
prédation par le protozoairEetrahymena thermophil&lobutcheret al, 2006) ou par le
nématodeCaenorhabditis elegan@.aaberki and Dworkin, 2008), en empéchant I'actes
enzymes muralytiques de I'héte au cortex de laespBette structure a également un réle de
protection face a certains agents chimiques (glldahyde, iode, agents oxydants,...). Ainsi,
des spores mutantes sans enveloppe sont tres lssrgibhypochlorite de sodium (eau de

Javel) (Ghostet al, 2008). Le mécanisme par lequel le manteau prdeegpore face a ces
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agents n’est pas tres clair : soit il joue un idebarriere de perméabilité (mais beaucoup de
composés semblent pouvoir traverser cette stryctsmé cette structure sert a détoxiquer ces
composés chimiques avant qu’ils ne pénétrent dengeljions internes de la spore. A ce jour,
a l'exception de CotA laccase qui intervient dams drotection contre le peroxyde
d’hydrogene (HO,) (Henriques and Moran, 2007), aucune protéineiggéta cependant été
identifiée dans ce rble (Setlow, 2006).

1.1.3.Le cortex

Le cortex est constitué d’'une forme de peptidogigcdhétéropolymere de deux
dérivés glucidiques, la N-acétyl-glucosamine (NAB)acide N-acétyl-muramique (NAM) et
de différents acides aminés) qui est similaire,sman identique, au peptidoglycane des
parois des cellules végétatives. Il s’en distinquag la présence de résiddslactam
muramiques (MAL). Cette particularité est a I'ongid’'un plus faible nhombrde chaines
latérales peptidiques et ainsi d’'une réductionalééticulation des brins glycanes (Popham,
2002). En effet seulement 3% environ des résidusviNdes spores d®acillus subtilis
contiennent des chaines latérales peptidiquesutéss, c’est-a-dire environ 11 fois moins que
dans la paroi d'une cellule végétative (Atehal, 1996). Le cortex contient également des
enzymes sous forme inactive, SleB et CwlJ, qui péient d’hydrolyser le cortex au cours de
la germination. Les résiduslactames sont nécessaires pour I'hydrolyse diexattirant la
germination. En effet, ces résidus font partie sl@sstrats reconnus par ces enzymes (Atrih
and Foster, 1999). CwlJ est synthétisée dans llale@hére et localisée spécifiquement entre
le cortex et le manteau. SleB est également présenet endroit mais aussi au niveau de la

membrane interne (Chirakket al, 2002) (Figure 2).

ME Ml

Figure 2 : Schéma présentant la localisation des Bymes de germination dans la spore bactérienne.
Cx : cortex, E : enveloppe, Ml : membrane interneME : membrane externe, P: protoplaste, Pa : paroi d
la cellule germante. D’apres (Setlow, 2003).

Le cortex semble jouer un role déterminant dandélshydratation et le maintien de I'état
déshydraté du protoplaste, parametre importanimuotnt dans la résistance des spores a la

chaleur humide. Cependant les mécanismes de désatyon sont encore peu compris
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(Setlow, 2006). Ainsi, le faible degré de réticidatdans les spores a été identifi€ comme un
mécanisme possible responsable de I'obtention eimdintien d’'un état déshydraté du
protoplaste. Cependant, certains auteurs ont moyttén plus fort degré de réticulation du
cortex n'affecte pas I'hydratation du protoplastaisrperturbe par contre la germination des
spores (Popharat al, 1996). Le cortex constitue une structure de t&@st® mécanique face a
la forte pression osmotique générée par la coret@mr importante des solutés dans le
protoplaste (Meador-Parton and Popham, 2000; PopP@d2; Zhanget al, 2012). Le cortex
pourrait avoir un réle dans la création et le mamtde I'état compressé de la membrane
interne pendant la sporulation et ce jusqu’a langeation (Cowaret al, 2004).

Entre le cortex et la membrane interne se sitymatai de la cellule germante. La structure de
cette couche de peptidoglycane apparait identiquella d’'une cellule végétative. Celle-ci

deviendra la paroi de la future cellule végétative.

1.1.4.Les membranes interne et externe

1.1.4.1. La membrane externe

Cette membrane, localisée entre le cortex et ldenanest peu connue et peu décrite dans
la littérature. Il s’agit d'une membrane fonctioaedors du développement de la préspore
mais qui pourrait ne plus I'étre dans la spore dona (Setlow and Johnson, 2007). Ainsi,
cette membrane semble ne plus étre integre daspoi@e et ne serait pas une barriere de
perméabilité importante (Setlow, 2006). Il a éténind chezBacillus megateriungue cette
membrane possede une composition lipidique différete celle de la membrane interne
(Swerdlow and Setlow, 1984). Cette membrane ne lsepas avoir de rble particulier dans la
résistance des spores aux radiations, a la chaleardes agents chimiques (Nicholstral,
2000) .

1.1.4.2. La membrane interne

Les propriétés de la membrane interne seront tBgaisuccinctement dans cette partie, la
membrane interne faisant I'objet d’'une partie udtére (cf 2.3). Cette membrane correspond
a la membrane de la future cellule végétative.@aposition lipidique apparait trés similaire
a celle de la cellule végétative (Griffiths and @&t 2009) avec cependant une proportion

plus élevée de cardiolipides pour les spores. lmposition protéique est quant a elle tres
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différente. En effet, bien que la membrane desileslvégétatives contienne de nombreuses
protéines, la membrane interne posséde, en pluspadines membranaires classiques,
d’autres protéines tres spécifiqu€es protéines vont étre des transporteurs, maisusutes
récepteurs de germination (Paidhungat and Setl0@])2 Cette membrane posseéde de plus
des propriétés uniques. Il s’agit d’'une importdrderiere de perméabilité, ralentissant I'entrée
de la plupart des molécules, aussi petite que kaylanine, dans le protoplaste de la spore
(Black and Gerhardt, 1962; Cortezebal, 2004). Ceci permet une protection face aux agents
chimiques pouvant altérer I'ADN. Elle possede despine trés faible dynamique, des auteurs

ayant montré que les lipides de cette membranetsempeu mobiles (Cowaat al, 2004).

1.1.5.Le protoplaste ou noyau

Il s’agit de la structure centrale de la sporeteoant le matériel génétique, la plupart
des enzymes synthétisées ainsi qu’'une moléculaiantitg tres abondante et spécifique a la
spore : I'acide pyridine-2,6-dicarboxylique ou acwipicolinique (DPA).

L’hydratation du protoplaste est considérée comailed, I'eau ne représente que 27 a 50%
du poids humide du protoplaste de spores, la vamigtant liee aux espéces et aux conditions
de sporulation (Storz and Hengge, 2011). Ainsicelfules végétatives contiennent environ

4 g d’'eau / g de poids sec comparées au cytopldssepores qui ne contient que 0,4 alg
d’'eau / g de poids sec, soit environ 10 fois m¢Bstlow and Johnson, 2007). Cette faible
teneur en eau est notamment liée a la présencelelgrstoplasme du DPA complexé en

majorité aux ions calcium a un ratio 1 : 1 (Ca-DPAinsi, des spores mutantes sans DPA
présentent une plus faible densité du protoplastioec une teneur en eau plus importante
(Paidhungatet al, 2000). En effet, Lindsagt al, ont corrélé la mesure de la densité du

protoplaste avec sa teneur en eau selon I' Equat{@mdsayet al, 1985).

y =—0.00254x + 1.460 Equation 1

Avec y, densité du protoplaste et x, teneur endegprotoplaste.

Le DPA représente environ 5 a 15% du poids setdetaspores. Cette concentration est telle
gue le DPA est au-dessus de sa limite de solulgiiteinget al, 2007). Cependant, il semble
gue la faible teneur en eau du protoplaste n’eng@as une mobilité importante de l'eau,
celle-ci ne serait que 30 fois inférieure & « deall libre» et comparable a un systeme
eau/protéine de 0,6 g eau/g protéine (Suatlal, 2009). Par contre, la mobilité des
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protéines et des ions a l'intérieur du protoplaste quant a elle quasi nulle (Cowanal,
2003). Une autre caractéristique du protoplastéaesleur de son pH, celui-ci diminuant de
1 a 1,5 unités durant la sporulation pour atteinoire valeur proche de 6. Cette valeur est plus
faible que celle mesurée dans les cellules vegémfclassiguement autour de 7,5-8) (Setlow
and Setlow, 1980; Magilet al, 1994). Ces changements de pH pourraient entraieer
changements dans le métabolisme et la synthése ateommolécules. Ainsi, la faible
hydratation et le pH jouent un réle essentiel dansodulation de la mobilité et de 'activité
enzymatique du protoplaste.

Une derniére caractéristique du protoplaste eptdaence de petites protéines solubles dans
I'acide ou « Small Acid Soluble Proteins » (SASRprésentant 5 a 10% des protéines totales
des spores dBacillusou Clostridium les plus répandus étant les SASEtB. Ces protéines,
spécifiques des spores, forment un complexe a®&aN’ et le sature, lui conférant une forme
compressée particuliere, une structure « ringdikemme le montre la Figure(Ragkousiet

al., 2000).

2 min

Figure 3: Observation en microscopie de fluorescerade spores d@acillus megateriummarquées apres 2
min de germination. a) marquage de I'ADN au DAPI b)immunomarquage des SASPsv/f. D'apres
(Ragkousiet al, 2000).

Cet assemblage permet de protéger 'ADN contre afebmeuses altérations (Setlat al,
1991; Setlow, 2007). Ces protéines sont synthéisaedivement dans la sporulation et
rapidement dégradées pendant la phase de germiri@ttlow, 2007). Le rdle du DPA et des
SASPs sera détaillé dans la partie 2.2.
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1.2. La sporulation

La structure compartimentée de la spore résulte dycle de formation unique qui
conduit la cellule bactérienne a former une endaspBe processus est appelé sporulation.
Les caractéristiques et la résistance exceptiomrml la spore sont fortement liées au bon
déroulement des différentes étapes de cette spiorul&elles-ci seront détaillées dans la

partie suivante.

1.2.1.Induction de la sporulation

L’entrée des cellules en sporulation dépend deelus facteurs, le principal stimulus
de ce processus étant la limitation en nutrimeBts.général, une limitation en source de
carbone, d’azote ou plus rarement de phosphore ipeuire une entrée en sporulation
(Nicholson and Setlow, 1990; Sonenshein, 2000bhsDaur environnement naturel (le sol
généralement), ces bactéries sont souvent con®@atén manque de nutriments et disposent
alors de plusieurs stratégies de survie. Lorsqueetssité cellulaire augmente, des peptides
spécifiqgues sont sécrétés et s’accumulent danslieunextracellulaire. Quand ces peptides
atteignent une concentration critique, reflétane darte concentration cellulaire, ils sont
« détectés » par des récepteurs a la surface dadeseet peuvent entrainer une
phosphorylation d’'une protéine clé de la sporufaticGpoOA (Hoch, 1976; Strauddt al,
1990). Le facteur de transcription SpoOA et notamment dgegré de phosphorylation
gouverne la décision de I'entrée en sporulationsrégialement d’autres stratégies de survie.
En effet, un faible degré de phosphorylation coralplutét a la formation de biofilms ou a du
cannibalisme alors qu’un degré élevé entraineraplaulation (Lopezet al, 2009). Ces
phosphorylations sont sous le contréle de kinaBesngton, 2003; Higgins and Dworkin,
2012). Le cannibalisme a ainsi été observé éheabtilis La lyse de cellules qui ne sont pas
encore entrées en sporulatiorg différentes enzymes, permet de libérer des nutrisné€eci
va permettre aux cellules ayant initié la sporolatie continuer a croitre plutdt que de
terminer la sporogénese ou de réaliser une spmmilatefficace » au moment opportun.
Ainsi, le cannibalisme, permettrait de retarderdeours a la sporulation (Gonzalez-Pastior
al., 2003). La sporulation semble étre I'ultime resyouisqu’il s’agit d’'un processus long et
couteux en énergie (Errington, 2003). L'entrée morwdation nécessite un autre facteur de
transcription, le facteus”. Celui-ci, en partenariat avec SpoOA, serait impdi dans la

division cellulaire asymétrique qui conduirait a dporulation (Hilbert and Piggot, 2004;
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Piggot and Hilbert, 2004). Les facteurs sigma sas sous-unités protéiques qui s’associent
transitoirement avec 'ARN polymérase. Une foisoasss, ces facteurs sigma déterminent
ainsi la spécificité de liaison de 'ARN polyméraseec des régions promotrices de ’ADN,
augmentant la transcription de sous-ensembles desgémpliqués dans des processus
spécifiques(Gruber and Gross, 2003; Prestadt, 2010), ici la sporulation.

Spo0A agit aussi en activant d’'autres genes spéei§i clés de la sporulation, notamment
ceux impliqués dans I'activation de facteurs siggpécifiques a la sporulation (McKennety

al., 2013).

1.2.2.Formation d’une spore mature : la sporulation

Face aux conditions extrémes de son environnengecgtllule va, en dernier recours,
initier la sporulation. Il s’agit d’'un processusntplexe, divisé généralement en 7 étapes,
controlé par 4 facteurs sigma distincts en plus'dé@iggot and Hilbert, 2004). Ces facteurs
sigma sont spécifiqgues de la sporulation et comtitfexpression de genes de la préspore et
de la cellule mére en début de sporulatignef o5, respectivement) et plus tardivement dans
la sporulation ¢© et 6" respectivement) (Hilbert and Piggot, 2004; De Hebal, 2010).

La cellule végétative mere est considérée commntapé0-1. La Figure 4 schématise les

étapes conduisant & une spore mature.

Etape Il Etape Ill

Enveloppe

@ \ Enveloppe

Membrans

- externs

Division cellulaire Invagination o —Cortax

i %

Cycle S % “f Membrane

végétatif B Chromosomie SponiNtion interne

- .
Scissipa
Et |
ape \ . / e
—‘\ s
).
LW
\-.-’

Etape IV-V
| Lyse de |a cellule méare ‘

Etape VI-VII

Figure 4 : Schéma simplifié des étapes du cycle dporulation et de germination chezBacillus subtilis
D’aprés (McKenneyet al, 2013).
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Elle débute par une division cellulaire asymétrique pi@$un des pdles de la cellule, cette
étape est controlée par SpoOA &t Le septum de division pendant la sporulation est
similaire mais non identiqgue a un septum de divigiellulaire classique, et contient une fine
couche de peptidoglycane séparant les deux commeants (Higgins and Dworkin, 2012).
Ceci correspond a I'étape Il de la sporulation.d2am cette étape, la cellule mére synthétise
un certain nombre d’enzymes (principalement exthaleges), incluant desi-amylases,
protéases et nucléases ainsi qu'une variété diatitjbes extracellulaires. En conséquence
de cette division asymétrique, deux compartimeoitd ormés : un plus petit, la préspore et
un plus grand, la cellule mére.

Chaque compartiment s’engage dans une voie derafiff@ationvia différents facteurs
sigma,s” dans la préspore &f dans la cellule mére (Parket al, 1996; Piggot and Hilbert,
2004; Leggetet al, 2012) o' entrainera I'activation de génes impliqués darsyfghése de
récepteurs de germination, le développement destiteamts du cortex de la future spore, la
réparation de I'ADN et la communication avec le partiment de la cellule mere (Waeg

al., 2006).Le septum commence ensuite a s’incurver et finahtma préspore devient
completement intégrée a lintérieur de la cellulerenll s’agit de I'invagination, considérée
comme ['étape Ill. La préspore est englobée parcddule mere, dans un processus
ressemblant a une phagocytose (Higgins and Dwo2kih?; McKenneyet al, 2013). Apres
l'achévement de l'invagination, la préspore essdlbre dans la cellule mére et entierement
entourée par deux membranes, interne et exterest &'partir de ce stade que I'on parle de
« commitment », c'est-a-dire que lI'engagement danwsoie de la sporulation devient
irréeversible (Parkeet al, 1996; Higgins and Dworkin, 2012).

Durant I'étape IV, deux couches de peptidoglycaneat ssynthétisées entre les deux
membranes : une couche épaisse correspondant &x @brla paroi de la future cellule.
Cette synthese résulte de I'action de genes expraaas la cellule mére notamment sous le
contréle des™, mais aussi de® (Errington, 1993; Vasudevaet al, 2007). Cette étape est
suivie par I'étape V qui voit la synthése de I'cloppe a I'extérieur de la spore en
développement. Il a cependant été décrit que FaBkEge du manteau commence juste apres
l'invagination et continue tout au long de la spation. Celui-ci est composé d’au moins 70
protéines individuelles qui sont produites parddute meére et commencent a se localiser a
la surface de la spore pendant linvagination. Ipeécurseurs du peptidoglycane sont
egalement synthétisés dans la cellule mere etasm@minés a travers la membrane externe
de la préspore (Vasudevanal, 2007; McKenney and Eichenberger, 2012). En m&mp$

que la formation du cortex, la préspore perd dmulet des ions comme le potassium)(K
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suscitant une forte diminution en volume et unsdmasimultanée du pH d'environ une unité.
La diminution du contenu en eau de la spore s’apagme de I'absorption de cations {Ga
Mg? *ou Mrf *) et du DPA qui est synthétisé dans la cellule mérelpnt les étapes IV et V.
La derniere période de développement des sporestiaration appelée étape VI, se produit
avec peu de changements morphologiques manifdstesatériau de I'enveloppe devient
plus dense en apparence) mais au cours de ceitelg@éles propriétés caractéristiques de
résistance a la chaleur, de dormance et de geiomnnapparaissent successivement. La
cellule mere se lyse ensuite pour libérer la spuature, il s’agit du dernier stade, I'étape VII
(Nicholson and Setlow, 1990; Errington, 1993; Ldgge al, 2012). Cette spore libérée,
métaboliguement inactive, est ainsi résistante andeabreux stress environnementaux
extrémes (hautes températures, radiations, détstgaivants chimiques,...) et peut rester a
I'état de dormance sur une trés longue périodem@s (Errington, 2003).

Les deux termes « matures » et « métaboliquemeattive » doivent étre pris avec
précaution lorsqu’on parle de spores qui viennégtrel libérées de la cellule mére. En effet,
des auteurs ont montré, que des spores récoltéatetnent apres leur libération, sont moins
résistantes a la chaleur que celles récoltées ansn2d h plus tard. Ceci serait lié a une
maturation supplémentaire de I'enveloppe, elle-mémlge a une activité enzymatique
(Sanchez-Salast al, 2011). De plus, il semble que ces «jeunes »esppossedent une
dynamique de transcription (période adaptative)y'entreraient en réalité en dormance que

guelques jours apreés la fin de la sporulation (8egal, 2012).

Dans les cultures de laboratoire, la sporulatiommence au début de la phase stationnaire
lorsque les nutriments sont épuisés (Nicholson &wmdlow, 1990; McKenney and
Eichenberger, 2012). La Figure 5 présente ainsiesnmé des étapes de la sporulation en
fonction de la densité optique ch& subtilisa 37 °C. Du point de vue d’une spore

individuelle, la sporulation dure environ 8 a 1(D® Hoonet al, 2010).
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Figure 5: Courbe de temps idéalisée de la sporulath chezBacillus subtilisa 37 °C avec les différentes
synthéses caractéristiques et I'apparition de difi&ntes résistances. (D’aprés Nicholson et Setlow9d0).

1.3.

développement

Le

retour

a

I'état végétatif :

la germination et

le

Les spores sont formées lorsque les conditionsramwmentales de la bactérie sont

défavorables. Inversement, lorsque ces mémes mlitedeviennent viables pour le

microorganisme, la spore va entamer son retoutatl'végétatifvia la germination. La

germination est une série d’événements entraireangelte de propriétés spécifiques des

spores et est déclenchée par des solutés spésifigesminants), par la variation de certaines

grandeurs physiques ou parfois spontanément (Fastedohnstone, 1990).

Cette transition de I'état de spore a celui deuteNégétative implique 3 étapes : I'activation,

la germination et le développement.

1.3.1.L’activation : une étape facultative

L’activation prépare la spore a lever son état deménce. Elle permet souvent a une

population de spores de germer plus rapidementfiea@ment. Ainsi, Yi et Setlow, ont

montré une diminution du temps d’entrée en gernunadt de la libération du DPA apres une

activation thermique (Yi and Setlow, 2010). Il stagependant d’'un phénomeéne réversible,
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c'est-a-dire qu’en absence de déclencheurs (deirgetts), la germination n’aura pas lieu et
la spore restera en état de dormance (Kewiaasl, 1964; Zhanget al, 2009). Les spores
activées gardent ainsi la plupart des propriétés gpres dormantes. Un certain nombre
d’agents sont responsables de l'activation biemmgi’'exposition a un traitement thermique
sublétal (70 °C / 30 min par exemple) soit la pitissée.Celle-ci peut aussi étre déclenchée
par un faible pH (< a 4,5) ou bien une expositibimique (mercaptoethanol) (Keynahal,
1964),. Les mécanismes correspondants a l'activaimt encore peu connus cependant, la
modification de la conformation d’une ou de plusgeprotéines semble étre impliquée. Ainsi,
Keynan et al, suggérent que la chaleur modifie la structurdiciee d’'une protéine
responsable de la maintenance de I'état dormarddinisant les ponts disulfures qui stabilise
cette protéine dans une configuration particuli@¢eynan et al, 1964). La dénaturation
partielle de cette protéine serait réversible paxydation des ponts disulfures réduits. Zhang
et al, ont observé par spectroscopie Raman, des maiilifits dans les ratios d’intensité des
bandes caractéristigues du DPA, suggérant une ivatitth de I'environnement de ce
composé a l'intérieur du noyau, a des températoggspondant a I'activation (Zhaeg al,
2009). Une dénaturation protéique a également litérece (Keynaet al, 1964; Zhanget

al., 2009). Yi et Setlow, en comparant 'augmentatilbnniveau d’expression de récepteurs
par spore (utilisation de mutants) a I'activatidrerimique, suggerent que cette derniére
pourrait également étre a l'origine d’une amélimmatde I'accessibilité ou de la réponse de
ces récepteurs, dans un mécanisme qui reste peuland Setlow, 2010). L’activation
thermique pourrait aussi étre associée a un éveartdhmrmique (relaxation enthalpique et/ou
transition vitreuse) observé aux alentours de tettgérature par plusieurs auteurs, et qui est
réversible aprés plusieurs jours, bien que la siracconcernée ne soit pas bien élucidée
(Ablett et al, 1999; Leuschner and Lillford, 2003).

1.3.2.La germination : un phénoméne complexe et multidet

Contrairement & la sporulation, la germination @st événement irréversible. La
période précise correspondant a la germination golesplusieurs définitions suivant les
auteurs. On considere en général qu’elle corresmand événements qui ont lieu apres
linduction et qui ne nécessitent pas d’énergie abélique (pour la différencier du
« développement») (Setlow and Johnson, 2007). baigation peut avoir lieu en réponse a
de nombreux stimuli comme certains acides aminésifigues, des nucléosides, des sucres

mais aussi des germinants non métabolisables catemeurfactants cationiques, des ions, le
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DPA, mais aussi des traitements physiques commédates pressions (Gould and Sale,
1970; Setlow, 2003). Ces germinants peuvent aldrgeat la germinatiorvia I'activation de
récepteurs de germination (localisés dans la membiaterne) owia une action sur des
voies avales. La Figure 6 présente ainsi les @iffisr stimuli (en rouge) et voies d’entrée en

germination (en mauve).

Nutriments
Pression de 100-200 MPa l (Protéines GerP ?)
\ Récepteursala
germination

(homologues de GerA) Pression de 500-600 MPa

Alkylamines ——> Libération des ions et du Ca?* -

DPA (protéines SpoVA?\

, . . Ca?* - DPA traversele
Réhydrataion partielle du ,
cortex et 'enveloppe

rotoplaste et déformation )
PR ducortex? l Ca® - DPA exogéne
Activation de

CwlJ

—> Activation de
SleB /
\ Hydrolyse du cortex et

hydratation complétedu<——
protoplaste

l

Achévementde la
germination

Traitement au lysozyme
de spores sans
enveloppe

Figure 6: Différents facteurs inducteurs de la gerrmation. D'apres (Setlow, 2003).

Le DPA et les alkylamines sont des germinants plutdversels au contraire des
nutriments qui sont souvent spécifiques a une esg8etlow and Johnson, 2007). Il a
récemment été montré que des petits fragments pledpglycanes (muropeptides) peuvent
étre a l'origine d’'une germination, ces fragmenés lent a une protéine kinase de la
membrane interne (Shadt al, 2008).Les muropeptides sont produits lors de la dégradati
du peptidoglycane, il s’agit d’'une caractéristiquormale lors de la croissance. Ainsi un haut
niveau de ces composés dans I'environnement pgoifisr une croissance abondante de
bactéries (Gram positives) et donc un environnerfamirable a la vie (Setlow, 2008).

La germination est une série d’événements se d@ruhormalement, dans un ordre
particulier. Ainsi, initialement, la mise en cortawec un (ou plusieurs) des germinants cités

précédemment entraine une série de réactions déelein’entrée en germination, méme si le
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germinant est enlevé. Setlow décrit ainsi la geatmam en 2 étapes constituées de plusieurs

stades (Setlow, 2003). Les étapes | et |l sont agigmatisées sur la Figure 7.

Etape |
Germlnants 1. Sortie d’ions et DPA
2. Hydratation partielle du
protoplaste
Actlvatlon (pH 3. Perte de la résistance therm' e
_—
@ Etape Il
A Par0| de la cellule l- Hydrolyse du cortex
germante 2. Hydratation supplémentaire du
Enveloppes protoplaste
Développement: 3. Expansion du protoplaste
1. Métabolisme 4. Perte de toute résistance
2. Dégradation des SASPs 5. Perte de la dormance

3. Synthése de macromolécules
4. Sortie de I'enveloppe

N

-

NN

Résidus d’enveloppes

Figure 7 : Déroulement du processus de germinatiod’'une spore bactérienne D’'aprés (Santo and Doi,
1974; Setlow, 2003).

Le premier stade serait une libération de catioosawalents (K, Na') issus probablement du
protoplaste de la spore. La germination se pouparita libération d’'une grande quantité de
DPA et d’ions C#, initialement présents dans le protoplaste desespsous forme de
complexe Ca-DPA. Cette reprise des flux peut &tliée & une modification de la membrane
interne lors de la germination. En effet, la fltéddde la membrane interne augmenteaet s
perméabilité augmente de plus de cent fois en dédwfermination (Swerdlowt al, 1981;
Cowanet al, 2004; Setlowet al, 2008) Le DPA est ensuite remplacé par de I'eau contribuan
a augmenter I'hydratation du protoplaste. Ceciits@rd’'origine d’une premiere perte de
résistance de la spore, la résistance a la chaleuide. Par contre cette étape a peu d'effets
sur la résistance a d’autres agents et ne pernsetlapeeprise d’activité enzymatique ou
'augmentation de la mobilité des protéines (Cowaal, 2003; Setlow, 2003).e cortex est
ensuite dégradén effet, la sortie de DPA active elle-méme, pag $pores d8acillus
I'hydrolyse du cortexvia I'activation d’'une des 2 enzymes de dégradatiGuwlJ ou SleB.
Ces deux enzymes reconnaissent les résidastam muramiques (MAL) et sont localisées
de maniere adjacente a la surface externe et entduncortex (Paredes-Salgaal, 2011)
CwlJ est probablement activée directement par une footecentration en DPA mais le
mécanisme d’activation de SleB est encore mécohme faible concentration en DPA

semble pouvoir activer cette enzyme pour compl&egermination. Il a également été
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suggéré que SleB pourrait étre activée par la vamiade la pression exercée sur le cortex
alors que la plupart du DPA est libéré (Maggel, 2008; Paredes-Sabga al, 2011).

Par la suite, I'hydrolyse du cortex va permettreoca tour au noyau de s’expanser et de
s’hydrater complétemenmwia une absorption d’eau supplémentaire. Le volumiadgpore va
ainsi étre multiplié par 2 a 3 (Setlow and Johns2®()7). Cette hydratation va permettre
l'activation d'enzymes et l'initiation du métaboles dans le noyau de spores (Yi and Setlow,
2010) et correspond ai™ et dernier stade. Cette étape s'accompagne égatieiome perte
supplémentaire de la résistance extréme des sparas.ces meécanismes et événements se
déroulent sans activité métabolique énergétiquectaile (Setlow, 2003Re plus, a I'échelle
d’'une spore individuelle, la germination peut é&nés rapide, de 30 secondes a 2 minutes.
Cependant & I'échelle de la population le tempst @€ bien plus long car les spores
déclenchent I'entrée en germination aprés des telmpatence tres différents.

Les spores possedent des propriétés particuliéresfdngence, ainsi une spore dormante et
mature est dite « phase bright » et apparait comneestructure brillante en microscopie a
contraste de phase. La germination s'accompagra derte de la réfringence et les spores
deviennent « phase dark ». Koeg al, en combinant microscopie a contraste de phase,
fluorescence et spectroscopie Raman, ont obser/@rmgi perte de réfringence trés rapide (au
niveau d’'une spore individuelle) et concomitanteala libération de la majeure partie du
DPA, suivi d'une nouvelle baisse plus lente deéfangence (~ 30% ) due a I'hydrolyse du
cortex (Konget al, 2010).

Ainsi, nous avons pu voir qu’il existe deux typesabnstituants nécessaire a la germination
des spores, les récepteurs a la germination aimslas enzymes de lyse du cortex. Ces deux
constituants peuvent ainsi étre les cibles deetranhts provoquant I'inactivation des spores

en inhibant leur germination (Setlaav al, 2002).

1.3.3.Le développement (ou émergence)

Il s’agit de la derniere étape de la germinatiom.développement est défini comme
'ensemble des événements ayant lieu apres la gatiom incluant [initiation du
métabolisme, la synthese de macromolécules, I'éemery ainsi que la croissance de la
nouvelle cellule (cf. Figure 7). A la suite de #pt I, I'hydratation du protoplaste correspond
a celle d’'une cellule végétative et la mobilité gestéines est restaurée. En conséquence, il y
a reprise d’activité enzymatique dans le noyauspeses (génération d’ATP, dégradation des

SASPs, catabolisme de certains acides aminésdsstette dégradation,...) (Setlow, 2003).
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Deés les premiéres minutes de I'émergence, I'ARN sssithétisé a partir de nucléotides
stockés dans la spore ou provenant de la dégraddtociens ARN (Nicholson and Setlow,
1990; Setlow and Johnson, 2007). En ce qui condemprotéines, leur synthése arrive peu
de temps aprés celle de I'ARN et utilise en grapaeie des acides aminés provenant de la
dégradation des SASPs dans les 20 a 30 premieragenide I'émergence. La synthese
d’ADN arrive plus tard dans le processus, aprésrenv5 minutes (Santo and Doi, 1974).
Bien que les spores utilisent des réserves endeg&aehévement du développement, qui
peut prendre a peine 90 minutes, nécessite desneats exogenes (Setlow and Johnson,
2007). Ce processus voit le volume de la spore getencontinuer a augmenter, nécessitant
ainsi la synthese de membrane et de composésapariéiu niveau structural, aprés environ
50 minutes, il est possible de voir I'émergencend’ucellule qui sera suivie aprés
environl heure par son élongation. Au bout d’envi®0 minutes, deux corps nucléaires sont
observés suivis par une division cellulaire. Il @sirs possible de visualiser les fragments de
I'enveloppe aux péles opposés de la cellule ersiimi(Santo and Doi, 1974).

En effet, 'enveloppe est également altérée lorsedprocessus. Elle se dégrade et se fissure
partiellement durant la germination, mais le mésauei par lequel cette dégradation est initiée
n'est pas encore élucidé (Moir, 2006).

Aprés avoir décrit la structure de la spore, noogsnintéressons dans la partie suivante a

'impact de son cycle de vie sur la santé humaine.

1.4. Les spores bactériennes: impact pour ['alimentatio

humaine et la santé

1.4.1.Pathogénicité

La germination est une partie du cycle de la sppiepeut, dans le cas d’espéeces
pathogenes, étre a l'origine de maladies et/outakinations alimentaires. Elles peuvent
également provoquer la détérioration des alimemtéamment des aliments en conserve
(apparition de flaveurs de type rance ou aigredl¢ée 2005; Setlow and Johnson, 2008).
cereusest un exemple de bactérie responsable d’infectedimentaires. Ces bactéries sous
forme de spores peuvent contaminer des alimentsneota riz, les pommes de terre ou la
viande. Elles peuvent alors résister a la cuissoawréchauffage. Leur forme végétative peut

produire des entérotoxines dans l'aliment ou dam®stin de ’'homme qui sont responsables
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de forts vomissements et diarrhées. Les bacténegyahre Clostridium peuvent aussi
provoquer des intoxications aigles. Ainsi, la forrégétative deClostridium botulinum
produit une toxine thermolabile responsable duli=ote, Clostridium perfringengeut quant

a elle provoquer des intoxicationga la contamination d’aliments. La sporulation dans
l'intestin, suite a I'ingestion, provoquera la dyase d’entérotoxines.(Cossaitt al, 2004;
Prescottet al, 2010).

En plus des intoxications, les bactéries sporutapiuvent également provoquer d’autres
maladies. Ainsi,C. perfringensest également responsable gangrenes gazeuses post-
traumatique, suite a une contamination de tisseissBs par des spores. C’est la germination
deC. perfringengyui est responsable de la production de la toxpdiquée (toxinen).

Bacillus anthracis(ou anthrax)une bactérie du sol, est lI'agent pathogéne de ladieadu
charbon, qui est une maladie animale hautementtiatese pouvant étre transmise aux
humains par contact avec des animaux infectés. dcdéble produit en effet des toxines
« charbonneuses ». Les spores sont ingérées pdretbs/ores, les animaux deviennent
infectés a leur tour, et les bactéries proliferdans les vaisseaux lymphatiques exprimant

alors les exotoxines, ce qui conduit finalemera mbrt de I'animal (Figure 8).

"’ Ingestion

Sr:irf?él?;tig): ;;ns les “SPORE"
vaisseaux lymphatiques. . .
Libération massive des
formes végétatives dans .
le sang avant la mort de Sporulation
'animal.

0 & %

(-

% S ——)

FORMES VEGETATIVES
Dispersées a la mort de 'animal

Figure 8 : lllustration du cycle d'infection des anmaux par Bacillus anthracis D'aprés (Jensen et al.,
2003).

La contamination chez 'lhomme se fera principalemEnmaniére directeia des coupures
ou plus rarement de maniéere indirecte par inhalatie spores. L’anthrax peut également
provoquer des infections intestinales (Jeretea, 2003; Setlow, 2005; Prescettal, 2010).
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1.4.2.Spores comme agents probiotiques et vecteurs apbétiques »

Lorsqu’elles retournent a I'état végétatif, leoms peuvent étre responsables d'un
certain nombre de maladies. Pourtant, la formagbria structure de la spore présentent
également des intéréts pour I'alimentation ou dé&a
Ainsi, les spores bactériennes sont utilisées copnoigiotiques depuis au moins 50 ans, bien
que l'utilisation desBacillus comme bactérie sporulante a gagné en intérét sldpsi 15
derniéres années (Cutting, 2011). Les probioticqoed définis comme des microorganismes
vivants, qui lorsgu’ils sont administrés en quantidéquate confere un effet bénéfique a
'héte (WHO/FAO). La résistance extréme des spores semble leur fiegnde passer les
stress drastiques que représente le systeme gaststinal. En effet, plusieurs travaux ont
montré la sensibilitén vitro de cellules végétatives dacillus de différentes espéces a un
fluide gastriqgue simulé ou aux sels biliaires. Anttaire, des études menées sur des spores de
B. subtilisont montré une trés bonne résistance des spoxeffuales gastriques ou aux sels
biliaires bien qu’il semble que la germination qmdtrtiellement inhibée par ces sels (Hong et
al., 2005). L'intérét d'utiliser les spores commeolpotique provient également de la
possibilité de conserver le produit a températunbiante sous une forme déshydratée, sans
aucun effet délétere sur la viabilité (Cutting, 2D1Plusieurs études ont cherché a savoir
comment fonctionnait I'effet probiotique obtenu pes spores et/ou les cellules végétatives.
Bien que le genrd®acillus concerne des bactéries aérobies facultativegnilbte qu’elles
puissent, sous conditions appropriées, se dévalgms conditions anaérobies comme celles
retrouvées dans le systéme gastro-intestinal (Horad., 2005). Il semble ainsi qu’un certain
pourcentage d’inoculum de sporesRBigcillus (> 10%) peut germer dans le petit intestin, se
multiplier (de maniére peu importante) puis resfar(Casula and Cutting, 2002; Tanhal,
2006; Leseet al, 2008). La capacité des microorganismes a suliycle semble cependant
dépendre des souches, Tatmal, ayant observé une meilleure capacité pour deshesude
B. subtilisisolées d’un milieu naturel que pour des soucledsalgoratoire. lls ont ainsi montré
un temps de séjour dans l'intestin de souris piag pour ces souches (Tanal, 2006). La

Figure 9 représente ce cycle.
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Ingestion des spores
probiotiques

Estomac pH acide (pH<2), enzymes
stomacales, nutriments en transit
-> Résistance de la forme sporale

Duodénum sécrétions
pancréatiques et biliaires
-> Résistance de la forme sporale

pH 7-8, présence de Jejunum

nutriments 3
- Germination lieon

Colon descendanfAnoxie, diminution de
la quantité de nutriments, enzymes
bactériennes

-> Sporulation

Figure 9 : Schéma du cycle des spores bactérienrizms le systéme gastro-intestinal.

L’effet probiotique d0 aux bactéries sporulantesnetamment aux especes B8acillus
semble étre relié aux spores germantes. Cellassciteraient des réponses immunitaires dans
le tractus gastro-intestinal (observées notammentdses modeles murins) cause d'un effet
probiotique (Cutting, 2011). Un autre des mécanssmensidérés comme important est la
production de molécules antimicrobiennes par cetéhas (Honget al, 2005).

Plus récemment, l'utilisation des spores bactégsnmotamment dé3. subtilis a été
envisagée comme « véhicule » de vaccins. L'idéedesdiliser le potentiel de I'enveloppe
pour l'affichage d’antigenes hétérologues, ensaiit notamment les protéines CotB ou CotC

de I'enveloppe comme le montre la Figure 10 (Rexoa Cutting, 2003).

Enveloppe externe

Cortex
Protéinede I'enveloppe
»

(protéine vectrice)

Protoplaste

/ Protéine hétérologue
(protéine passagere)
Enveloppeinterne

Figure 10 : lllustration de I'affichage de protéines hétérologues a la surface des spores bactériennes
D’aprés (Ricca and Cutting, 2003).
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Ainsi, des spores dB. subtilis affichant I'antigene du fragment C de la toxinéaméque
(TTFC) ont été utilisées pour la vaccination oralenasale et ont montré la génération de
réponses mugqueuses et systémiques chez un modsfe (Duc et al, 2003). De méme, la
production de spores exprimant un antigene cibhdreain parasite a été réalisée. Ce modele
a été utilisé pour une vaccination orale chez teetaa montré une réponse de la muqueuse
chez ces animaux. Il semble que cet antigéne egpsum les spores d& subtilisprovoque
bien une réponse immunogéne et peut fournir unatégle protection contre le parasite
(Zhouet al, 2008).

Ainsi, la spore bactérienne est une structure cellaire multicouche dormante issue d'un
processus appelé sporulation qui intervient lorsqueertaines bactéries sont placées dans
un environnement défavorable. Lorsque des conditiafavorables reviennent, ces sporgs
sont réactivables et peuvent revenir a un état vétgif via la germination. Ces bactéries
pathogenes peuvent sous la forme de spore résisteune grande variété de traitements
drastiques naturels (tractus digestif, déshydratabn) ou mise en place par I'homme
(pasteurisation, séchage, congélation) et ainsi daminer 'homme en provoquant des
intoxications alimentaires et/ou maladies. En effeles nombreuses spécificités dans leyr
composition et leur structure unique sont a l'orighe d’une extréme résistance des spore¢s

a une grande variété de contraintes physiques telles gua chaleur séche et humide, le

"2

radiations UV et y ou encore lesagents oxydants. La composition particuliere de |
spore, a un rdle important dans sa résistance extmée aux stress environnementaux. U
autre facteur important dans cette résistance estasfaible permeéabilité, due notammen
a sa membrane interne mais également a d’autres sirtures plus externe comme

'enveloppe. Ces deux paramétres feront I'objet d& partie suivante.
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2.Résistance extréme de la spore aux stress

environnementaux

2.1. Comparaison entre cellules végeétatives et spores

Les procédés classiques de décontamination, comanepabteurisation ou la
stérilisation utilisent la chaleur humide pour dé®& les microorganismes. Les barémes de
pasteurisation sont connus pour ne pas étre effisac les spores bactériennes, au contraire
de la stérilisation dont le bareme a été initialetabli pour détruire la totalité des formes
sporulées (120 °C /20 min). Les spores sont emet efenéralement résistantes a des
températures 40 °C plus élevée que les celluleétatges en chaleur humide (Setlow, 2006)
(Tableau 1).

Tableau 1 : Différences observées entre spores etllales végétatives deBacillus subtilis: structure et
résistance face a différents traitements. D’aprésSgtlow et al, 2002; Setlow, 2005; Setlow and Johnson,
2007)

Cellules végétatives Spores dormantes

Caractéristiques structurales

Surface Gram positive (majorité). Paroi cellulaire Enveloppes. Epais cortex
Apparence microscopique Non réfringente Réfringente
Contenu en Calcium Faible Eleve
DPA Absent Présent
Contenu en eau Elevé, 80-90% Faible, 25-50% (protoplaste)
SASPs Absente Présente
Métabolisme Présent Trés faible ou absent

Résistance (en % de survivants a moins d’une autre indication)

Chaleur humide-85C 30min <10* 79
Valeur de D 4 65C <15sec 105 h
Chaleur séche-120T 30min <10° 14
Lyophilisation et réhydratation 2 > 90
Radiation UV & 254 nm — 315 J/m* <10° 10
0.5 M HCI-24C 30 min <10° 65
Ethanol 70% 65 T <1072 (1 min) 59 (1 h)
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Les différences observées entre cellules végeétativepores sont a la fois constitutives, c’est-
a-dire au niveau de leur structure et compositioais aussi dans leur résistance a différents
procédés. Ainsi, la spore posséde des composésigpes comme le DPA ou les protéines

SASPs. Cette différence dans leur constitutionneshmment responsable de la meilleure
résistance des spores a divers traitements. Teustress existants ne sont pas répertoriés, il
est ainsi également connu que les spores sontgdistantes que les cellules végétatives aux

radiationsy ou aux hautes pressions (Nicholstral, 2000).

2.2. Propriétés du protoplaste impliquées dans la Bgist

extréme des spores

2.2.1.Faible hydratation et mobilité réduite des comptsdn protoplaste

Comme indigué précédemment, le protoplaste desespmntient une faible teneur en
eau, de l'ordre de 25 a 50% du poids humide. Cedtactéristique va intervenir dans la
résistance des spores notamment a la chaleur eruriguide.En effet, il existe une relation
bien établie entre la teneur en eau du protopkdie résistance a la chaleur humide : plus le
protoplaste est hydraté et plus la résistance dien{Rophanet al, 1995). Ceci a été constaté
de différentes facons. Des especes, voire des ssudifférentes du geniacillus, ont une
résistance différente a la chaleur, corrélée &meur en eau de leur protoplaste. Pour une
méme espece, les spores formées a une tempérhtsirélgvée ont généralement une teneur
en eau plus faible et sont alors plus résistafasexemple, les spores Besubtilisproduites
a 50 °C ont une teneur en eau de 33,5% comparg@®gour les spores produites a 37 °C.
Leurs valeurs de 3, c'est-a-dire le temps (en minutes) nécessaire néoluire la population
par 10 a une température de 100 °C, sont alorsdeet 8,84 min respectivement (Beaman
and Gerhardt, 1986). Ceci a également été obsexw€él@s spores mutantes ne possédant pas
de DPA, qui ont un protoplaste plus hydraté etsguit alors moins résistantes (Paidhuredat
al., 2000). De méme, la modification de la compositipidique de la membrane interne des
spores conduit a une plus faible survie des spares traitement, les auteurs suggérant un
effet indirect de l'altération de la compositiopitlique sur le niveau d’hydratation (Griffiths
and Setlow, 2009).

Il semble que la faible teneur en eau du protoplagtégalement un réle dans la résistance

aux radiationg (réduisant probablement la possibilité de cesatauis a créer des radicaux
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hydroxyles néfastes) et UV (la faible hydratatianpatotoplaste pouvant avoir un réle dans la
formation de « spores photoproducts » (SP) quia# accumulés dans la spore suite a
'exposition a ces radiations) (Setlow, 2006). 8elplusieurs auteurs, la mobilité des
substances contenues dans le protoplaste des gsoteas réduite. Ainsi, une faible mobilité
des protéines a été mesurée dans le protoplastediiveer and Lillford, 2000; Cowaat al,
2003). La dénaturation des protéines par la chalaugtre minimisée si ces dernieres sont
faiblement hydratées (Colemanal, 2007). Cette faible mobilité est également urapeatre

important dans le maintien de I'état de dormanté\entuellement la résistance) des spores.

2.2.2.Composition minérale du protoplaste

Le degré de minéralisation du protoplaste est égahe un facteur intervenant dans la
résistance a la chaleur humide et a la chaleureseghe augmentation de la teneur en
minéraux permettant une meilleure survie. Ainss dpores d@acillus stearothermophilus
présentent une plus faible résistance a la chaeéuahe lorsqu’elles sont déminéralisées
(Nicholsonet al, 2000). En ce qui concerne la chaleur humide,auggnentation de la teneur
en eau suite a la déminéralisation peut expliquepatie la diminution de la résistance. La
composition semble également jouer un role puispgaegexemple, les spores possédant une
plus grande proportion en €asont plus & méme de résister que les spores pETEséde
grande quantité de Mgou Mrf*. De méme, des spores enrichies efi’ @at une résistance
similaire aux spores natives, alors que des spaméshies en cations monovalents sbnt
elles moins résistantes (Beaman and Gerhardt, B38&w, 2006).

La quantité et la composition en ions du protoglastt également un réle dans la résistance a
la pression hydrostatique. Ainsi, des spores démlisées sont plus résistantes alors que si
elles sont reminéralisées avec dd'@a du M@* la résistance de ces spores est diminuée, ces
deux derniers ions pouvant avoir un réle dansivatibn des enzymes de germination (Igura
et al, 2003).

2.2.3. Les protéines SASPs

Ces protéines sont localisées dans le protoplastesgdores et saturent I'ADN. Elles
constituent un des paramétres majeurs de protect®n’ADN contre de nombreux
traitements comme la chaleur ou 4®%. L'utilisation de spores mutantes ne possédantipas

SASPsa et a permis de corréler la présence de ces protéifeeséaistance a de nombreux
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stress. Les spores sauvages présentent une bilkeuneeiésistance a la chaleur seche que les
spores mutantes (90% de survie apres 60 min a 9WAGe 2,1% de survie aprés 5 min a
90 °C pour les spores ne possédant pas de SA®PB) (Pophamet al, 1995; Setlow and
Setlow, 1995). De méme les spores déficientes é8PSAont décrites comme étant beaucoup
plus sensibles aux radiations UV (Mason and Set®86), a 'HO, (Setlow and Setlow,
1993) ou a d’autres agents chimiques comme lergldiehyde (Tenneat al, 2000). Popham

et al, ont montré que l'exposition des spores a la chalumide n’entraine pas de
dégradation de I’ADN (les spores survivantes nsgmtent pas plus de mutations), suggérant
gu'’il existe un mécanisme de protection, probablgnpmar la saturation de I'ADN par les
SASPa etp (Pophamet al, 1995).

La diminution de la quantité en protéineset  entraine également une diminution de la
résistance des spores @e perfringensa la chaleur humide ou aux radiations UV (Setlow,
2007). Il existe d’autres SASPs dans la sporeSESPsy et d’autres dites mineures, dont le

réle n’est pas connu.

2.2.4.L’acide dipicolinique (DPA)

Le protoplaste de la spore contient une grandetgéate DPA (5 a 15 % du poids sec de
la spore), bien que le contenu puisse varier skdéspece ou la souche et les conditions de
sporulation (Huanget al, 2007). Cette molécule (Figure 11) n’est syntiéétigue dans la
cellule mere et diffuse dans la spore dans lesi@te étapes de la sporulation sous forme
chélatée (1 : 1) avec des cations divalents, noemhie Ca" (Setlow, 2005). Il semble de
plus que cette molécule soit sous sa forme bas@uéntérieur de la spore, I'anion

dipicolinate, avec 3 molécules d’eau (CakHBO) (Johnsoret al, 2010).

o) O - -

HO | N OH|| O | NS O

DPA \F DP® N\ A

Figure 11 : Structure chimique de I'acide dipicolirique (DPA) et de I'anion dipicolinate (DB

L'utilisation de spores déficientes en DPA a pearie clarifier le role de cette molécule
dans la résistance des spores. Ainsi, ces sporéantasl sont plus sensibles a la chaleur
humide, a I'HO,, ceci étant en grande partie relié a une plus itapte quantité d'eau dans
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le protoplaste (Paidhungat al, 2000; Setlowet al, 2006). Le DPA aurait donc un réle dans
le maintien de I'état déshydraté du protoplastdef@anet al, ont également montré que lors
d’'un traitement thermique en milieu liquide, ung@entation en eau du protoplaste apparait
dans les spores dans lesquelles le DPA a été l{@émanet al, 2007). Cette molécule a
egalement un réle dans le maintien de I'état dendace. En effet, les spores sans DPA ont
tendance a germer de maniéere spontanée (Paidheinght2000; Setlowet al, 2006), bien
gue ce comportement ne soit pas bien compris. h@es sans DPA sont plus sensibles a la
dessiccation (observation de mutations chez legvauntes). Un effet similaire est observé
face a des traitements par la chaleur humide onesen absence de SASPs (Setkival,
2006). Il semble que ce composé joue égalemenblarde protection de '’ADN. Le DPA est
aussi connu pour étre un photo-sensibilisant desesp augmentant le nombre de photo-
produits (« spore photoproduct » = SP) (Nicholsbal, 2000).

2.2.5.Les systemes de réparation de 'ADN

La spore posséde des mécanismes de réparatioADN lors du retour a I'état végétatif.
Cette réparatiowa se faire pendant la phase de germination etaeait lieu bien avant la
réplication de 'ADN (Setlow and Johnson, 200Z& systéeme de réparation est mis en place a
la suite de différents traitements provoquant dégrablations de I’ADN. Ainsi, Setlow et
Setlow ont montré que I'expression de genes impbagians la réparation de '’ADN (comme
recA) est induite de maniere importante durantdamgnation suite a une exposition a la
chaleur séche ou aux UV (Setlow and Setlow, 1996jilisation de mutants inactifs sur ces
géenes a également montré I'importance de ce systieméparation. Il faut environ neuf fois
moins de temps pour détruire 90% de ces spores ar@@p aux spores sauvages (2 min
contre 18 min a 120 °C), et ces spores sont endrfms plus sensibles aux UV. Les spores
ne possédant pas RecA et/ou les protéines de t@parasont également beaucoup plus
sensibles a certains composés chimiques (SetlowSatidw, 1996; Salas-Pacheet al,
2005; Ibarraet al, 2008). Ce géne est impligué dans des procédéstmhration par
recombinaison ou excision qui peuvent aussi néeessertaines protéines spécifiques de
réparation (Leggetet al, 2012). Il existe un autre systeme de réparatijongest la lyase de
photoproduits (lyase photoproduct), une enzyme iigge aux SP générés suite a

I'exposition aux UV.
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2.3. La membrane interne : structure impliquée dankilale

permeabilité de la spore

2.3.1.Rdle du manteau et du cortex dans la perméabilité

L’ensemble « Enveloppe-Cortex » ne semble pas septér une barriere de perméabilité
importante a I'eau. Ainsi des travaux réaliséslesrspores d8acillus thuringiensisa I'état
secont montré que ces derniersgnt sensibles a un changement en humidité reldive
milieu. Ces spores ont tendance a se contractguerl’humidité est diminuée et a regonfler
lorsque I'humidité est augmentée. Ceci est coréélne diffusion rapide de I'eau a travers
'ensemble « Enveloppe-Cortex » (une premiere éwdges le regonflement étant rapide,
environ 50 secondes) au contraire de la diffusisgy’'au protoplaste (Westpleti al, 2003).

De maniére similaire, en utilisant la Résonance Mtigue Nucléaire (RMN), il a été montré
une diffusion rapide de I'eau a travers I'envelgpgliffusion plus rapide a I'état hydraté qu’a
'état sec (Sundet al, 2009). L'enveloppe peut étre vue comme un « tamnisest-a-dire
gu’elle constitue une barriére par rapport a ceesimolécules, notamment par rapport a leur
taille. Ainsi, cette structure constitue une baai@our des molécules comme le lysozyme,
mais laisserait passer des molécules allant de8k®a selon les especes, ici pdBr
megateriumet B. cereusrespectivement (Driks, 1999; Nicholsagt al, 2000). Ceci
permettrait d’éviter que des enzymes de dégradadiwncortex n’arrivent jusqu’a cette
structure. La relative porosité de I'enveloppe espendant nécessaire. En effet, de
nombreuses molécules, notamment des germinantgéemtepasser au travers de I'enveloppe
et du cortex et atteindre des couches plus pro®ornekes que la membrane interne qui
contient les récepteurs (Driks, 1999). Il semblpecglantque cette structure ait un role
critigue dans la résistance a de nombreux compdsiésiques (peroxyde d’hydrogene, le
peroxynitrite, I'hypochlorite...) responsables den#ictivation rapide des spores en absence
d’enveloppe (Ghoslet al, 2008; Leggettet al, 2012). En étudiant, I'effet de traitements
chimiques sur les spores d& cereus Cronin et Wilkinson ont également montré par
cytométrie en flux que I'enveloppe serait, paradexent, la principale barriere a des
composeés fluorescents comme I'lodure de Propidilith €t le Hoechst 33342 (Cronin and
Wilkinson, 2008).Des molécules de faible taille comme I'éthanol,NaOH ou le HCI,
peuvent passer la relative barriere que reprédameeloppe comme le montre le peu de

différence de sensibilité de spores sans envelames agents (Setlost al, 2002).
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En ce qui concerne le cortex, son éventuel rolencerbarriere de perméabilité n’est que peu
décrit dans la littérature. Plonmgt al, en observant la germination des sporesdeillus
atropheusen microscopie a force atomique ont révélé unestre en nid d’abeille du cortex
dont la taille des pores varie de 5 a 100 nm (Eid) (Plompet al, 2007).

Figure 12 : Germination d’une spore deBacillus atrophaeusobservée par microscopie a force atomique.
(a) 3h40, (b) 5h45, (c) 7h05, (d) 7h30, (e) 7h48,1h15, (g) 7h50, (h) surface d'une cellule végdiee de B.
atrophaeusEchelle : 500 nm (a-e), 100 nm (f-h) et 1 um (h emdré). D'apres (Plompet al, 2007).

Le cortex ne représente ainsi pas une structurermmgable a I'eau bien qu’un de ses réles
majeurs semble étre la mise en place et/ou le reaigfun état déshydraté du protoplaste ;
cette fonction est assurée en association avecetabmane interne. Son role mécanistique
peut étre vuwia la germination. En effet, sa dégradation est esdlenpour permettre la

germination et ainsi le retour a la perméabilitéleet« fluidité » d’'une cellule végétative
(Setlow, 2003; Setlowt al, 2009).

2.3.2.Composition de la membrane interne

2.3.2.1. Composition phospholipidique

Un certain nombre d'études se sont intéresséescaractéristiques de la membrane
interne et notamment a sa composition phosphokpiqainsi, le Tableau 2 donne la
composition lipidique ou phospholipidique mesuree gifférents auteurs dans les cellules
végeétatives de certaines souchesBdesubtiliscomparées a celle des spores (notamment la

membrane interne).
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Tableau 2 : Composition lipidique (excepté mentiorcontraire) (en %) des membranes plasmiques de
cellules végétatives et de la membrane interne depores deBacillus subtilis. PG : phosphatidylglycérol,
PE: phosphatidyléthanolamine, CL: cardiolipide, PG : lysyl-phosphatidylglycérol, dGDG :
digalactosyldiacylglycérol

PE PG CL I-PG dGDG Publication
(%) (%) (%) (%) (%)
Cellules végétatives phase
stationnaire (composition 30 36 12 22 (Op den Kamp
U et al., 1969)
phospholipidique)
Cellules végetatives phase 244 394 1.4 156 9.4 (Kawai et al.,
exponentielle 2004)
T2h apres le début de sporulation | 26,5 47,1 2 16,7 6,3 (Kavzvgéi)t al.
T4h apres le dgbut de la 229 47 5.4 27 8 (Kawali et al.,
sporulation 2004)
Cellules végetatives phase 333 502 12 2 98 (Kawai et al.,
exponentielle 2006)
(Kawai et al.,
Spores 168 9,6 457 24,3 14 14 2006)
Cellules végétatives en phase (Griffiths and
stationnaire 14 23 46 Nd 17 Setlow, 2009)
(Griffiths and
Spores CU1065 12 35 50 Nd 3 Setlow, 2009)

On constate des compositions légerement différeselem les souches utilisées ainsi que
le stade de croissance. L'utilisation de milieuxadeissance différents peut aussi expliquer
ces différences. Dans les cellules végétatives lmasep stationnaire, les phospholipides
principaux sont le phosphatidylglycérol (PG), laopphatidyléthanolamine (PE) ainsi que le
cardiolipide (CL) (Op den Kamet al, 1969; Griffiths and Setlow, 2009) ; les PG et &ant
des phospholipides anioniques (Kavweaial,2004; Nishiboriet al,2005) au contraire du PE
qui est un phospholipide neutre.

Selon, le Tableau 2, des cellules en phase expelierduraient cependant une plus faible
proportion en CL et une plus forte proportion esylyphosphatdylglycérol (I-PG). Il semble
guau cours de l'entrée en sporulation et dans pesmieres heures, la proportion en
cardiolipides augmente, ce qui est cohérent awmihentation de la transcription de genes
impliqués dans sa synthése (Kaweti al, 2004). On atteint alors dans les spores, et
notamment dans la membrane interne, une plus fooigortion en phospholipides PG et CL
et une plus faible proportion en PE que dans ldsles végétatives (Kawaet al, 2006;
Griffiths and Setlow, 2009). Les cardiolipides eldgence de certains cations divalents ainsi
gue de PE ont la possibilité de former des strestgui ne sont pas en bicouches (Matsumoto
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et al, 2006). Ceci permet, en entrainant des disconésuians la membrane, des fonctions de
dynamique membranaire comme [lintégration et labibtation de protéines dans la
membrane (Dowhan, 1997). Kawetial,. ont ainsi montré la présence de domaines riches en
CL dans la membrane des cellulesBiesubtilis(Kawai et al, 2004). Ces domaines auraient
un role dans la sporulation, jouant a la fois ule dans la formation du septum et dans le
processus d’invagination. lls permettraient égal@mene activité optimale de certaines
protéines spécifiqgues a la sporulation qui nécassént une localisation et/ou un maintien
dépendant des CL. Griffith et Setlow, affirment eegant que les lipides majeurs retrouveés
dans les membranes, excepté le PG, ne sont papémdiables a la sporulation, bien que
I'efficacité de la sporulation soit dépendante d'wensemble » de lipides (Griffiths and
Setlow, 2009).

La grande quantité de CL retrouvée dans les sporé® reliée a une implication de ces
phospholipides dans le fonctionnement de certaéospteurs de germination (L-alanine et
AGFK (Asparagine, Glucose, Fructose et KCI). Ce gphwlipide serait nécessaire pour
donner la conformation appropriée a ces réceptfGasvai et al, 2006). Kawaiet al,
semblent montrer que, bien que ce phospholipidenamie puisse étre remplacé pour des
fonctions indispensables pendant la croissancecdtgles végétatives, il est par contre
indispensable a la germination des spores (Kawal, 2006). Ce résultat est a nuancer,
d’autres auteurs ayant observé que des mutantsialdfi en CL germaient assez bien en
présence de L-alanine et un peu moins bien aveuixeAGFK, avec tout de méme une
efficacité moindre que des spores sauvages. Il leeoiune germination optimale avec
nutriments nécessite un environnement lipidique bramaire approprié (Griffiths and
Setlow, 2009). Une modification de la compositigndique de la membrane ne semble pas
perturber de maniere drastique l'intégrité de labmane interne des spores (contenu en DPA
inchangé) (Griffiths and Setlow, 2009). Cependamite modification aurait un impact
indirect sur la résistance a la chaleur humidequé&d’hydratation du protoplaste et donc la
résistance seraient modifiées (cf. 2.2).

2.3.2.2. Composition protéique

En plus des phospholipides, de nombreuses prsté&pécifiques de la spore sont
localisées dans la membrane interne. La distributies protéines a lintérieur de la
membrane interne pourrait étre répartie de facoérbgene comme observée pour les spores

de B. megaterium(Swerdlow and Setlow, 1984). En effet, selon cétiede, la membrane
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serait composée de deux fractions, l'une ayant atio rphospholipides/protéines de
4,3 mg/mg comparée a 0,47 mg/mg pour l'autre foactLes auteurs suggérent également
une différence dans la teneur en protéines pagias. Cette membrane abriterait un certain
nombre de protéines impliquées dans la germinatida sporulation. Ainsi, le transport du
DPA (accumulation) a travers la membrane interrraitseelié a la présence de protéines
SpoVA lors de la sporulation (Errington, 1993) maégalement lors de la germination
(Vepachedu and Setlow, 2005). Vepachedu et Setbmiv,ainsi montré la présence de la
protéine transmembranaire SpoVAD dans la membnateenie, suggérant que les protéines
SpoVA sont localisées dans cette membrane (~15@@¥/AD par spores). Cette grande
guantité peut faciliter le mouvement du DPA quitdoaverser la membrane interne dans les
premiéres minutes de la germination (Kaigl, 2010). La présence de nombreux récepteurs
de germination a l'intérieur de cette membrane, menha protéine transmembranaire GerBA
ou d'autres protéines impliquées comme GerD, aeégaht été montrée (Paidhungat and
Setlow, 2001). Toutes ces protéines seraient k@adi dans des « domaines » ou clusters, ce
qui faciliterait une réponse rapide et coopératere présence de nutriments. D’autres
protéines (récepteurs inconnus, agents de transdudtl signal, agents de formation des

clusters,...) pourraient également étre localisé®es ces domaines (Griffitles al, 2011).

2.3.3.Propriétés spécifiqgues de la membrane interne

Plusieurs études ont montré la faible perméalii@&éa membrane interne des spores.
Ainsi, la spore dormante est trés imperméable, ménues petites molécules comme la
méthylamine (~31,1 g/mol) ; I'eau ne pénétre elname que trés lentement dans la spore
(Swerdlowet al, 1981; Cortezzo and Setlow, 2005). La perméabiléécette membrane a
'eau serait en effet au moins 100 fois moins intguate que celle d'une membrane modele
(Sundeet al, 2009). Ceci permettrait d’assurer le maintiewWé&at déshydraté du protoplaste
et a également un réle dans la résistance dessspope composés délétéres de I'ADN
(Setlow, 2007). Cette membrane subit un retour & parméabilité classique au cours de la
germination (Swerdlovet al, 1981). Ainsi, le SYTO-16, une molécule fluoredeereconnue
comme permeéable vis-a-vis des membranes cellujatesyant des affinités pour TADN ou
'ARN, ne marque pas les spores dormantes maistigetmes rapidement a partir du moment
ou la spore a libéré tout son DPA (environ 8 mK)r{g et al, 2010). La membrane interne
constituerait la barriere majeure de perméabiliééla spore. Cette caractéristique de la

membrane interne a conduit a I'hypothése que lalnane interne des spores était différente
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de la membrane d'une cellule végétative. Cependamfime mentionné dans la partie
précédente, la composition lipidique de ces mendwast assez proche, et la différence en
protéines présentes ne semble pas étre un paragx@liguant cette faible perméabilité. De
plus, la composition en acides gras de la membnateene des spores est généralement
semblable a celle des cellules cultivées a la méangérature (avec cependant quelques
différences) et ne semble pas non plus respongabdette faible perméabilité (Cortezzo and
Setlow, 2005).

Une autre spécificité de cette membrane est séefflindité et la faible mobilité lipidique.
Dans les années 80, des études ont été réalisélesflidité de la membrane interne et son
évolution lors de la germination par résonance rmpagmétique électronique (RPE). Ces
auteurs ont ainsi montré que les lipides étaied$ fpeu mobiles et que cette mobilité
augmentait lors de la germination. Cependant,tibpparu que ces résultats étaient en réalité
en grande partie dus aux protéines du manteau &8tetval, 1980; Elmest al, 1983). De
maniére similaire, une étude utilisant comme maugue 1,6-Diphényl-1,3,5-Hexatriéne
(DPH) en spectrofluorimétrie de polarisation a ménine plus faible mobilité de la sonde
dans les spores dB. subtilis que dans les cellules végétatives (Ishihataal, 1999).
Cependant la localisation du DPH n’est pas certaiest-a-dire qu'’il ne s’agit pas forcément
d’'un marquage exclusivement membranaire et notarmdeela seule membrane interne.
Cowanet al, ont montré par technique FRAP (Fluorescence esgoafter photobleaching),
sur des spores marquées avec les sondes di-4-AN&HRS 4-64 au cours de la sporulation,
une faible mobilité lipidique de la membrane ingeroelle-ci étant environ 2,5 fois plus faible
gue dans des spores germées (Coetaal, 2004). Une étude récente portant sur l'utiligatio
de la sonde Laurdan (6-dodecanoyl-2-diméthylamipbtiealéne) dans les spores de
Clostridium sporogenea également montré une plus faible mobilité deecetembrane
comparée a celle des cellules végétatives (Hodstetttal, 2012). L’hypothése généralement
admise est que la membrane interne est dans utnésatompacté. Le volume qu’elle englobe
(le protoplaste) est divisé par 2 en fin de spaimaet elle doit suivre 'augmentation de ce
méme volume (environ multiplié par 2) durant largeration, sans synthése de membrane
supplémentaire (Cowaet al, 2004). Cet état compacté pourrait expliquer ialéamobilité
ainsi que la faible perméabilité de cette structure

Peu de données bibliographigues concernent I'ébahlgsique de la membrane interne ainsi
gue son évolution durant la germination. Cowaial, ont soulevé I'hypothese selon laquelle

le feuillet interne de la membrane interne pou&aie dans un état gel (Cowanal, 2004) ce
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qui est cohérent avec la faible perméabilité meswuténs cette membrane. Sureteal,
suggerent que cette faible mobilité des lipidesiséige a une compression de la membrane
(et peut étre a un état gel), plutdét qu'a des attions des tétes polaires avec un protoplaste a
I'état vitreux (correspondant a un liquide figéuf@eet al, 2009). Enfin, les travaux réalisés
sur les spores d€lostridiumavec le Laurdan, suggére la encore par rapportvaleurs de
polarisation généralisée (GP), un haut degré dbodlrs lipides de cette membrane et une
exclusion de I'eau (Hofstettet al, 2012).

Dans le cadre de I'étude de la membrane interne,nuéthode d’investigation intéressante
basée sur I'imagerie en temps de vie de fluoresc@riciM) est ressortie de la bibliographie.
Cette méthode utilise des sondes fluorescentegydartes, les rotors moléculaires dont les
caractéristiques de fluorescence, notamment le demip vie de fluorescence, sont
dépendantes de la viscosité (Haidekéeal, 2001; Kuimovaet al, 2008). Cette technique a
déja été utilisée pour mesurer les microviscosltss une variété de systemes y compris des
cellules vivantes, des sols-gels et des mono eubkes lipidiques (Haidekket al, 2001;
Kuimovaet al, 2008; Hungerforcet al, 2009; Levittet al, 2009). Ces sondes n’ont jamais
ete utilisées sur les spores, elles présentenndapé un potentiel intéressant dans l'idée de
cartographier la fluidité des structures spores debc de visualiser a quelle structure
correspond quelle viscosité). L'utilisation du FLIMermet de plus de s’affranchir de

problémes de concentration en sonde.

2.3.4.Modulation des propriétés membranaires

Les conditions de sporulation lorsqu’elles sont ifi@els, peuvent jouer entre autre sur
les propriétés membranaires. Ainsi, la culture slesres sur milieu solide ou liquide peut
entrainer une modification de leur composition menhire (Roset al, 2007). Ce travail a
egalement montré qu’il était plus facile d’extrales protéines de I'enveloppe de spores
produites en milieu liquide, suggérant un degrééteulation plus faible. Cependant peu
d’autres modifications de I'enveloppe sont a noBancernant la membrane, ces auteurs ont
observé gue les spores préparées en milieu solaerd un ratio d’acides gras anteiso- / iso-
plus élevé que les spores préparées en milieudbquCeci indiquerait une fluidité
membranaire plus importante. Les phospholipides @es acides gras a chaines ramifiées
anteiso- ont des points de fusiorférieurs a ceux dont les acides gras ont desfications
iso- (Mansillaet al, 2004). De maniére similaire, lorsque les spord® produites a une

température plus faible (23 °C), la membrane ddlsles végétatives ou des spores ont un
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ratio anteiso-/iso- plus important ainsi qu’une mfité d’acide gras insaturés plus importante
(Cortezzo and Setlow, 2005). Ces spores sont plasssensibles a la chaleur humide. Une
étude réalisée par Nguyet al, au laboratoire GPMA, a également mis en évidena un
relation entre l'augmentation de la sensibilité dgmres a la chaleur humide et la
fluidification de la membrane des cellules végetgimeres(Nguyen Thi Minhet al, 2011).
On peut alors supposer qu’'une augmentation deuidité de la membrane des cellules
végétatives aura également un impact sur la merabrdarne. Ainsi, différentes conditions
de sporulation peuvent jouer sur la fluidité (Nguyéhi Minh et al, 2011) :

e I'activité de I'eau du milieu de sporulation (0,8%ec du NaCl ou glycérol) ;

» latempérature ;

* le pH (un pH alcalin par exemple).

Ainsi, la composition de la spore bactérienne enitaune structure de résistance extréme
Sa faible perméabilité a des composés autres quedu ou des germinants est égalemept
impliquée dans sa résistance. Différentes structuse interviennent dans cette
imperméabilité, la membrane interne étant la plus mpliguée. La composition

phospholipidique de cette membrane est peu différém de celle de la membrane d

VU

cellule végeétative, ainsi les raisons de sa faibfeobilité et imperméabilité sont encore
peu comprises. L’état biophysique de cette membranesst de plus peu décrit
L'utilisation de nouvelles méthodes d’investigation comme le FLIM et les rotors
moléculaires, pourrait permettre d’obtenir des infaomations supplémentaires.

La modulation de ses propriétéwvia la germination ou d’autres stress environnementau

pourrait permettre de mieux comprendre son état decompaction extréme. Nous allons

donc nous intéresser dans la partie suivante aux garbations permettant de modifier

ces structures.
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3. Effets de perturbations environnementales sur les

structures de la spore

3.1. Traitements physiques

3.1.1.Pression hydrostatique

Il existe deux niveaux de pression qui peuventijeue la modification des structures de
la spore bactérienne : entre 50 et 400 MPa (basessions) et a des niveaux de pressions
plus élevés : de 400 a 700 MPa (hautes pressidMegatheduet al, 2007). En ce qui
concerne les basses pressions, la modificatioa germéabilité des spores a ce traitement va
en fait correspondre a une activation de la gerticinavia les récepteurs aux nutriments
(Figure § (Paidhungatet al, 2002; Nguyen Thi Mintet al, 2010a). Cette activation de la
germination pourrait se faire soit par une modifaa directe des récepteurs entrainant leur
activation, soit par une modification des propsébéembranaires (Paidhungztal, 2002).
Pour que ce procédé fonctionne, les spores doétemta un pH et une température optimale
(Gould and Sale, 1970). Ainsi, suite a une pressimérée, on observe les modifications
classiques suite a une germination c'est-a-diredéggadation du cortex suivie des autres
étapes. Les basses pressions ne semblent pas dwfiet direct sur les barrieres de
perméabilité. Cependant, il semble que des cydestés de compression/décompression
(notamment une pression de 400 MPa a 35 / 45 € pBntrainent, suite a une activation de
la germination, des perturbations et ruptures dasctares des spores conduisant a leur
inactivation (Furukawat al, 2003).

Les hautes pressions semblent agir de maniéreratitf® sur les structures de la spore
bactérienne. Ces hautes pressions peuvent égalegtenta l'origine d'une entrée en
germination, mais cette entrée se fait par des m&oas différents de ceux rencontrés pour
les basses pressions. Il semblerait que cetteatictivse fasse de maniere indirecite une
libération de DPA (Figure 6) (Paidhungett al, 2002; Blacket al, 2007). Cependant, les
mécanismes conduisant a la libération du DPA réestgrothétiques :

- une activation des canaux DR une action directe sur la membrane interne ou ersed

protéines ;

40



Etude Bibliographique

- une libération reliée a une augmentation de fenpabilité de la membrane interne (pores),
du cortex ou bien de I'enveloppe, Blaekal.,suggérant plutdt une action sur une protéine de
la membrane intern@largoschet al, 2004; Blacket al, 2007).

Il semble que la pression ait également une acli@tte sur les barrieres de perméabilité de
la spore. Ainsi, Wuytack et Michiels suggérent dmeoression (mais également les hautes
températures) affaiblisse les barrieres de pertigalie la spore, favorisant les échanges
d’'ions et de protons (Wuytack and Michiels, 200athys et al, en combinant hautes
pressions et températures (600 MPa / 77 °C) onttnéopar cytométrie en flux une
inactivation des spores en plusieurs étapes, comganémar la germination et terminant par
une déstructuration de la membrane interne, legeesgmuvant étre marquées a I'lP (Mathys
et al, 2007). Cependant, il n’est pas sldr que cetteru#atation soit liee seulement a
I'application de la pression.

Ainsi, les modifications sur les structures crégasles hautes pressions sont surtout reliées a
une entrée en germination, bien qu’il puisse y @aumie action directe de ces pressions,

notamment sur la membrane interne.

3.1.2. Température

La résistance des spores a la chaleur humide @¢amneent corrélée au niveau
d’hydratation du protoplaste (cf. 2.2). Bien que teécanismes ne soient pas encore bien
compris, il semble qu’une des cibles des traitem@nta chaleur humide soit la membrane
interne. Ce traitement est également accompagnéedinactivation des enzymes du
protoplaste (Setlow, 2006). Ainsi, en 1976, FlowetsAdams suggéraient déja que la
membrane des spores @& perfringenspouvait étre le lieu de perturbations suite a ce
traitement (Flowers and Adams, 1976). Cependants pecemment, Colemast al, ont
proposé un modele expliquant la destruction desesppar la chaleur. Selon ces auteurs, la
membrane interne serait une cible « tardive » d¥efdruction des spores. L'inactivation des
spores surviendrait suite a la perturbation d'umie important de protéines. Par la suite,
ces spores toujours exposées au traitement, seHtirane rupture de la membrane interne
conduisant & une libération rapide du DPA et desimolécules (Colemast al, 2007).
Concernant les autres barrieres de perméabiléét &' dire I'enveloppe et le cortex, peu de
descriptions existent dans la littérature quanefiet de la température sur ces structures.

Cependant, quelques études realisées en AED (An&gthalpique Différentielle) peuvent
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apporter des informations. Ainsi, Abledt al, ont étudié des spores Be subtilishydratées
par AED et ont constaté une transition réversibbe alentours de 60 °C (Ablett al, 1999).
Ces auteurs ont alors suggéré qu'une partie dpoie pouvait étre dans un état vitreux,
notamment le protoplaste. Cette conclusion a deggisemis en question (Ablett al, 1999;
Sundeet al, 2009). Cependant, cette transition a égalementobservée par Lillford et
Leuschner sur des spores a I'état sec a une temmeérmn peu plus faible (Leuschner and
Lillford, 2003). Ces auteurs suggérent que cetasition obtenue pour des spores entiéres
soit reliée a l'enveloppe. lls ont en effet obseteé transitions a des températures proches
pour des systemes protéiques hydratés. Enfin, iécesmment, des expériences menées au
laboratoire, ont montré une transition entre 5&@fC sur des spores a différents degrés
d'hydratation (Nguyen Thi Minlet al, 2010b). Au contraire de Leuschner et Lillforditee
transition a également été observée sur des spanssenveloppe, suggérant ainsi que cette
transition serait plut6t relié au cortex qui sesaitis sa température de transition vitreuse (TQ)
lorsque les spores sont a un état d'hydratatidiefaBien que des doutes subsistent sur la
nature du compartiment sporal impliqué et du typetrdnsition, il semble néanmoins que
pour des températures comprises entre 50 et 7Ig@ Wytex (et/ou I'enveloppe) subissent une
modification permettant une augmentation de la HitébiLe passage de cette transition
thermique permet en effet d’augmenter la perméébilComme suggéré par Ablett, la
température de transition est proche de celleséélipour I'activation thermique de la
germination (cf. 1.3.1) (Abletet al, 1999). Beamaret al, avaient déja suggéré que des
spores dé. stearothermophilutalement activées étaient « perméabiliséesserghnt une
libération de DPA (Beamaret al, 1988). Cependant, cette perméabilisation durant
I'activation dépend du traitement appliqué d’'unet g de I'espéce d8acillus impliqué
d’autre part (Koret al, 2005).

3.2.  Traitements chimiques

Les spores sont résistantes a un grand nombre rdposés chimiques |étaux pour des
cellules végétatives. En combinant des barémestiglras, il est cependant possible
d’inactiver les spores par un nombre réduit depreduits. Pour certains agents chimiques, la
destruction des spores se fah des dommages a ’ADN (acide nitrique, formaldehyde
Cependant pour un grand nombre de composés chigjiglie se faitvia d’autres voies,
notamment la perturbation de couches externes sjml& (Setlow, 2006).
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3.2.1.Agents oxydants

Les agents oxydants sont connus pour entrainepesgrbations « physiques » sur les
structures de la spore, notamment sur la membrdaeme. La présence de I'enveloppe de la
spore est importante dans la résistance des spates composés comme le montre la plus
grande sensibilité des spores sans enveloppe @raitgments (traitées chimiguement ou
spores mutantes) (Young and Setlow, 2003; Ghetslal, 2008). Des composés comme
I’lhypochlorite de sodium (eau de Javel), le dioxyke chlore (CIQ), I'H,O, et d’autres
décontaminants commerciaux, sont responsables dédications irréversibles au niveau de
la membrane interne (Mellgt al, 2002; Young and Setlow, 2003; Young and Setlow,
2004a). Contrairement a I'hypochlorite, les spotestées au Cl@ peuvent entamer les
premiéres étapes de la germination. Cependante-cielkerait incompléte suite aux
perturbations subies par la membrane interne. Gagpasés semblent donc avoir un effet
possible sur I'appareil de germination mais paseseent puisque ces spores, méme germees
artificiellement (lysozyme), ne peuvent se dévewpfsetlow, 2006). Bien que le lysozyme
ne permette pas aux spores d’étre revivifieesitilaéne une perte de réfringence des spores et
un certain pourcentage de spores germees, indiquéhpeut dégrader le cortex (Foegeding
and Busta, 1983; Young and Setlow, 2003). Ceciifsggmue le manteau est en partie
perméabilisé, ou que sa structure a été modifipembet le passage du lyzozyme. Ainsi, des
spores deB. megateriumtraitées a I'HO, (combiné a la température) montrent une
dégradation importante des couches externes dpol@ §manteau et cortex) (Shat al,
1994). Il ne semble pas que la structure sporaie cependant totalement perméabilisée
puisque les spores traitées avec ces agents nergepas étre marquées au DAPI (Madly
al., 2002; Young and Setlow, 2003; Young and Setlo@)42). Cronin et Wilkinson ont
cependant observé un marquage modéré pour dessdpaitées au D, contrairement a
Melly et al., (Melly et al, 2002; Cronin and Wilkinson, 2008). La nature gécdes
modifications de la membrane interne, causéesgmagents, n'est pas connue. |l semble, en
tout cas, que ce ne soit pas relié a une oxydatiacides gras insaturés (Setlow, 2006).
L’'ozone aqueux est un autre agent qui cause livetgdbn des sporesia des perturbations

similaires aux agents oxydants (Young and Setl®948).
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3.2.2.Autres composés chimiqt

Les acides et les bases fortes (HCI et NaOH), ajos I'éthanol sont d’autre
composeés chimiques décrits comme periteursdes structures de la spore bactéri. En
ce qui concerne les bases fortes, elles sembleair ain effet essentiellement <
I'inactivation des enzymes dégradant le cortexeffet, ces spores ne peuvent étre marq
par des sondes se liant a I'ADN et peuvent étrepteement germées pile lysozyme
(Setlow et al, 2002) Au contraire, l'inactivation des spores par letdas forts est relié
directement a une déstructuration trés importaeteas spores. La membranterne, mais
egalement les structures plus externes comme leppe ou le cortex, sont touchées

maniére importante (Figudes).

Figure 13: Image en Microscopie Electronique a Balayage (MEBde spores deB. subtilis traitées dans
une solution 1 M de HCI. (a)spores traitées (b) spores m traitées. Echelle= 0,5un{Setlow et al, 2002).

L’éthanol joue également sur les barrieres de pabilitt mais de maniere différente. P«
entrainer une inactivation des spores,hanol doit étre couplé a la températ(Russell,
1990; Setlowet al, 2002; Cronin and Wilkinson, 20(. Ainsi, un traitement de h a 70%
sanschauffage d’éthanol n’entraine pas d’inactivatialors qu’a 6 °C, environ 2 log (99%
sont détruits. De méme, leuivi de la survie des spores a des contacts prolongés
I'éthanol a r&élé une tolérance prolongéel2 mois) a différents niveaux dcool, sauf a
90% ou aucune survie an’été observée -dela de 2-12 moigselon les espéce(Thomas,
2012). Bien que I'éthanaihauffémodifie les barrieres de perméabilitéle fait de maiere
différente desagents oxydants puisquens ce cas, les spores peuvent étre marquées |
colorant des acides nucléiq (Setlowet al, 2002; Cronin and Wilkinson, 20(. De plus une

libération du DPA et une hydratation du protoplisont observées-{gurel14).
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Figure 14 : Images de microscopie de fluorescence montrant learquage de spores traitées a Ithanol
par le DAPI. (a) spores nonraitées (b) spore traitées a I'thanol 70% 2 h a 65 °C(Setlow et al, 2002).

Ainsi, les spores traitées montrent une accedsitaligmentée au SYTO 9 et a I'lP mais |
faible au Hoechst 3334hdiquant peut étre que bien que I'éthanol peduwne ou plusieu
barriere de perméabilité, le: breches » sont relativement mineu¢€sonin and Wilkinson
2008). Les spores sans DRAnNt trés sensibles au tement éthanolSetlowet al, suggerent
ainsi que la destruction des spores par l'éthiserait liéea un premier mécanisme
libération du DPA suivi de la mort desporespar I'effet de la chaleur (cl2.2) et/ou de
I'éthanol Bien que les spores traitées a I'éthanol aiest alpects de spores germées
spores ne perdent pas leur réfring, ne sont pas capables de germer méme av
lysozyme et ne montremqgas d’initiation du métabolisr (Setlow et al, 2002; Cronin an
Wilkinson, 2008).L’alcool est tres rapidement létal pour des baegémon sporulans a
concentration appropriée. L'éthanol a 70% est mmandé commedtant la meilleure
concentration comme désinfectant bactérien puistué les cellules bactériennes par
perturbations déa membrane et des dénaturatiqprotéiques(Thomas, 201:. Ce dernier
auteur suggere que I'éthalra 90% serait plus efficace sur les spc

D’autres agents chimiques comme des aldéhydesfgldehyde) peuvent détruire les spo
mais par des mécanismes qui restent hypothétiguesst par contre connu qu'ils
provoquent pas d’altération CADN (Setlow, 2006).
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Différents parametres environnementaux, qu’ils soiet physiques ou chimiques
permettent de moduler les propriétés structurales es spores bactériennes. lls peuvent
notamment étre responsables de modifications des igres de perméabilité de la spore
L’éthanol couplé a la température est une perturbabn intéressante a étudier. En effet
ce stress entraine une permeéabilisation de la strture, suffisante pour laisser entrer des
sondes spécifiques de 'ADN, mais la spore semblenserver son intégrité au contraire
d’un traitement a I'acide par exemple. Ce stress pg ainsi s’avérer intéressant dans une

optique d'utilisation de la structure de la spore lactérienne comme microcapsulé

biologique. Les propriétés de résistance de la sporsont en effet déja exploitées dar}s
I'alimentation. Cependant, I'effet de cette perturkation sur les structures, et notamment
la ou les couches cibles, est encore mal comprisutilisation de différentes méthodes,
globales ou plus ciblée, est ainsi envisagé afired’ étudier I'impact sur les structures de
la spore.
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CONCLUSION ET PROBLEMATIQUE DE LA THESE

La spore bactérienne est une structure cellulainéticouche issue d’'un processus
appelé sporulation. Lorsque des conditions favesaldviennent, ces spores sont réactivables
et peuvent sortir de leur état de dormaniezela germination. Ces deux processus sont tres
bien décrits dans la littérature, cependant cestpoints, comme l'activation thermique de la
germination, sont encore mal compris. Des hypoth&sat néanmoins avancées puisque de
précédents résultats obtenus au laboratoire o rele modification du cortex a une

relaxation enthalpique aux alentours de la tempggat’activation de la germination.

Cette étude bibliographique montre également gsi@bmbreuses spécificités dans la
composition des spores bactériennes sont a I'aridione extréme résistance a de multiples
stress environnementaux. Ainsi, la forte minérélsaet la faible hydratation du protoplaste
sont particulierement importantes dans sa résistabe méme, le DPA, un composé
spécifiqgue des spores est également impliqué. @aedepeut avoir un réle dans la faible
mobilité de certains constituants de la spore.

L’étude bibliographique a également permis de mettn évidence que les
caractéristiques structurales de la spore, notamseerfaible perméabilité a des composés
autres que l'eau ou les germinants, sont égalermepliguées dans sa résistance. La
membrane interne a ainsi été identifiée comme untmte de I'imperméabilité des spores.
Cependant, peu de différences existent dans sacsiop par rapport a la membrane de
cellules végeétatives. Il est ainsi difficile d’eiqler la faible mobilité de ses constituants et
son état biophysique est encore mal connu.

Enfin, ce travail bibliographique nous a permis mhettre en évidence certains
parameétres environnementaux, qu’ils soient physique chimiques, permettant de moduler
les propriétés structurales des spores bactériees températures non létales semblent
ainsi étre responsables d’'une augmentation de lailildode certains constituants ou de
certaines structures de la spore. Des agents amgsigcomme I'éthanol couplé a la
température ou les acides forts, provoquent égaileses modifications de lintégrité des
structures de la spore en relation avec leur inatdtin. L'éthanol permet notamment une

perméabilisation différente des spores puisque stegles fluorescentes peuvent pénétrer
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jusque dans le protoplaste. Cette perturbation Eepdrticulierement intéressante dans une
éventuelle utilisation de la spore comme capsuogique. Cependant, méme si I'hypothése
de « rupture » d’'une des couches de la spore akvée, la ou les structures cibles ne sont

pas encore totalement identifiées.

La problématique de ce travail peut s’énoncer ainsi
« Est-il possible de contréler la perméabilité @espore afin d’'utiliser cette structure comme

une microcapsule biologique ? »

Afin de répondre a cette question, différents alesecherche ont été menés :

« Mise en place de techniques d’études permettardrile compte de la perméabilité et
de I'état des barriéres de perméabilité de la sppr@tamment de sa membrane interne.

% Evaluation de I'effet de perturbations connuesr(deation, température) au moyen des
méthodes mises en place.

« Etude de 'impact de procédés de perméabilisateanspores sans modification drastique

des structures, notamment par l'utilisation du ¢age éthanol/température.
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MATERIEL & METHODES

1. Matériel biologique

1.1.  Souches utilisées et techniques de culture

1.1.1.Souches bactériennes

Les souches dB.subtilisutilisées dans ce travail sont la souche sauv&§eBacillus
Genetic Stock Center, Département de biochimie,o(tiate University, Columbus, OH
43010, USA) et la souche sauvage PS533. La soaciseenveloppe PS4150 dans laquelle la
plupart des séquences codantes pout les g@iEst gerE sont supprimés a également été
utilisée. Ces spores ne possedent plus la plugaripbtéines qui peuvent étre extraites de
'enveloppe et la microscopie électronique a trassion montre que cette structure est tres
faiblement présente (Ghogt al, 2008). PS533 et PS4150 sont des dérivés de khesou
isogénique PS832, un dérivé prototrophe de la sodé8. Ces souches ont généreusement
été fournies par Barbara Setlow (Department of ®ldbr, Microbial and Structural Biology,
University of Connecticut Health Center, USA). laushe PS533 porte un plasmide pUB110
codant pour la résistance a la kanamycine (Setlogv $etlow, 1996). La souche PS4150
porte une résistance a la tétracycline (qui rengpliEc séquence codante cotE) et une
résistance a la spectinomycine (qui remplace laes#mp codante gerE). Dans le texte, les
souches 168 et PS533 seront appelées « souchegsauws la souche PS4150, « souche

mutante » ou €otE gerE».

1.1.2.Production de spores

Les spores d®. subtilisont été produites selon la méthode de NicholsoBettow
(Nicholson and Setlow, 1990). Pour s’'assurer desclses utilisées, les isolements des
souches PS533 et PS4150 sont réalisés sur des bleitgélose contenant un antibiotique
adéquat (kanamycine pour PS533 et spectinomycineR®4150).

Une pré-culture est obtenue par l'inoculation d'wmdonie fraiche a 50 ml de milieu de
sporulation 2x Schaeffer’'s-glucose (2xSG) a 37 66tenu dans une fiole bafflée de 250 ml.

La composition du milieu de sporulation est dontes le Tableau 3.
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Tableau 3 : Composition du milieu de sporulation 2XSchaeffer’s-glucose (2xSG) pour 1L

Méthodes
Eléments Quantités de
stérilisation
Difco nutrient broth
(Becton  Dickinson, 16,09
Detroit, USA) Autoclavage
KCI 20g
MgSQ,, 7H,O 05¢9
Ca(NG),, 4HO0 (AM) | 1,0 mL
FeSQ, 7H,O (0,1M) 1,0 mL N
MnCl, (1 mM) 10meL | Fitration
D-Glucose (50% wi/v)| 2,0 mL

Le pH est ajusté a 7 avant autoclavage avec du Nh@®Hpuis les autres composés filtrés
sont ajoutés apres refroidissement a 50 °C. Saétigion, les différents constituants

proviennent de Sigma Aldrich, France.

La préparation a été mise sous agitation a 37 8§uja obtention d’'une D nm cOMprise
entre 0,4 et 0,6. Puis 90 ml de milieu de sporoa@xSG a 37 °C contenus dans une fiole
bafflée de 500 ml sont inoculés par 10 ml de piéicel La préparation est mise a I'étuve
pendant 48 a 72 h sous agitation (200 rpm) a 3ju8Gu’a I'obtention d’'une sporulation
suffisante (supérieur a 90%). Le niveau de spaamagst vérifié a I'aide d’'un microscope
droit a contraste de phase (Primostar, Carl Zeigsdgicopy GmbH, Germany). En effet, les
spores matures, appelées spores dormantes, appataiees réfringentes et il est donc

possible de les distinguer des cellules végétativedes spores germees (Figure 15).

Figure 15: Observation au microscope a contrasteedphase de spores a différents stades. (a) spores
dormantes. (b) spores germées pendant 45 min avee k& L-alanine.
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Les spores sont ensuite récoltées par centrifuggtémdant 15 min a 4509 a 4 °C, puis

lavées trois fois avec de I'eau distillée froidde& sont ensuite stockées a 4 °C.

1.1.3.Purification des productions de spores

Les spores sont ensuite lavées a I'eau déminéediis@e stérile tous les deux jours
pendant au moins une semaine afin d’éliminer lésisl€ellulaires, les cellules restantes et
les contaminants éventuels. Le matériel biologigst ensuite conservé dans de l'eau
déminéralisée a 4 °C et sa pureté est verifiedapdétermination du pourcentage de spores
réfringentes « phase bright » (au minimum 95% d@esppour un maximum de pureté). Les
spores sont ensuite utilisées au moins 7 jourssdpréécolte. Certaines production de spores,
notamment les spores mutantesE gerE,nécessitent une purification supplémentaire. Pour
cela, aprés centrifugation les culots de spores$ mapris dans 100 a 200 pl de Nycodenz
(Histodenz® Sigma Aldrich, France) a 20% (m/v) @baksés sur 1 a 2 ml de Nycodenz a 50%
(m/v). Les tubes sont ensuite centrifugés pendanimméh a 14000y a 25 °C (Ghosh and
Setlow, 2010) Les culots de centrifugation obtenus contiennestiusivement des spores
dormantes et sont lavés abondamment (au moinsageay pour enlever tout les résidus de

Nycodenz. Les spores sont ensuite stockées a 4 °C.

1.1.4.Production de cellules végétatives

La production de cellules végétatives débute parpra-culture réalisée de la méme maniere
gue pour la production de spores. 10 mL de présaulsont alors ajoutés a 90 mL de milieu
2xSG dans une fiole bafflée. La culture est plac&d °C sous agitation (200 rpm) pendant
environ 100 min. Les cellules sont alors en mild®u phase exponentielle, ce qui permet
d’éviter la présence de spores dans les écharstillanculture est suivie par la densité optique
a 600 nm (DGvonm (Figure 16).
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Figure 16 : Evolution de la densité optique a 600m (DOggonm au cours de la culture de cellules de
Bacillus subtilisen milieu 2xSG

L’arrét de la croissance est réalisé par centrifogaa 3500y pendant 15 min a 4 °C. Le culot
est ensuite lavé trois fois dans 100 ml d’eau mhggique pour se débarrasser du milieu

résiduel.

1.2. Germination des spores

1.2.1.Conditions de germination

Préalablement a la germination, les sporeB.dgubtilissont activées thermiquement.
Pour cela, elles sont suspendues & une concentellulaire d’environ ~1,5.f0spores/ml
(DOs0o nm= 1) pendant 30 minutes dans un bain d'eau a 7PU/i€ immédiatement refroidies
dans la glace. Ceci permet de synchroniser et diareéla germination (Keynaat al, 1964;
Zhanget al, 2009). Pour la germination, les spores sont resnés suspension a une 6m
proche de 1 dans un milieu riche Luria Broth (LByr8a Aldrich, France) ou dans un tampon
Tris-HCI 25 mM contenant 10 mM de L-alanine (SigAldrich, France) a 37 °C. Les spores
sont ensuite récoltées par centrifugation 15 mitb@0 g a 4 °C, lavées au moins deux fois

avec de l'eau distillée a 4 °C puis sont utilisées.

1.2.2.Suivi de la germination

La germination peut étre suivie ou vérifiée pdfédentes méthodes. La microscopie a
contraste de phase permet ainsi de distinguerpees dormantes et réfringentes (« phase

bright ») des spores germées qui deviennent « phaake» (Figure 15). Le suivi de la densité
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optique a 580 nm (D& nn) permet également de suivre la germination auscdurtemps. En
effet, suite a I'ajout d’'un germinant, une chutel@a®Csgo nmest observée au cours du temps
et ce jusqu’a atteindre environ 40 a 50% de la itkelptique initiale, comme le montre la
Figure 17.
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Figure 17 : Suivi de la chute de la D&y nm de spores sauvages dgacillus subtilisen présence de L-alanine
10 mM.

1.2.3.0btention de fragments d’enveloppe apres germinatio

Les fragments d’enveloppes sont obtenus en ldidesnspores sauvages germer
pendant environ 90 min et sont alors identifiés pacroscopie. En effet, des résidus
d’enveloppe et/ou de cortex sont souvent obsersaiitachés aux cellules ou dans le milieu
de germination (Keijseet al, 2007; Ceragiolet al, 2009).

1.3.  Production de spores sans enveloppe (traitememiaqhe)

Ces spores ont été préparées selon la procédargedpar Paidhungat et Setlow
(Paidhungat and Setlow, 2001). Dans le but d'aetlas protéines de I'enveloppe, les spores
sont suspendues a une &md’environ 10-15 pendant 30 minutes a 70 °C darsolation
suivante : 1% de dodécylsulfate de sodium (SD3)Mde NaOH, 0,1 M de NaCl et 0,1 M
de dithiothréitol (DTT). Ces spores sont ensuite&és abondamment avec de I'eau distillée
(environ 8 fois) et conservés a 4 °C dans du tanggwmsphate salin (PBS). L'efficacité du
traitement a été vérifiée par le suivi de la dintimu de la DQgo nmen présence de 0,5 mg /

ml de lysozyme. En effet, les spores sans envelsppesensibles au lysozyme. Cette enzyme
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va provoquer la germination de ces spores en dagtdd cortex, ce qui pourra étre suivi,

comme décrit précédemment, par la chute desh&

2. Caractérisation des structures de la spore par

meéthodes physicochimiques

2.1. Etude de la mobilité par la résonance magnétiquéaue
(RMN)

2.1.1.Principe de la RMN

Le noyau d’'un atome peut étre considéré commesphére chargée tournant sur elle-
méme. Cette rotation induit un petit champ maguétigppelé moment magnétique nucléaire
de spin et noté u. Lorsque I'échantillon est plodgés urchamp magnétique externe intense
(Bo), les moments magnétiques nucléaires s’orientans da direction de ce champ. Le
nombre de noyaux paralléles est |égerement supéiia@elui des noyaux antiparalléles, la
somme vectorielle de tous les moments magnétiquekaires, I'aimantation M, est alors

non-nulle et dirigée dans la direction du chamgFyure 18a).

Z Z

aii @dg& ol
ﬂ! c¢> (#)wo y X y

Sans champ magnétique Avecchamp magnétique Résonance Relaxation

Figure 18 : Principe de la résonance magnétique nucléaire (RMN)

Le moment magnétique est également animé d’'un nmoene de précession analogue au
mouvement de I'axe d’une toupie. Pour un champ réigue B donné, on a alors :

o =7v.Bo (relation de Larmor)

avecwg : la fréquence de précession (Hg), rapport gyromagnétique du noyau (MHz/T) et
Bo: force du champ magnétique appliqué (T).

Si un second champ magnétique; Rle radiofréquencen; = wo est appliqué
perpendiculairement agBl va y a avoir absorption d’énergie, les noyauggassent sous
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linfluence de B, c’est la résonance. A l'arrét de;,Bl'aimantation va progressivement

retourner a sa position d’équilibre, parallele & Best la relaxation (Figure 18b). La

relaxation est alors caractérisée par des tempslabation :

T1, temps de relaxation spin-réseau, corresporal réléxation longitudinale. Dans ce cas
I'énergie est transférée a I'environnement moléaulge réseau) par vibration ou translation.
Pour 'atome'H par exemple, plus Test court, plus les protons sont mobiles.

T2, temps de relaxation spin-spin, correspond delaxation transversale. Dans ce cas

I'énergie est transférée au noyau voisin. Plussk long, plus les protons sont mobiles.

2.1.2.Préparation des spores déshydratées

Les suspensions de spores sont atomisées a 13%/é€,un débit d’'air de 473 L/h
(Mini spray dryer B-290, Buchi, France), la concatibn des spores est alors d’environ
10" spores/g. Environ 100-150 mg de spores sont englacées dans un tube RMN de 8
mm de diameétre. Ces tubes sont par la suite pldagés des boites hermétiques contenant
différentes solutions de sel saturés pour équililbestivité de I'eau (@). Avant chaque
mesure, les tubes sont sortis des boites et imme@déat fermés a l'aide de parafilm. Les
différents @ utilisées dans ce travail ainsi que les selssasli(Sigma Aldrich, France) pour

les atteindre sont donnés en Tableau 4.

Tableau 4 : Solutions saturées de sels g} eorrespondantes a 25 °C

Ay Sels utilisés
0,113 LiCl
0,328 MgCh
0,528 Mg(NQ),
0,754 NacCl
0,843 KCI

Chaque tube est laissé au moins 10 jours a éarilgur chaqueya Les g sont vérifiees a
l'aide d’'un osmometre Decagon-AQUALAB CX-2 (PullmaunSA).

2.1.3.Acquisition et traitement des signaux

L'étude des temps de relaxation des protons &éétisée sur un spectrometre RMN
basse résolution MARAN Ultra (Resonance Instruméntford, UK) dont la fréquence de

résonance est de 23 MHz. Le systetme RMN est eqlijp® régulateur de température
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permettant des acquisitions comprises entre 2BD@t°C. Les temps de relaxation spin-spin
(T2) ont été déterminés a l'aide des séquences Fl&e(Fduction Decay) et CPMG (Carr-
Purcell-Meiboom-Gill) a 25 °C. Pour la séquence HBbnombre de points est de 2048 et le
nombre d’'acquisitions de 128. La séquence par éCiRdG permet de détecter les protons
les plus mobiles sans que le signal ne soit inftéepar I'inhomogénéité du champ
magnétique ; par contre, les protons engagés damnstdictures plus organisées, de mobilité
tres réduite (7 < t) ne seront pas ou mal détectés. La simple séqudacestour a la
précession libre (FID) est également utilisée pétecter le pourcentage correspondant aux
protons les moins mobiles. Le Tableau 5 indiqueplasametres utilisés pour la séquence
CPMG.

Tableau 5 : Paramétres d’acquisition des séquenc€PMG.

Séquence CPMG

Durée des impulsions (P90) | 2,7 us

Durée des impulsions (P180)| 5,4 ps
Nombres d’échos 2048
Nombre d’acquisition (NS) 512

Temps entre les acquisitions (RD) 4 s

T 40 us

Les courbes de relaxation a partir de la séquerieBI@& sont modélisées comme une
distribution continue d’exponentielle a l'aide digiciel Win DXP (Resonance Instrument,
Oxford, UK)via I'Equation 2.

1) = X,;1,eC /T2 Equation 2

Avec Ty et | respectivement, temps de relaxation et intensgédd&rentes populations.

Les courbes obtenues sont déconvoluées a l'aidegikiel OriginPro (OriginPro 8, Origin
Lab) pour évaluer le ;TJde chaque population (position des pics) ehdenbre de protons
correspondant (intensités des pics). Ces intensii@s exprimées en pourcentage du FID
c'est-a-dire en pourcentage de protons mobileaneémées a une masse identique de spores
de 100 mg.
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2.2. Utilisation de la spectroscopie infrarouge a transige de
Fourier (FTIR)

2.2.1.Principe de la spectroscopie infrarouge

Le FTIR permet I'étude des propriétés d’un mat§yaal rapport a son interaction avec
les infrarouges. Il s’agit d’une technique de spstiopie vibrationnelle, les spectres obtenus
reflétant a la fois la structure moléculaire enV@onnement moléculaire. Les échantillons
sont irradiés par des radiations infrarouges, batson de ces radiations stimulant des
mouvements vibrationnels. Cela se traduit par ussomption d'énergie a des fréquences
correspondant au mode de vibration moléculaireagrant des variations de dipble de la
molécule correspondante ou d'un groupe chimiqus. dbangements dans les mouvements
vibrationnels donneront des bandes sur le speattiesune étant caractérisée par sa fréquence
et son amplitude (Duygwet al, 2009; Alvarez-Ordonezt al, 2011). Ainsi lorsqu’un
échantillon est étudié par spectroscopie infrarpugespectre complexe, caractérisé par des
bandes spécifiques, est obtenu. Une «empreintdaldigp, qui peut étre utilisée pour

I'identification, la caractérisation et la quantdtion d’échantillon, est ainsi obtenue.

En biologie, le FTIR permet ainsi de visualiser m@niére globale les constituants de
microorganismes mais aussi l'identification et ldfédenciation d’especes bactériennes
(Naumanret al, 1995; Forresteet al, 2009; Garipet al, 2009). La spectroscopie infrarouge
a beaucoup été utilisée par exemple pour les peggéla région entre 1500 et 1700 cétant
caractéristique de leur structure secondaire. Péautonstituants cellulaires, comme les
phosphates ou les polysaccharides, possédent égdleces bandes (ou régions)
caractéristiques. Le Tableau 6 liste ainsi divesiades caractéristiques obtenues pour les

cellules végétatives delostridiumou Bacillusainsi que pour des sporesBiacillus spp
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Tableau 6: Attribution des fréquences de bandes csiques observées en FTIR pour les cellules

végétatives et les spores dBacillus et Clostridium (v : stretching,d : bending, a: antisymétrique, s:

symetrique) SpBacillus : Spores deBacillus. D’aprés (Schusteret al, 1999; Naumann, 2000; Perkingt al,
2004; Johnsoret al, 2005; Forresteret al, 2009; Garip et al, 2009; Johnsoret al, 2010).

o . o ) Région d’absorption phosphates et carbohydrates
Région d’absorption des lipides 3000-2800 ch )
1300-900 crit
Valeur du pic Composé ) Composé
1 Groupement . Valeur du pic (cnf) | Groupement .
(cm™) cellulaire cellulaire
) ) Composé
Bacillus: 2956 Bacillus: 1256 - o
lipidique/ ester ?
V. CH Lipides Acide nucléique
Clostridium: Bacillus etSpBacillus POy et petites
\%
2959 : 1235-1233 : contributions des
phospholipides
Bacillus etSp SpBacillus : 1277 -
i v, COO DPA
Bacillus: 2923 1279
v, CH, Lipides _
Clostridium: SpBacillus : 1439- RingvC-N
CaDP-3HO
2921 1441 ; 1015 RingvC-C
Région d’absorption des protéines 1800-1500 ¢m Région « empreinte digitale » :
Valeur du pic Composé ) Composé
N Groupement ) Valeur du pic (cnf) | Groupement _
(cm™) cellulaire cellulaire
Bacillus: 1656-
1657 Structure secondairg
v C=0 . ]
SpBacillus: protéines (amide I)
1656 - 1658
Bacillus: 1540- 5 N-H Structure secondaire
1542 protéines (amide 1))  SpBacillus: 766 ;
- CaDP-3HO
Vibration de 725701 ;659
SpBacillus: 'anneau
v C-N ]
1540 - 1541 hétérocyclique du
CaDPA
) Groupe ester des
Bacillus 1739 v>C=0 o
lipides
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2.2.2.Préparation des échantillons et acquisition duaign

Les expériences ont été réalisées a l'aide d'urirepeetre infrarouge a transformée de
Fourier BRUKER IFS Vector 22 (Bruker, Allemagnen méthode ATR (réflectance totale
atténuée) a été utilisée avec un cristal ZnSe rggk de zinc). Une goutte de 10 ul
d’échantillon (spores ou cellules végétatives) a Do nm d’environ 10 est déposée sur le
cristal puis séchée sous un flux d’azote pendantl® min pour obtenir un film homogéne.
Les spectres sont obtenus par I'acquisition decHds a une résolution de 2 trat & une
température de 25 °C. Avant chaque mesure, un bawhkd est réalisé afin de soustraire le
bruit de fond. La température est controlée a €amlun bain a circulation HAAKE

DC30/DL30 (Thermo Electron, Allemagne). La FiguBesthématise la procédure utilisée.

Cristal
ZnSe

b NZ\L Dépobtd’une goutte (10 ul) DOgyonm
~10

Film d’échantillon

5-10 min
— P/!/:! VAYAYN

f Cristal ZnSe
IR

Figure 19 : Principe de l'obtention et de la mesured’un film d'échantillon sur le cristal ZnSe du
spectromeétre infrarouge. (a) Photographie du systee (b) Schématisation de I'obtention d'un film.
N, : azote U.

Le logiciel OPUS (Bruker, Allemagne) est utiliséup@btenir la dérivée seconde des spectres
et obtenir la position des pics. Ce logiciel esalément utilisé pour obtenir des spectres

moyens des spores ou des cellules végétatives.
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2.2.3.Suivi de la germinatic

Pour I'étude de la germination, une suspensionpadees est préalablement acti
thermiquement puis redspendue dans du milieu LB (oo nm= 1). Des échantillons so
prélevés au cours du temps, lavés et concentrést aeadéposer une goutte de 10
d’échantillon sur le cristal. Un film est ensuitetenu avant acquisition de la méme mre

gue décrit précédemment.

3. Utilisation de la fluorescence pour étudier le

structures de la sport

3.1.  Spectrofluorimetri

3.1.1.Principe

La mesure d’émission de fluorescence polarisée gtelfobservation de mouvemer
rotationnels de fluorophores durant ldurée de vie a I'état excité. Cette technique rezos
le principe suivant lorsque des molécules sont exposées a de lareipidarisée, celles do
le dipble dabsorption est orienté dans la mémeectibn que la lumiere so
préférentiellement ex@tes, c’est la photosélection. Une fois excitéesntelcules peuvel
avoir des mouvements de rotation durant la duréeiglele I'état excité (~1° s?), ceci va
dépolariser I'émission de fluorescence. Ainsi, lasore des composantes d’émiss
polariséevia des polariseurs, permet le calcul du type et derdue des mouvements
rotation des molécules. La mesure de I'anisotr@piest alors obtenue a partir de l'inten
des composantes verticales, dites paralle|) et horizontales, dites gendiculaires 1) de

I'émission de fluorescencé&igure20).

“Polarizer

r=(l =10 /{y+2 1)
Figure 20 : Principe de la mesure d'anisotropie de fluorescen (Lakowicz, 2006).
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La vitesse de rotation des molécules dépend detddie, forme et de leur environnement
local. Un changement de viscosité du milieu de d@de entrainera un changement
d’anisotropie de fluorescence. Ainsi, cette méthpeaeit étre utilisée pour détecter des
changements dans I'environnement de ces moléculeso§ité locale, transition de phase,..)
(Fluorolog, 2001; Lakowicz, 2006).

Le DPH a par exemple déja été utilisé en analyséadesotropie de fluorescence sur les
spores deB. megateriumou B. subtilis dans l'idée de mesurer une fluidité membranaire
(Skomurskiet al, 1983; Ishiharat al, 1999). Le DPH s’insere dans les feuillets de i
parallele aux chaines acyles des phospholipides enasi au centre de la bicouche (Van der
Heideet al, 1996).

3.1.2.Mesure de l'anisotropie de fluorescence

Les mesures ont été réalisées sur un spectrofletende type Fluorolog-3 équipé
d’'un double polariseur en T (Jobin-Yvon, HoribGrpudSA). Une solution de DPH
concentrée a 1 mM est préparée dans du tétrahydnafTHF) et conservée a -20 °C a I'abri
de la lumiére. 6 pl de solution de DPH a 1 mM sgautés a 3 ml de suspensions cellulaires
de concentration définie (spores 2 3pores / ml ; cellules végétatives : Hactéries / ml).
Les longueurs d’onde d’émission et d’excitation tsmspectivement de 360+2 nm et de
431+5 nm (Simoniret al, 2008). Le mélange est réalisé dans une cuve @lgrepcopie en
verre poli a 30 °C sous agitation. Quatre signaunt acquis au cours du temps avec un délai
de 8s : les intensitésid, luv, lvw et by, qui sont utilisées pour calculéanisotropie de

fluorescence (r) selon la formule suivante :

Iyy— GI I = i
_ Uyy-Glvm) avecG = v Equation 3
Uyv+ 2Glyy) Tn

3.1.3.Détermination du temps d’insertion de la sonde

Il est aussi intéressant de suivre la vitesse @ftin de la sonde. Pour cela, les
variations de fluorescence\) ont été suivies au cours du temps. Les coudmed
normalisées a I'aide du logiciel Origin Pro etdenps d’insertion est ensuite défini comme le

temps nécessaire pour atteindre 95 % de l'intensitémale.
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3.1.4.Réalisation d’'une rampe de température

Les différents échantillons (spores ou cellules ét@tives) ont été soumis a des
modifications de température. Ces variations degpé&ature ont éte effectuées au sein méme
du spectrofluorimétre, dans l'enceinte contenantuae de spectroscopie a l'aide d'un
systeme Peltier. Ainsi, les suspensions de spdrds eellules (3 mL) vont subir les rampes
de température suivantes:

- de 30 a 80 °C puis retour a 30 °C avec pour paraséet-/- 5 °C toutes les 180 s pour

les spores ;

- de 40 a5 °C puis retour a 30 °C avec pour parametr/- 5 °C toutes les 180 s pour

les cellules végétatives.

3.2.  Microscopie confocale

3.2.1.Mesure de la perméabilité des spores aux sondaefcentes

Plusieurs sondes fluorescentes ont été utiliséesiemscopie confocale : l'iodure de
propidum (IP), I'acridine orange (AO) et le mescephil-4,4-difluoro-4-bora-3a,4adiaza-s-

indacene (Bodipy-©).
3.2.1.1. L’iodure de propidium (IP)

L’IP est un intercalant de '’'ADN d’environ 668 g/indl est capable de se lier a 'ADN (a
raison d’'une molécule toutes les quatre a cingepatte bases) ainsi qu’a 'ARN. Cette
molécule fluoresce vingt a trente fois plus lorgdje’ est liée a des acides nucléiques
(maximum de fluorescence a 617 nm sous forme li€e)fluorophore est par ailleurs un
marqueur de viabilité car il est connu pour ne margjue les cellules dont les membranes
ont perdu leur intégrité (Williamst al, 1998). Pour I'ensemble des expérimentations,d'IP
été ajouté aux suspensions cellulaires (~5spdres /mL) & raison depd/mL & partir d’'une

solution meére aqueuse de 1 mg/mL.

64



Matériel & Méthodes

3.2.1.2. L’acridine orange (AO) :

L’Acridine Orange est une sonde fluorescente de&8@imol qui, lorsqu’elle s’intercale
au niveau de I'ADN, émet une fluorescence verteigsion : 525 nm, Excitation : 500 nm) et
rouge lorsqu’elle interagit avec 'ARN (Emission 630 nm, Excitation: 460 nm). Ce
fluorophore est un perméant cellulaire qui pénainsi dans les cellules mortes et vivantes.
Etant plus hydrophobe que I'lP, il passe aisémamhémbrane plasmique et se lie alors aux
acides nucléiques. Une solution stock a 0,1 g/lsdaau distillée est conservée a 4 °C. Pour
les essais de marquage pendant la sporulatiomidesest ajoutée &, Tc'est-a-dire en début
de phase stationnaire, a une concentration final® gg/mL pour une concentration finale

d’environ 5.18 spores/mL.

3.2.1.3. Le Bodipy-G:.-

Cette sonde d’environ 455 g/mol a été synthétis@el’équipe de Marina Kuimova de
I'Imperial College London (Kuimovat al, 2008). Il s’agit d’un rotor moléculaire qui a ééj
éte utilisé pour mesurer des micro-viscosités diarers systemes : cellules vivantes, sol-gels,
mono et bicouches lipidiques (Kuimoea al, 2008; Hungerforcet al, 2009; Levittet al,
2009; Hosnyet al, 2013). Elle est stockée a -20 °C a une concémbraie 1 mg/ml dans du
diméthylsulfoxyde (DMSOQO). Pour les essais d’ingagrtavant ou apres sporulation, elle est
utilisée & une concentration de 4,3 pM (pour uneentration de 1 & 5.1@pores/mL). Sa

formule chimique est donnée en Figure 21.

nc‘I EH!!-

Figure 21 : Formule chimique du Bodipy-G, (Kuimova et al, 2008)

Compte tenu de la structure hydrophobe du Bodigy-@n particulier sa chaine
hydrocarbonée saturée ff; une localisation de la sonde dans les strudtudeophobes des

65



Matériel & Méthodes

microorganismes étudiés est attendue. La localisate cette sonde dans la bicouche se fait
en profondeur dans le feuillet et son temps deefiéte la viscosité de la chaine carbonée de
la bicouche, bien que dans une phase gel, la sat@h pourrait étre un peu différente et

moins profonde (Wet al, 2013).

3.2.2.Acquisition d'image

Pour toutes ces sondes fluorescentes, les imagasesscence et en transmission ont été
acquises sur un microscope confocal Nikon C1SipgeliTE 2000 U avec le logiciel EZ-C1
3.50 (Nikon, Japon). Un objectif a immersion a @ullanApo x100 a éte utilisé (NA : 1,4)
(Nikon, Japon). Un laser argon a 488 nm a étésatifpour I'excitation avec un miroir
dichroique 408-488nm. Les longueurs d’'onde d’émisgtaient de 550-700 nm pour I'lP,
500-550 nm pour I'’AO et 500-600 nm pour le Bodipyg.C

3.3. Imagerie en temps de vie de fluorescence (FLIM)

3.3.1.Principe

Cette méthode est basée sur l'utilisation du @@ealtemporel entre excitation et
emission de fluorescence. Les molécules fluoressam sont pas seulement caractérisées par
leurs spectres d’excitation et d’émission mais &geint par leur temps de vig,(c'est-a-dire
le temps pour lequel les molécules restent a l&taité avant de revenir a I'état fondamental.
En dautres termes, la distribution des temps de deé fluorescence correspond a la
décroissance exponentielle de I'émission apresitégion (par une impulsion laser courte
<107 s) d'une sonde fluorescente. La Figure 22 momtrexemple de courbe de décroissance

obtenue pour la rhodamine B.
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Figure 22 : Exemple de courbe de décroissance dedlescence mesurée pour la Rhodamine B en solution
dans I'eau. L'impulsion correspond a la réponse intsumentale. D’aprés (Szabelskiet al, 2010).

En plus d’étre spécifique d'un fluorophore, le temge vie possede plusieurs avantages
comme le fait d’étre indépendant de la concentnati de varier selon I'environnement du
fluorophore (pH, viscosité, concentration en ionk,(Swift and Trinkle-Mulcahy, 2004;
Ishikawa-Ankerholdet al, 2012; Suhlinget al, 2012). L'imagerie par durée de vie de
fluorescence est une mesure de la probabilité dsom de fluorescence d'une certaine durée
de vie. Ainsi le processus doit étre répété plusidais pour construire un «temps de vie
moyen » pour chaque pixel qui a été imagé (Swiét @arinkle-Mulcahy, 2004), comme le

montre la Figure 23.

;"/— Décroissance exponentielle (e7):

'ﬁserﬁpu"ae ; ; . Histogramme de temps de vie de
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Un procédé statistique:
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Combien de photons arriventapres quel
temps - construction d’un histogramme

Départdu « chronomeétre » avec un pulse
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premier photon

Figure 23: Schématisation du principe du FLIM (méhode «time domain (TCSPC) »). D’'aprés
PicoQuant GmbH
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Le FLIM est ainsi utisée pour discriminer différents fluorophores subbhse de leur tem,
de vie mais aussi pour distinguer différents emnements dans un systéme basé su
changements d’environnement local d'un fluorophteFigure 24montre le type d’'imag

qui peut ainsi étre eonstruite », ici basée sur de I'autofluorescence.

Limds [ om0 2 Fwi 3 re Owesall [+ 4

Figure 24 : Image en intensité de pollen de marguerite (a) eascorrespondance en temps de vie (b). |
graphe (c) représente I'histogramme de temps de viet I'échelle de couleur correspondante utilisée ta
I'image b. Il s’agit d’auto-fluorescence D’aprés PicoQuant GmbH.

Seule la rdithode dans le domaine temp (time comain) est présentée ici mais le temp:

vie peut aussi étre mesuré dans le domaine fréigliéinequency domail.

3.3.2.Déterminatiorde la viscosit

3.3.2.1. Principe des rotors moléculai

La viscosité est une propriété clé qui résulteafriction des molcules entre elles et

qui gouverne les processus de diffusio mobilité dans les fluides. Il s’agit donc d’
parametre important a mesurer dans les membraees.otors moléculaires sont des sor
fluorescentes qui ont la capacité de subir un mmave intramoléculaire de rotation a I'ét
excité («twisted intranolecular charge trans » = TICT). Le 4(Dicyanovinyl' Julolidine
DCVJ (Figure 25pen est un exemp Le retour a I'état fondamental peut se faire viax
voies de désexcitation concurrer: une relaxation non fluorescente a partir de t'éea
torsion (TICT) ou une érssion de fluorescence a partir de I'état exc plar » (LE).

La Figure 25best une extension du diagramme de Jablonski psuroters moléculaire et

présente ces deux voies.
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Figure 25: (a) le DCVJ, exemple de rotor moléculaire (b) Ex¢nsion du diagramme de Jablonski pour le
rotors moléculaires(Haidekker and Theodorakis, 2010C.

Dans les environnements visqueux, il y a augmaemade labarriere d’énergie entrl’état
excité LE etl’état TICT. Il y aura ainsi ur dépendance de la formation de I'état TICT
rapport a la microviscosité de I'environnen. Le rendement quantique de fluoresce
augmente dans les solvants de plus haute visc(Haidekker and Theodorakis, 20!
Kuimova, 2012) Ainsi, en pratique, a la fois I'intensité de flfescence et le temps de vie s
tres dépendent de la viscosité pour ces moléc(Haidekker and Thecworakis, 2007,
Kuimova et al, 2008) Cependant, pour lemesures baséasir I'intensité de fluorescence,
existe desncertitudes liées aux variations locales de cotma&an, e propri¢és optiques du
milieu, ainsi 'utilisation du temps de vie sempleis adapte¢Levitt et al, 2009. Ces sondes
ont été utilisés pour meser les microviscosités dans une variété de sysegncompris de
cellules vivantes, des salels et des mono et bicouches lipidigi(Haidekke et al, 2001;
Kuimovaet al, 2008; Hungerfor et al, 2009; Levittet al, 2009).Ces sondes représent un

outil intéressant dans I'étude de la fluidité meaniaire.

3.3.2.2. Mesure de la vis(sité par le Bodipy &

Pour la mesure de la viscosité, la soBodipy-Ci»a été utilisée. En effet, il a été n
en évidence que l'intensité et le temps de vidluorescence de cette sonde sont forter
dépendants de la viscosité. Le temps de vie deeigence a été utilisé dans ce travai
semble en effet un meilleur marqueur que l'inténsie fluorescence puisqu’il n'est g
affecté par la concentratiofKuimova et al, 2008; Levittet al, 2009. Une courbe de
calibration entre le temps de vie du rotola viscositéd’'une solution de méthanol/glycél
variant del5 et 1500 cP a été réalisée et a permis d’étiddjuation suivant (Kuimova et
al., 2008) :
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Int; = 0,5336 X Inn+ 4,5862 Equation 4

Avec s, temps de vie de fluorescence en psg @iscosité en cP.

Cette expression permet de convertir directemetangs de vie du rotor en une mesure de la
micro-viscosité de I'environnement de la sonde.

Il a également été veérifié que la sonde ne fornedigrégats dans les systemes utilisés. En
effet, des concentrations élevées en Bodipy peueemier des agrégats qui sont caractéerisés
par un maximum d'émission supérieur a 630 nm (peuthromophore non modifi€), et
également probablement par une durée de vie ded¥tité beaucoup plus courte (Bergstrom
et al, 2002; Kuimovaet al, 2008). La Figure 26 présente ainsi les specteeudrescence

obtenus dans des spores sauvages en spectrofltregipwur une excitation a 488 nm.
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Figure 26 : Spectre de fluorescence de la sonde BogtC, intégrée dans des spores sauvages au cours de
la sporulation (Exitation : 488 nm).

Aucun maximum d’émission n’est observé pour degueunrs d’onde supérieure a 630 nm,

ce qui confirme I'absence d’agrégats. Cette vediion a été réalisée pour les difféerents
échantillons testés.
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3.3.3.Intégration de la sonde

3.3.3.1. Marquage de spores

Pour les spores, la sonde Bodipy-@ été incorporée au cours de la sporulation
environ 1 a 2 h apres lg @e sporulation (cf. Figurel6) a une concentratier},3 uM afin
de marquer les structures les plus profondes. Darwas, les spores sont cultivées dans des
fioles bafflées de 125 mL. Le méme ratio d’inocigiat(1/10) et de volume de la fiole (1/5)
est utilisé que pour les autres productions. ftéavérifié que la sonde n’a pas d’effet sur la
sporulation (suivi des courbes de croissance).ooales a également été utilisée pour marquer
des spores déja formées. Dans ce cas, les spotesises en contact avec la sonde pendant
environ 12 h.

3.3.3.2. Marquage de cellules végétatives

Les cellules végétatives ont été cultivées et mirg suivant la procédure adaptée de
(Cowanet al, 2004). Apres une pré-culture d’une nuit, lesutei végétatives sont mises en
culture dans du milieu LB jusqu’a atteindre unes®Qmnd’environ 0,2. A ce moment 13, la
sonde est ajoutée a une concentration de 4,3 pklsste en contact pendant encore 2 a 3
heures. Les cellules sont ensuite récoltées parfugation (3500g, 4 °C, 10 min), lavées et

remises en suspension dans du PBS pour les olhisasrat

3.3.3.3. Acquisition des images FLIM

Pour ces expériences, une goutte de spores oelldées végétatives (~10 pL) est
placée sur une lamelle et recouverte par un pkett thagarose a 10% afin de maintenir les
microorganismes en place et de préserver I'humitéé lamelles sont changées aprés 30 min
maximum d’observation. Le systéme FLIM utilisé ase extension LSM kit de Picoquant
ajouté au microscope confocal Nikon C1Si et coastst une diode laser pulsée (485 nm,
FWHM (Full Fidth Half Maximum, largeur a mi-hautg¢ur 83 ps, 40MHz) et en deux
détecteur SPAD (Single-photon avalanche diode). iDeges a une dimension de 256*256
pixels ont été enregistrées pendant environ 2@ an temps d’exposition par pixel de 9,60
us. L’enregistrement TCSPC (Time-Correlated Siifleton Counting) du temps de vie a été

réalisé sur 200 canaux temporels (résolution fin@lel28 ps/canal). Les images FLIM sont
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ensuite analysées a l'aide du logiciel TRI2 verstoh4.1 (Gray Institute, Oxford, (Barbet

al., 2009)). Afin d’obtenir entre 1000 et 10000 coapspic maximum par pixel, un binning
circulaire de 4 a été utilisé, sauf mention contraUn seuillage de 10-20% a 100% sur les
pixels a également été utilisé afin d’enlever dgeaux relatifs au bruit de fond ou provenant
de structures tres peu marqueées. La réponse d&liment (IRF) a été obtenue en mesurant
la tres courte durée de vie de fluorescence ddutaelscéine (0,2 mM) diluée dans une
solution saturée en iodure de potassium. Cettetialudans le Kl permet en effet le
guenching de la fluorescéine et la courbe de desmace obtenue, dans les mémes conditions

gue les échantillons, peut alors étre utilisée cenfRi (Szabelsket al, 2009).
3.3.3.4. Analyse et traitement des données

Les différents échantillons de spores sauvagessus de spores sauvages ont été
analysés a l'aide d'un ajustement bi-exponentielr piaque pixel ou groupe de pixels
(binning) de la courbe de décroissance (modéle béacdi, Equation 5). Les spores mutantes
cotE gerEont été analysées par un ajustement mono-expoh@atjeation 6) puisque le bi-
exponentiel n'a pas produit une amélioration yfu (mono-exponentiel,® 1.1-1.2, bi-
exponentiel,? 1.0-1.1). Plus lg,® est faible, meilleur est I'ajustement. Dans nats, il doit
s’approcher de 1. Les cellules végétatives onagédysées a l'aide d'un fit mono-exponentiel
avec l'algorithme Bayesian (Equation 7) qui perdianalyser les courbes de décroissance
avec un nombre inférieur de pixels. Cette procégarenet d'éviter un binning excessif et une
diminution de la résolution spatiale. Pour lesudeB végétatives, un binning circulaire de 2 a
été appligué. Pour les analyses en algorithme ppdmantiel, I'amplitude de chaque
composante est représentée sous forme d'interraitédnnelle (Fi) qui varie entre 0 et 1
(équivalent & 0-100 %) (Equation 8).

Les différents modéles utilisés sont les suivaaeg A, 'amplitude et, le temps de vie) :

(&) =Z + Ajexp™t/™1 + A exp~t/™2 Equation 5
1€Xp 2€xp
f(t) =Z + Aexp™/" Equation 6
f®) = Z+A(Z)exp™" Equation 7
F. = Ai Equation 8
Lonia

Ou A correspond a I'amplitude de la composante i.

Les histogrammes de temps de vie et d’intensi@sifmnelles obtenus ont été exportés et

analysés a l'aide du logiciel OriginPro. Les oudl5it peak » ou « Fit multiple peak » ont été
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utilisés pour déterminer le maximum et les FWHM ateque pic. Les maximum on été
utilisé pour déterminer les valeurs moyennes etH@$HM pour déterminer les barres
d’erreurs de chaque temps de vie ou intensitéifratlle.

3.4. Cellules de visualisation

3.4.1.Fixation des spores

Pour certaines expérimentations réalisées en FO®4, cellules de visualisation ont
éte utilisées. Les spores sont alors fixées dedaigre suivante, adaptée du protocole utilisé
par (Konget al, 2010) : une goutte d'une suspension de sporepl(101.18 spores / mL
dans l'eau) est déposée sur la surface d'une ek lamelles sont ensuite disposées a 4 °C
pendant 30 min afin de permettre aux spores d'adhércelle-ci. Le surplus de liquide est
ensuite éliminé en laissant une fine pellicule gares sur la surface de la lamelle. Celle-ci est
ensuite placée dans un dessiccateur pendant as i®imin afin de sécher le film mince, les

spores sont ainsi fermement adhérées a la surface.

3.4.2.Germination

Pour la germination la lamelle est ensuite dispat@®s une chambre thermostatée
FCS2 (Bioptechs, USA). Environ 100 ul de solutienggrmination a 37 °C sont injectés dans
la chambre thermostatée a une température de 3Ze°@oment de I'addition du germinant

est considéré comme lg de la germination.

3.4.3.Maodification de la température

Pour visualiser l'effet de la température sur lacesité des spores, un systeme
thermostaté pour lamelle carrée a été utilisé @arse tools, USA). Un joint en silicone est
utilisé pour délimiter un volume (~ 50ul) entre Bdamelles, les spores sont fixées sur 'une
d’entre elle. Avant le début des expérimentatiaies|'eau distillée est ajoutée a I'aide d’'une
aiguille afin de maintenir les spores dans un liydraté. La Figure 27 est une représentation

de la chambre carrée réalisée.
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<———Lamelle supérieure

Spores fixées |

<——Lamelle inférieure

Joint en silicone
(~ 1 mm d’épaisseur)

Vue en 3D de la chambre crée Injection d’eau dans la chambre

Figure 27: Schéma de la chambre réalisée a I'aide de lamedlearrées et d’un joint en silicon

Cette chambre est ensuite placée dans un élémanfifait TC-E35 adapté pour la chamb
et relié a un contréleur de températtTC-1-100, Biosciene tools, USA). Des températur
allant de 20 a 78C ont été appliguées. Une photographie du systdraeffant est donnée

Figure 28.

Figure 28: Photographie de la chambre utilisée pour modifieda température des spores bactérienne
http://www.biosciencetools.com/catalog/images/C<-IC.qif

4. Evaluation de l'effet d'un traitement éthanol sur les

spores bactérienne

4.1. Baremes cs traitements utilisés

Les spores ont éteé traitées pen 2h a 65 °C avec une solution d’éthanol a 70% preéx.
a partir d’éthanol absolus{gma Aldrict, France)et d’eau distilléelLes spores sont traitées

une DQu nmde 1 dans 2 mL d’éthanol contenus dans des tubesrFae 15 mL. Ci
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traitement est connu pour inactiver les spores edifier leurs barrieres de permeéabilité
(Setlowet al, 2002). D’autres barémes de traitements ont éidiés: 1 h a 70 °C avec des
solutions d’éthanol & 30, 50 et 70%. Immédiatenagmés le traitement, I'éthanol contenant
les spores est dilué 5 fois par ajout d’eau déstifroide. Les tubes sont ensuite placés dans de
la glace pendant 5 min avant les étapes suiva@tesjue traitement a été réalisé au minimum

3 fois sur au moins 2 productions de spores dififi&e

4.2. Estimation de la viabilité

Deux méthodes sont utilisées pour estimer la vigbiEn effet, des expérimentations
ultérieures avec des sondes fluorescentes étdisees il était nécessaire d’éliminer alors la
présence d’éthanol. Cependant les lavages et fugattions ne permettent pas de récupérer
toutes les spores traitées. Afin de s’assurer guedthode d’estimation de la viabilité n’est
pas biaisée par la perte due aux lavages des dptaies, la viabilité a également été estimée

sans lavage préalable.

4.2.1. Pourcentage d’inactivation sur spores lavées

Apres le refroidissement des tubes dans la glasespores sont centrifugées a 4 °C
pendant 15 min & 40Qf) Les spores sont ensuite lavées au moins 3 foisdevéeau distillée
froide. Apres lavage, les spores sont resusperdiuesenviron 1 mL d’eau et la [§9 nmest
alors mesurée. Cette densité optique nous perrobtaliir le nombre total de spores aprés
lavages, un certain nombre de spores ne pouvast récupérées. Par la suite, un
dénombrement sur gélose de spores traitées et raddets est réalisé. Aprés plusieurs
dilutions décimales, 100 pl de suspensions de spgomat étalées sur milieu BCP (Biokar
diagnostics) et incubées une nuit a 37 °C. Le démement est réalisé sur les boites de Petri,
les boites comptées sont celles ayant un nombreté’tormant colonie (UFC) compris entre
30 et 300. L'étalement des spores non traitées peuset d’obtenir la corrélation exacte
entre la DQgo nm et le nombre de spores (~ 1 & 1,8.4Pores / mL). La viabilité des spores

traitées est alors estimée comme suit :

Nombre de spores viables comptées sur boites aprés traitement et lavage

% de spores inactivées = 100 — x 100)

Nombre total de spores apres traitement et lavages (DOggonm mesurée)
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4.2.2.Pourcentage d’inactivation sur spores non lavees

Les tubes de spores refroidies, et dont I'éthasbtldué par 5, sont dilués directement
de maniére décimale. Le nombre de spores totakst @t aprés traitement n’a donc pas été
modifie. 100 pL de dilutions adéquates sont étakds milieu BCP et incubés comme
précédemment. Le dénombrement est également répliéé une nuit a 37 °C pour les spores

traitées et non traitées. La viabilité des spa@tees est alors estimée comme suit :

Nombre de spores viables comptées sur boites apres traitement

% d inactivées = 100 —
% de spores inactivees ( Nombre de spores totales (correspondant a une DOggopm de 1)

x 100)

La Figure 29 schématise ainsi les deux méthodessinfiation de la viabilité.

Mesure DOgggnm = Nb tot apres
traitement

: e5”
= \aqa%%a,c\oﬁs
y “’d‘w \ Dilutions et étalements
e
traitement
| \ =
Y ©
\ Dilutions et étalements
2 mL éthanol Dilution par 5 avec eau 4°C

Spores DOggonm =1 Bac de glace (5 min) | Nb tot inchangé, DOgoonm =1

v

Figure 29 : Méthodes d’estimation de la viabilité pres les différents traitements a I'éthanol

4.3. Estimation de la perméabilisation des spores

Afin d’estimer le nhombre de spores permeéabiliséasi@ traitement, un marquage a
I'lP pendant 15 min est réalisé sur les sporesdavPour chaque traitement ou témoin, un
nombre minimum de 100 spores est ensuite observ@ienoscopie confocale. Les spores
considérées comme marquées sont celles dont leptaste présente une fluorescence rouge
intense, comme le montre la Figure 30.
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Figure 30 : Images en microscopie confocale de spsrsauvages traitées pendant 1 h a 70 °C avec 30%
d’éthanol et marquées a I'IP. (a) Image en transm@on (b) Image superposée en transmission et en
fluorescence. (c) Image en fluorescence. (Excitatio 488nm ; Emission : 550-700 nm). Echelle= 2 urhes
fleches indiquent les spores au protoplaste marqué.

4.4.  Evaluation de la viscosité des spores traitées

Une estimation de la viscosité des spores tragéegégalement réalisée sur ces spores.
Pour cela, le rotor est ajouté a une concentrat®on,43 uM la concentration en spores étant
beaucoup plus faible (~3 & 5/1€pores/mL). Les spores sont alors mises en coat&ct la
sonde pendant environ 1 a 2 h pour les spores testdmitées et 4 h pour les spores
sauvages. Un temps plus long est utilisé pourpeses sauvages pour s'assurer de marquer
toutes les structures, celle-ci possédant encareeteveloppe.

5. Traitement statistique des donnees

Les différentes analyses statistiques des résuttait eté effectuées a I'aide du logiciel
Sigmaplot version 11.0 (Systat software). Pour can@pdeux échantillons, un test de Student est
réalisé. Lorsque plus de deux échantillons sontpewés, un test ANOVA est utilisé, le test de
Student-Newman-Keuls (SNK) permet alors de comgdagemoyennes par paires. En cas de non
homogénéité des variances, le test ANOVA est @alig les rangs (test de Kruskal-Wallis), la
comparaison par paire est alors réalisée par trdéeBunn. Les différences ont été considérées

comme significatives pour un risque< 0,05, sauf mention contraire.
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1. Caractérisation des structures de la spore impliques
dans sa faible permeéabilité

Objectif de I'étude :

Cette étude a pour but d’identifier et de caraségries structures de la spore bactérienne
impliquées dans la faible perméabilité et la rigidiPour cela, différentes approches sont
utilisées.

Dans un premier temps, une étude structurale globadynamique utilisant des méthodes
non intrusives a été initiée. Deux techniques dsgt @oisies: la résonance magnétique
nucléaire pulsée a bas champs (RMN) et la spedpascinfrarouge. Ces méthodes
permettent d’obtenir des signaux donnant des indtions sur I'état, la composition et parfois
la mobilité des différents constituants de la sgmaetérienne. Par la suite, des méthodes plus
ciblées ont été envisagées. Ces techniques utildesn sondes fluorescence pour marquer
sélectivement les compartiments cellulaires. L'gs@l de cette fluorescence par
spectrofluorimétrie donne une vision globale du partiment ciblé pour autant que la sonde
soit suffisamment sélective. Par l'utilisation deplolarisation de fluorescence, il est possible,
a partir de sondes adéquates, d'obtenir des intownsasur la fluidité membranaire. Pour
obtenir des informations a I'échelle d’'un individunon plus uniquement d’'une population, la
microscopie de fluorescence, et plus particulier@mi@a microscopie confocale, a été
envisagée. L'utilisation de sondes spécifiquesofsotmoléculaires) a permis d'utiliser le
temps de vie de fluorescence (FLIM) afin d’obtedes informations sur la microviscosité du
compartiment ciblé. Le Bodipy.€ a en effet été mis en évidence comme une sonde

hydrophobe particulierement sensible a la viscatéon environnement.
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1.1. Approche non intrusive des structures et de laadyque
de la spore

Afin de caractériser les spécificités des structute la spore bactérienne, des méthodes non
intrusives ont été utilisées en premier lieu. Ceéthodes permettent d’obtenir des signaux

globaux sur I'ensemble des couches de la spore.

1.1.1.RMN pulsée a bas champ

La RMN pulsée a bas champs du proton a été utikséedes spores déshydratées
equilibrées a difféerentes,aOn s’intéresse ici a la distribution des tempgalaxation spin-
spin (T,) obtenue a partir de mesure par la séquence CRMGA0Q us). La séquence par
echos CPMG permet de détecter les protons les mphlsles sans que le signal ne soit
influencé par 'inhomogénéité du champ magnétigpar; contre, les protons engagés dans
des structures plus organisées, de mobilité tiesites(T, < t) ne seront pas ou mal détectes.
La simple séquence de retour a la précession(f est également utilisée pour détecter le
pourcentage correspondant aux protons les moindasoPlus le temps;Est important plus
la mobilité des protons est importante, et le digisa proportionnel a la quantité de protons.
La Figure 31 présente ainsi le spectre obtenu PM@ pour la souche d&. subtilissauvage

équilibrée a uneyade 0,5, correspondant aux protons mobiles.
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Figure 31 : Distribution des temps de relaxation T de spores deBacillus subtilis équilibrées a une g de
0,5 obtenu en RMN basse résolution du proton.
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Tous les protons mobiles sont visibles, ils peuypeovenir de plusieurs constituants :
» tous les solutés et biopolymeres de la spore paugp’ils soient mobiles ;
* les phospholipides et lipides des membranes ;

» l'eau présente dans les différentes structurea dpdre ;

Ces protons ne se distinguent que par leur mabfiié d’essayer d’attribuer une population
de protons a des constituants de la spore, difféerparamétres (équilibre des poudres a
différentes @, modification de la température) ont été applicafés de mieux comprendre les
distributions de mobilités de protons obtenus. Uopulation de protons importante est
obtenue a un temps de relaxation moyen de 0,282 1ds (pic 1) et selon latrois autres
populations (ou deux pour deg@1, 0,7 et 0,8) sont également visibles.

La Figure 32 présente I'évolution de l'intensit@r@e rouge, échelle de droite) et du temps
de relaxation 7T (carré bleuvéchelle de gauche) du pic 1 en fonction (a) dg teesurée a

température ambiante et (b) de la température ague0,5.
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Figure 32 : Evolution du temps de relaxation F exprimé en ms (en bleu) et de lintensité (en roagy
exprimé en % de protons totaux du pic 1 en fonctior(a) de I'a, a température ambiante et (b) de la
température pour des spores a,a0,5 (b).

L’intensité de la population 1 dépend de facon gliréaire de I'activité de I'eau a laquelle la
poudre de spores a préalablement été equilibrez.s@mifie que cette population de protons
peut étre attribuée en grande partie a I'eau ptésgams les structures de la spore. Cette eau
pourrait correspondre a I'eau présente dans leshesuexternes de la spore, notamment
I'enveloppe et le cortex, qui sont des structuresgpnflent sous I'effet d’'une hydratation
plus importante La relaxation spin-spin@iminue quant a elle légerement jusqu'a,|0zb
pour augmenter de nouveau par la suite. Cette prenpiopulation mobile correspond aux
protons de I'eau mais aussi aux protons mobilesdkgés ou des polymeres (la mobilité des
protons des lipides étant attendue a plus fortésuxs de F et surtout ces protons sont

82



insensibles en intensité a des variations,)d’dors de I'hydratation, I'ajout de molécules
d’eau provoque un effet anti plastifiant provoqudiabord une diminution de mobilité. Les
interactions avec l'eau dans les gammes d’hydoatafaible redonnent a la matrice
suffisamment de mobilité a I'échelle locale (éobellu proton) pour provoquer une
densification des constituants, d’ou une diminutden la mobilité globale du systeme. Ce
comportement d’antiplastification de I'eau, est wnt observé pour des matrices
biopolymeriques conservées a l'état vitreuse, plesquelles une densification lors de
I'hydratation est mesurée (Seawal, 1999).

En ce qui concerne les autres populations de pdjmo 2, 3 et 4 en Figure 31), l'intensité ne
semble pas étre modifiée par,)&t la variation du nombre de populations rendidailié
I'interprétation de ces données. Il peut donc s'dgi populations de protons correspondant a
des zones hydrophobes de la spore ou a des zodesphies ou les molécules d’eau ne
parviennent pas a diffuser. Il est difficile d’'ditrer les protons de différentes mobilités aux
membranes ou au protoplaste mais I'observation diombre variable de populations en
fonction de I'hydratation pourrait étre reliée anabilité relative des protons des membranes
interne et externe. La membrane externe peut \&iflsdité modifiée par le gonflement
(modification) plus ou moins importante du (corterianteau) lors de sa réhydratation.

La température a peu d’effet sur la mobilité dastgurs de la premiére population puisque la
valeur de 7} évolue trés peu. Elle semble par contre avoirlégere influence sur l'intensité
des pics avec une augmentation de la proportiom @t et 70 °C puis une stagnation voire
une diminution. Au cours du chauffage cette popamas’enrichit de composants de la spore
qui au départ avait une faible mobilité et qui sbefet de la température gagne en mobilité.
Les T, moyens de cette population restent quasi inchacgéd’effet de la température
attendu sur la mobilité est compensé par la mismmemvement de solutés qui arrivent a ce
niveau de mobilité. L’effet de la température, alque le niveau d’hydratation est constant,
est double : permettre une augmentation de molubtéolutés immobiles et permettre une
répartition de I'eau dans cette zone mobile.

Ainsi, cette méthode a permis d’analyser la mabiliies protons de spores a I'état sec.
Cependant, cette méthode n'a pas permis d’étudgempftotons provenant des membranes,
aucun pic n‘ayant pu étre clairement attribué axesuCeci est peut étre di a la faible
proportion en phospholipides comparée a celle elevEloppe et du cortex dans une spore
(leur signal pourrait faire partie des populationimeures identifiées) mais aussi au fait que
leur mobilité est trop faible pour étre détectéaldiérentiée des protons de I'eau (leur signal

est dans le FID ou dans le ler pic).
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1.1.2.Spectroscopie infrarouge a transformée de FOUFIEIR)

La spectroscopie infrarouge permet d’obtenir de®ctsps qui apportent des
informations sur plusieurs structures de la sperendniere simultanée. En effet, les spectres
obtenus correspondent aux nombres d’onde pourd#egues liaisons entrent en vibrations
et qui sont caractéristigues de molécules ou dstitoants cellulaires. Ainsi, cette méthode a
été utilisée initialement sur des spores sauvaiggssecellules végétatives afin d’identifier les
constituants spécifiques de la spore et leurs taistiques. La Figure 33 présente les

spectres entiers et coupés dans différentes régpmtirales de spores et cellules végétatives.
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Figure 33 : Comparaison des spectres IR moyennés n3) de spores et cellules végétatives @acillus
subtilis obtenus a 30 °C. (a) spectres entiers, (b) régiates lipides, (c) région des protéines, (d) DPA. Les
valeurs correspondent aux fréquences de vibrationmesurées sur les dérivées secondes des spectres.

Il faut préciser que ces spectres sont obtenusd@pdt de gouttes concentrées en
microorganismes sur la fenétre d’analyse (cristBRAet séchage sous un flux d’azote afin
d’obtenir le meilleur signal possible. En ce quncerne la position des pics, on constate sur

la Figure 33c que la bande Amide | n'a pas toutgdda méme longueur d’onde selon I'état du
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microorganisme : 1651 chet 1655 crit pour les cellules végétatives et les spores
respectivement. Cette fréquence permet généralediebtenir des informations sur les
protéines et leur structure secondaire. La posities pics est obtenue par I'analyse de la
dérivée seconde de chaque courbe, que ce soitgsospores ou les cellules végétatives, cette
longueur d’onde est caractéristique de vibratianstductures protéiques en hélic&Jlohnson

et al, 2005; Garipet al, 2009).

Un pic & la fréquence de 2851 trast également observé sur les deux spectres €FRAL,
celui-ci est caractéristique de la vibration d'@ation symétrique de la liaison C-H des
groupements >Cfidans les acides gras. Cette vibration semble quéas» dans les spores
ce qui rend difficile 'analyse des membranes ptecméthode. Ce faible signal obtenu pour
les spores est peut étre relié a sa structure gaulthe dans laquelle une des membranes est
localisée en profondeur. Ainsi, a température antbjdl n’y a pas ou peu de différence pour
cette vibration selon la forme du microorganisme.gdlus, dans le cas de spores entieres les
spectres ne permettent pas de différencier les sheumbranes.

Chaque forme bactérienne posséde des spécifi@t@speut observer un épaulement a
1747 cn pour les cellules végétatives. Ce pic a déja bsemwé dans la littérature et peut
étre attribué a un composé de réserve polyest&HR (ou acide poly-hydroxybutyrique)
(Helm and Naumann, 1995). D’autres auteurs l'orgoei® a un composé liposoluble,
probablement un phospholipide comme le phosphogiycé (PG) ou
phosphatidyléthanolamine (PE) (Johnstral, 2009). Ce composé n’est pas retrouve sur le
spectre des spores, le PHB étant en majorité dégpatidant la sporulation, apportant
I'énergie nécessaire a ce processus. Ce pic peafimleserver la pureté d’'un échantillon de
spores puisqu’il est absent sur un échantillon pleres suffisamment purifi€En ce qui
concerne les spores, plusieurs pics proviennela diération de liaisons du DPA, notamment
& 1279 crit (Figure 33d) et un épaulement & 1570%azh ne se retrouvent donc pas pour les
cellules végétatives.

Enfin, en ce qui concerne la région 3000-2800"cen observant la dérivée seconde des
spectres on peut constater une légére différencavaau du pic & 2920-2930 éncomme le

montre la Figure 34.
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Figure 34 : Spectre d’'absorbance IR (en trait pleih et dérivée seconde (en trait pointillé) des spees de
spores (en noir) et cellules végétatives (en rougdg Bacillus subtilis sur la plage de fréquence2700-
3100cnt.

Sur le spectre dérivé seconde, les pics apparaiasesi comme des « creux ». En effet pour
les cellules végétatives, un seul pic est domirmant alentours de 2921 cnet peut étre
attribué a la vibration d’élongation asymétriqudaléaison C-H des groupements >gCitans
les acides gras. Un épaulement est aussi obsexvalentours de 2933 ¢ Pour les spores,
le pic est plutdt visible aux alentours de 2924"cet un autre pic d'intensité similaire est
observable & 2934 ¢ Ce dernier pic est également attribué & des tiims d’élongation
asymétriquede la liaison C-H des groupements >Clhais pas forcémemtans les acides
gras. Ce pic peut étre induit par une différencesdéa structure et/ou composition
membranaire des spores ou bien par un autre asgtisporal. Il n’existe que peu d’étude
des vibrations associées aux spores bactériennescdtte région. L'étude de Johngiral,,

en discute brievement mais les dérivées secondesomtepas présentées (Johnsinal,
2009).

1.2. Approche de la structure de la spore par la femeace

Les méthodes précédentes ont permis d’observerspésificités dynamiques et
structurales propres aux spores bactérienriasdes signaux globaux. Ces signaux ne
permettent pas de cibler directement la contrilbutie chaque structure au signal obtenu.
Pour cibler un organite, il est possible d’intraguine sonde dont les propriétés permettent de

marquer spécifiguement un compartiment de la sdare. méthodes suivantes utilisent les
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propriétés de la fluorescence dans le visible quéentaines molécules. Elles vont consister a
intégrer ces molécules fluorescentes spécifiquangttant I'étude d’'un paramétre (comme la

fluidité membranaire) ou d’une structure (liaisohADN).

1.2.1.Incorporation de sondes fluorescentes dans legspor

La spore est une structure multicouche de petite & peu perméable. L'étude de la
sporulation ou des spores dormante emploie géméealela GFP (Green Fluorescent Protein)
ou un fluorochrome analogue pour étudier la loatibén des protéines et I'expression des
genes au cours de la sporulation. Incorporer dadesodans cette structure peut s’avérer
difficile (il ne faut pas que la sonde affecte p@sulation) et peu de travaux ont été menés sur
le marquage spécifique de structure de la sporenaltte comme la membrane interne
(Poglianoet al, 1999; Cowaret al, 2004; Hofstetteet al, 2012).

Afin d’insérer des sondes fluorescentes dans leststes les plus profondes, différentes
stratégies ont été utilisées. La sonde est soéréesapreés la sporulation, soit pendant la
sporulation. Deux sondes, aux spécificités diffeasnont été utilisées : un intercalant de
I’ADN, l'acridine orange et une sonde hydrophobe, Bodipy-G» dont [I'utilisation est

envisagéafin de caractériser les membranes de la sporerd3eftats de marquage avant ou

apres la sporulation avec ces différentes sondegpsésentés en Figure 35.

Bodipy C;,

Acridine orange

Figure 35 : Images en fluorescence obtenues en mascopie confocale pour des spores marquées apres
(a,c) et pendant (b,d) la sporulation avec du BodipC;, ou de 'acridine orange (AO). Echelle = 2 um pour
lesimages aetbet1l um pour c etd.
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Les images obtenues en microscopie confocale penmetobserver que lorsque le Bodipy-
Cyo est inséré aprés la sporulation, seul un anneaphpéique est marqué pour les spores
entieres, méme apres 24 h de contact (Figure Béa)structures les plus internes, notamment
la membrane interne, ne semblent ainsi pas éemis bien que la membrane externe soit
probablement marquée. La sonde a également étéensé@ cours de sporulation selon un
protocole similaire a celui de Cowat al (Cowanet al, 2004). Ainsi, 2 & 3 h aprés la mise
en culture, ce qui correspond agde la sporulation, la sonde est introduite damaileeu de
sporulation. Les images acquises en microscopiéocale dans ce cas sont obtenues 7 jours
au moins apres la récolte des spores.

La Figure 35b montre que la sonde atteint alorsstiestures plus profondes et possede une
fluorescence verte intense typique du Bodipy. Rutant, la sonde ne semble pas marquer le
protoplaste, l'intensité de fluorescence dans qedirie ne représente qu’environ 10% de la
fluorescence des autres structures. La fluorescapgarait uniforme le long des couches de
la spore et il n'est ainsi pas possible de diséndes différentes structures basées seulement
sur l'intensité de fluorescence (a la limite deohéBon optique). L’AO est un intercalant de
’ADN pénétrant dans toutes les cellules. En ceauicerne les spores, cette sonde ne peut
pas pénétrer dans le protoplaste si celles-ci s@amguées apres la sporulation, méme apres
20 h de mise en contact (Figure 35c). Par coninseltion de la sonde au préalable de la
sporulation permet d’atteindre plus profondémersplare, notamment jusqu’a I’ADN localisé
dans le noyau. En effet, on obtient alors une #soence intense localisée dans le protoplaste
(Figure 35d).

Ainsi, ces résultats de marquage montrent queeftim en cours de sporulation permet
d’atteindre les structures les plus internes coetrgent a un marquage sur des spores déja
formées. Un marqueur de I’ADN pourra atteindre dgau des spores s’il est inséré avant la
sporulation. De méme, un marqueur hydrophobe ou bremaire, s’intégrera dans des
couches plus profondes ce qui permettra de mamuodablement la membrane interne. Le
marquage ainsi obtenu n’est cependant pas possibdE n’importe quel marqueur
fluorescent. En effet, le marqueur peut étre expldss de la sporulation ou métabolisé par la
cellule durant cette méme phase ou encore (phat@éodurant le stockage. La sonde utilisée
doit donc étre particulierement stable et pouv@c@ocher a un organite ou une structure

maintenue lors du passage de la cellule a la gp@Bl, membrane, ...).
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1.2.2.Mesure de la mobilit¢ des membranes et des stasctuydrophobes
d’'une population de spores par le DPH

Le DPH s’incorpore naturellement a l'intérieur daembranes. Il est possible
d’utiliser la technique de polarisation de fluomsce pour mesurer la mobilité de cette sonde
(grace aux parameétres de polarisation et d’anipmyat ainsi d’approcher la viscosité de la
membrane. La mesure de l'anisotropie du DPH insél#es les spores et les cellules
végétatives a été comparé afin d’approcher une maatai la rigidité globale des structures
cellulaires ciblées et principalement des membramaEns ce cas, un marquage apres
sporulation a été réalisé. En effet, le DPH a uidgmoléculaire plus faible que le Bodipy-
C12(232,2 contre 454,0 g/mol) et a déja été utiligédes spores bactériennes apres formation
(Ishiharaet al, 1999). De plus, des travaux précédents réalisésbmratoire ont montré que
la sonde était métabolisée si elle est inséréemarsale la sporulation. Le DPH est de nature
hydrophobe et se localise préférentiellement dassblvants et les structures apolaires ou il
fluoresce fortement. Ainsi dans un milieu celluaite DPH va migrer vers les membranes
cellulaires et certaines zones hydrophobes. Dares membrane, le DPH se localise
principalement au centre de la bicouche phospliitjpe (Kaiser and London, 1999), une
fraction reste cependant dans les feuillets phdgptigues (Van der Heidet al, 1996).
L'un des avantages du DPH provient du fait que gositionnement dans les membranes
s’accompagne par une forte augmentation de flueregc alors que celle-ci est quasiment
négligeable dans I'eau (Larockeal, 2001). La Figure 36a présente I'évolution detémsité
moyenne et normalisée obtenue dans des celluleétatdgs et des spores aprés insertion du
DPH & 30 °C.

a ® Cellules végétatives
1.2+ A Spores sauvages 0.30
95%
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Figure 36 : Comparaison du pourcentage de I'inteng# maximum du DPH pour des spores et des cellules
végétatives deBacillus subtilis. (a) Evolution de lintensité de fluorescence (polasation parallele)
normalisée du DPH inséré dans des spores ou desldek végétatives deBacillus subtilis a 30 °C (b)
Anisotropie moyenne du DPH mesuré dans des sporege ou sans enveloppe et des cellules végétatives a
30 °C.%": les colonnes portant des lettres différentes sbaignificativement différentes (Test SNK avec un
risque a de 5%).
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Afin d'étudier l'intégration de la sonde dans la@ff&lents microorganismes, I'évolution de
lintensité apres insertion a été étudiée. Ainsiumpobtenir 95% de I'intensité maximale, il
faut en moyenne 416 secondes pour les spores smugagtre 120 secondes pour les cellules
végetatives, soit environ 3,5 fois plus de temps.r€sultat montre que pour les spores, la
sonde met plus de temps pour arriver a des stegtgu’elle peut marquer, comme les
membranes, par comparaison aux cellules végétaies est en accord avec les couches
supplémentaire que cette sonde doit traverserpmmoént I'enveloppe et/ou le cortex

En ce qui concerne les spores mutactdk gerE I'allure de la courbe se rapproche de celle
des spores sauvages mais avec un temps pour edted®d6 de lintensité maximum
d’environ 350 secondes, soit environ 2,9 fois pdug que les cellules végétatives. Dans ces
spores, une grande partie de I'enveloppe est abseais également la membrane externe
(Ghoshet al, 2008). On peut alors supposer que I'enveloppe jouréle dans I'accessibilité
des membranes a la sonde mais qu’il ne s’agit eda seule structure impliquée.

La mesure de l'anisotropie du DPH inséré dans édlsles végétatives apparait plus faible
gue celle des spores (Figure 36b). Les sporegesitimt en moyenne une anisotropie de 0,23
(x 0,018) comparée a une anisotropie d’environ (18 004) pour les cellules végétatives, la
différence entre les deux étant significatives. IsperescotE gerEont elles aussi une
anisotropie plus élevée que les cellules végémtie22 (+ 0,006)Les valeurs d’anisotropie
plus élevée mesurée pour les spores concordentlave@sence de différentes structures
hydrophobes dont la membrane interne qui posséeléailtie mobilité de ces lipides (Cowan
et al, 2004). La plus faible valeur d’anisotropie (nagn#icative) obtenue pour les spores
mutantes comparée aux spores sauvages, suggelesquerties externe (membrane externe
et/ou enveloppe) sont peut étre également resplendaime valeur d’anisotropie plus élevée.
Le DPH ne semble pas avoir dans la spore une $at¢@lin suffisamment précise pour pouvoir

interpréter ces variations d’anisotropie.

1.2.3.Mesure de la viscosité des membranes et des seadydrophobes
de spores individuelles par le Bodipy,C

Les méthodes précédentes ont permis d’obtenir diEsmations globales sur la
perméabilité et la fluidité de la spore. Ainsinlsotropie du DPH permet d'obtenir une vision
globale de la rigidité de la spore, cependant ldesumembranes ne sont pas forcément les
seules structures marquées. Afin de pouvoir digéngla contribution de chacune des

couches, nous avons tenté de les séparer spatidlgndee a la microscopie de fluorescence.
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La polarisation de fluorescence ainsi que l'uttiza d’excitation UV étant difficilement

applicable en microscopie, une autre sonde senaibie viscosité a été développée : le
Bodipy-Ci,. Il s’agit d’'un rotor moléculaire qui permet paarialyse de la décroissance de
fluorescence de mesurer la viscosité de I'envirorer® de la molécule. Cette sonde est
hydrophobe et semble donc adaptée pour I'étuda disdosité de la ou les membranes de la

spore.

1.2.3.1. Contréles du systeme FLIM et de I'utilisation dadgoy-C;»

La mesure en temps de vie de fluorescence payatérse TCSPC sur un microscope
confocal est un systeme qui demande a étre préeigéstalonné. Ce systéme n’ayant jamais
ete utilisé au niveau du plateau d’'imagerie PIMEgibntes procédures ont été mises en
place. Dans un premier temps, afin de vérifierde fonctionnement du systéeme FLIM et des
parametres utilisés, le temps de wede deux sondes fluorescentes connues a été mdauré
Rhodamine B (Rh B) et la Rhodamine 6G (Rh 6G). €e®les ont en solution, des temps de
vie qui leur sont spécifiques. En effet, celui-st @ne caractéristique intrinseque de chaque
molécule fluorescente. La Figure 37 présente lagbes de décroissance ou déclin de

fluorescence de ces deux sondes ainsi que lesrsaeuqui en sont extraites.
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Figure 37 : Courbe de déclin de la fluorescence da Rhodamine B et de la Rhodamine 6G dans de 'eau
mesuré par le systeme de détection FLIM couplé auiotoscope confocal.

Le logiciel TRI2 a été utilisé pour modéliser lesutbes. Comme on peut I'observer, il est
possible de modéliser ces deux courbes comme daegbes de décroissance
monoexponentielle. Les valeurs deobtenus (1,7 ns et 3,9) ns sont proches des waleur

mesurées dans la bibliographie pour la Rhodamin@,B3-1,68 ns) et la Rhodamine 6G
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(4,04-4,08 ns) respectivement (Magekeal, 2002; Waharteet al, 2006; Szabelsket al,
2010).

Dans les échantillons homogénes comme les sohmgemiques, les bicouches lipidiques
modeles ou méme les membranes cellulaires, le ndédli rotor Bodipy-@, est
monoexponentiel (Kuimovat al, 2008; Hungerforcet al, 2009; Levittet al, 2009). Nous
avons mesuré le temps de vie de fluorescence dudahs de I'éthyléne glycol, la courbe de
déclin de fluorescence obtenue est également mpnaoenxtielle et donne unde 0,84 ns

cohérent avec les valeurs obtenues par I'équipiaegyant mis au point la sonde (0,9 ns).
1.2.3.2. Application & la spore bactérienne

Les images obtenues en microscopie confocale emtip de valider une stratégie de
marquage en cours de sporulation afin d’atteinelsestructures les plus internes (Figurg 35
Le rotor utilisé est une sonde hydrophobe qui dewnarquer les couches hydrophobes de la
spore, les membranes mais aussi potentiellementl@ppe. L'utilisation de cette sonde doit
permettre de différencier plusieurs structures erbasant sur leur viscosité bien que leur

éloignement soit sous la limite de la résolutiodadmicroscopie optique.

Relation entre viscosité et temps de vie

Il a été précédemment montré que pour ce fluonaHa voie de désexcitation non
radiative est activée pour des faibles viscosAéssi, a la fois I'intensité de fluorescence et le
temps de vie sont trés dépendants de la viscosité.
Conformément a I'’équation modifiée de Foérster-Hafifm (Kuimova, 2012), le temps de vie

(tr) des rotors moléculaires montre la dépendance astgv a la viscosité nJ:

z - .
log 7, = log (k_) + alogn Equation 9
ou k est la constante de vitesse de déexcitation regli@t z etoa sont des constantes
nécessaires pour ajuster les données de I'équation.

Une calibration entre le temps de vie du Bodipy-f@tor en fonction de la viscosité a été
réalisée sur une large gamme de viscosité. Ersaili des mélanges meéthanol/glycérol

correspondant a des viscosités allant de 15 a éBOD a été montré que pour le Bodipy-C
'Equation 9 devient :
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In 7, = 0,5336 X Inn + 4,5862 Equation 10

out; est le temps de vie du Bodipy#n ps et est la viscosité en cP.

Cette expression fournit un moyen direct de comviertemps de vie du rotor Bodipyr£en

une mesure de la microviscosité de I'environnenderiaa sonde.

Etude de la viscosité dans des spores dormantes

Afin de différencier des structures sporales aubdse de leur viscosité, le temps de
vie du Bodipy-G, a ainsi été utilisé. Dans les échantillons homeggrie déclin de
fluorescence de la sonde est monoexponentiel. Lebeode décroissance obtenue dans les
spores ainsi que les histogrammes de répartitiotenigs de vie qui en sont extraits sont
présentés en Figure 38 a et b.
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Figure 38 : Set de données « classiques » obtenwss temps de vie de fluorescence pour des spores
dormantes marquées avec 4,3 uM de Bodipy.&(a) Courbe classique de décroissance temps de vie de
fluorescence montrant un déclin biexponentiel (b) Ktogramme de la répartition des temps de vie etde
images correspondantes de; (c), 7, (d), X° (€) ainsi que les intensités fractionnelles (Fi)etk; (e) ett, (f).
L’échelle en fausse couleurs des images en tempsvile est de 0,2 & 5,6 ns, de 0,2 & 2 pour I'imagget de
0,2 a 0,8 pour les intensités fractionnelles Fi.
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La courbe de décroissance du rotor dans les sp@esssite une modélisation au moins
biexponentielle §* de 1,03 contre 1,5 en monoexponeniel). Ainsi,assbnde a gardé sa
caractéristique monoexponentielle, il semble que rédor marque au moins deux
environnements dont les viscosités sont différemtass chaque pixel de l'image. Cette
modélisation biexponentielle conduit a I'obtentida plusieurs valeurs depour les spores :
un temps de vie courtf) de 1,1 + 0,3 ns et un temps de vie plus langqui s’étend de 3 a
5,5 ns (Figure 38). Pour la plupart des échanslla®t histogramme montre clairement une
forme asymétrique. Cette courbe a alors été ma@dilEr le logiciel Origin Pro, ce qui
permet d’extraire deux Gaussiennes centrées swalimsrs moyennes ddlifféerentes : 3,4 £
0,2nset4,2+0,5ns.

Afin de localiserr; ett, une analyse globale des images en temps de vie @atsée. En
effet, plusieurs valeurs dgplusieurs environnements) sont « mélangés »igat. f.’analyse
globale permet, en « fixant » les valeurstdet t, de décomposer le signal de chaque pixel
selon ces deux valeurs en affectant un poids @ittefractionnelle) a chaque temps. Cette
analyse peut permettre de localiser ces 2 duréesede l'intérieur de la structure de chaque
spore.En utilisant cet algorithme, les intensités fraatielles (Fi) de chaque temps de vie
peuvent étre déterminées plus précisément. Cessitde fractionnelles correspondent a
'amplitude de chaque temps de uig et 1, réparti par pixel. Les images obtenues sont
présentées en Figure 38 f et g. L'échelle en faussdeur correspond aux intensités
fractionnelles entre 20 et 80%. On peut observearéir de ces images que le temps de vie
court,t, a l'intensité la plus importante (environ 65%, leow rouge) au niveau d’'une couche
en périphérie des spores, et est faible a l'inbérides spores (35%, couleur bleue).
Inversement, le temps de vie plus lan@ l'intensité lgplus importante (65% couleur rouge)
dans la partie interne des spores. Ces images ftennéonc de montrer une séparation
spatiale des deux temps de vie dans les sporesadtas et permet la séparation des
contributions de différentes structures de la spGm® observe ainsi que contrairement aux
images obtenues en intensité, la répartition degpsede vie du Bodipy+ n'est pas
homogeéne dans les spores. Bien que I'on ait dégbgenir des informations intéressantes sur
la répartition des temps de vie dans la spore,adad/ses supplémentaires sont nécessaires

pour attribuer des valeurs de temps de vie a daststes en particulier.
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Séparation des contributions par analyses d'images

Comme on a pu le constater sur les images obteanmestensités fractionnelles
(Figure 38f et Figure 38g), il est possible de s&phes spores en deux parties : une partie
interne et une plus externe. Afin d’améliorer lafoimations obtenues, l'outil « masque »
(définition de zones dont les pixels ne sont p&s g compte) et un seuillage des pixels plus
important ont été utilisés pour diviser chaque spam deux parties. La ligne de séparation
utilisée pour chaque spore, se localise a peu guésiveau du cortex, et on peut supposer
gu’elle sépare I'enveloppe et la membrane extem&adnembrane interne. Les deux parties
possedent surement une contribution liée au cajtéxne doit cependant contribuer que
faiblement au signal du Bodipyr&puisqu’il est plutdt de nature hydrophile (EnglephexC,
2007). La Figure 39a et b montre ainsi une carfgeades intensités fractionnelles dans les
parties interne et externe des spotesontribue pour 56% de l'intensité totale dans Ieipa
interne (couleur rouge) et a 42% pour la partiemd (couleur bleue) alors quecontribue

pour 58% du total dans la partie externe et 44 % [zopartie interne (Figure 39c).
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Figure 39 : Analyses d’images FLIM de spores sauvag par masquage spatial de pixels de la région
interne ou externe. Image en intensité fractionellé-i dans la partie interne (a) et externe (b) de spes.
L’échelle en fausse couleur va de 0,2 a 0,8. (c)lear moyenne dert; et t, (axe des ordonnées, les boites
représentent I'étendue) et les intensités fractiorelles correspondantes (% entre parentheses).

Si maintenant on s’intéresse plus particuliérenaemt valeurs de (Figure 39c), on constate
guerty varie trés peu entre la partie interne (1,1 = Gylat externe (0,9 + 0,4 ns). Ces valeurs
correspondent & peu prés a une viscosité d’endfooP (cf Equation 10). Au contraire des
différences sont observées pour les valeurg;devec un temps de vie dgl + 0,5 ns
(1090 cP) pour la partie interne et de 3,3 + 0,5#%5 cP) pour la partie externe. Cette
derniere valeur est tres proche de la valeur é&tds I'épaulement observé sur I'histogramme
des spores entiéres (Figure 38b). On peut aingasgp qu’'une contribution du déclin lent

(t1) dans la partie externe soit responsable de eeli@ment.
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Spores sans enveloppe et résidus de germination
Afin d’aider l'attribution d’'une viscosité a un mh@aine particulier dans les spores
sauvages, des images FLIM de différents types laglhs (spores sans enveloppes, résidus

d’enveloppe) ont été acquises. La Figure 40a demm& les valeurs moyennes deet 1,

obtenues.
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Figure 40 : Comparaison des temps de vie mesurésrdadifférents échantillons. Temps de vie moyety ou

t (@) and 1, (b) , les % représentent les intensités fractiontles correspondantes. Image en intensité
fractionelle Fi de spores sans enveloppe (c) et disidus d’enveloppe (d). L'échelle en fausse couleua de
0,2a0,8

Si on s’intéresse tout d’abord aux spores dontvedoppe a été retirée par traitement
chimique («spores sans env. » sur la figure), beerve que la courbe de déclin de
fluorescence nécessite la encore une modélisatexpdnentielle. L'intensité fractionnelle
moyenne mesurée, 66%, nous indique que la contiibld plus importante dans ces spores
provient det; (4,4 £ 0,6 ns) (Figure 40). Au contraire, dansriesidus d’enveloppe obtenus
par germination, le temps de vie dominanttwesjui représente 72% du déclin total avec une
valeur moyenne de 0,7 £ 0,2 ns, proche de ce qunesuré dans la partie externe des spores.

Les sporesotE gerE,ont également été utilisé. Pour ces spores, il keope le déclin de
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fluorescence suit un modéle monoexponentiel, amecvaleur de temps de vie de 3,9 + 0,2 ns
proche de la valeur dg mesurée dana partie interne des spores entieres. Ainsi, @esr
spores, il n'y a pas de temps de vie court auxtales de 1 ns.

En considérant toutes ces données, la valeur destdevie courty,, aune contribution tres
faible (34%), voire nulledotE gerB, dans les spores sans enveloppe et au contrage t
importante dans les résidus d’enveloppe (72%). agére que ce temps de vie est associé
aux protéines de I'enveloppe et qu’ainsi la vistébdgie 80 cP y est associée. Cette valeur ne
peut pas étre imputée au cortex puisque n&st pas présent pour les spotetEgerEqui
possedent un cortex intact. Ces données peuventi@&s au fait que le procédé d’analyse
d'image par masque ne soit pas suffisamment pr&msplus, le fait que le traitement
chimique pour enlever I'enveloppe ne soit pas affic a 100%, peut expliquer pourguoi
méme les parties intérieures ont montré une cer@ntribution de;.

En ce qui concerne la valeur dgprochede 4 ns (3,9 a 4,4 selon I'échantillon), elle seambl
pouvoir étre attribuée a la membrane interne plilsglagit de la principale structure
hydrophobe qui reste dans les spores sans envel@gse valeurs correspondent a des
viscosités allant de 990 a 1220 cP. Enfin, la vatkr; proche de 3 ns (3,3 -3,4 ns) peut étre
associée a la membrane externe, ce temps de wvieaktsent des spores sans enveloppe et
présent dans les zones périphériqgues des sporgagssu Dans ce cas, cette membrane

possede une viscosité plus faible que la membraame d’environ 725 cP.

1.2.3.3. Viscosité de cellules végétatives et comparais@t &s spores entieres

Le rotor moléculaire a également été utilisé dhass cellules végétatives afin de
mesurer une viscosité de la membrane plasmique & domparer a celle mesurée dans les
spores. Les cellules végétativesRlesubtilisne possédent qu’une seule membrane puisqu’il
s’agit d’'une bactérie Gram-positive recouverte yra& couche de peptidoglycane, c'est-a-dire
la paroi cellulaire. Au contraire des spores easierla courbe de décroissance de la
fluorescence du Bodipy-C12 dans les cellules véigétsapeut étre modélisée par une courbe
monoexponentielle. La Figurél présente ainsi les images debtenues pour les cellules

végeétatives (a) en comparaison avec l'imagebtenue pour des spores entieres (b).
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Figure 41 : Image FLIM de cellules végétatives etadspores sauvages. (a) Image du temps de vie duorot
dans les cellules végétatives. Echelle en faussalear : 2,2 & 3,2 ns. (b) Image du temps de vie Igr{r;) du
rotor dans des spores sauvages. Echelle de coule@;5 a 5 ns.

L’échelle en fausse couleur est différente selgrélghantillons allant de 2,2 a 3,2 ns pour les
cellules végétatives et de 2,2 a 5,1 ns pour lesesp Ceci montre déja que les valeurs de
pour les cellules végétatives sont moins étenduphkuge faibles que pour les spores. En effet,
le Bodipy-G, possede en moyenne un temps de vie de 2,7 £+ 0@ams les cellules
végetatives, ce qui correspond a une viscositévid@m 500 cP.

Ainsi de maniere similaire a ce qui a été mesurgc dianisotropie du DPH, les cellules
végétatives présentent une viscosité membranaigefaible que les spores et notamment que
la membrane interne. De plus, il semble méme queelimbrane externe des spores soit plus

visqueuse que celle des cellules végétatives (P2foatre 500 cP).
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Cette premiere partie nous a permis de mettre en @ence des particularités spécifiques

aux spores bactériennes. Ainsi, ces spores possédddes consituants internes qui leur

sont propres (comme le DPA) et qui permet de lesférencier de cellules végétatives.

Nous avons pu mettre en évidence une forte rigiditét une faible mobilité des structures
de la spore a laide de méthodes d’investigation gbales comme la RMN ou I3
spectrofluorimétrie. Ainsi des spores sauvages préstent une mesure de fluidité
membranaire environ 1,3 fois plus élevée que deslicdes végétatives. L'utilisation de
spores sans enveloppe montre cependant que le sigohtenu peut également provenir
de structures externes. L'utilisation de sondes florescentes afin de marquer les sporg
aprées production a validé la faible perméabilité de structures sporales, celles-g

pénétrant moins profondément que si elles sont adiinnées en cours de sporulation

Ces méthodes n’ont cependant pas permis de distinguquelles étaient les structures qu

intervenaient dans ces caractéristiques de faibleepméabilité et fluidité. L'ajout d’'un
rotor moléculaire en cours de sporulation, nous agrmis de mettre en évidence une fortg
viscosité des structures de la spore. L'utilisatiorde spores modifiées nous a perm
d’identifier la membrane interne comme étant la stucture majoritaire qui intervient

dans la rigidité des spores. Celle-ci possede aingie viscosité d’environ 2,3 fois plus
élevée que celle d’'une cellule végétative classiqli@ Figure 42 reprend ainsi les valeurs

de viscosité mesurées dans les différentes struotsrde la spore et les cellules végétative

Forme
bactérienne

— )

Spores entiéres Sporessans enveloppe Partie périphérique des  Cellules végétatives
spores

Tou T, etT, (ns) etl.1 et 0.9

Viscosité (cP) et93 et 64

Figure 42 : Résumé des valeurs deet de viscosités obtenues dans les différents tgpeellulaires (rouge :
enveloppe et jaune : membrane).

Dans l'idée de relier les spécificités de la spore sa résistance, différents parametre

environnementaux (nutriments, température,...) vont &e modifiés. Ces perturbations

permettront de visualiser comment évoluent les stittures de la spore.
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2. Modification de la perméabilité de la spore et ded

fluidité de ses membranes

Objectif de I'étude

L'étude précédente a permis la mise en place daadés d’analyses et d’identifier plus ou
moins les structures impliquées dans I'état de amtipn extréme de la spore bactérienne :
notamment le cortex et la membrane interne. llis@ans ce travail de voir si ces méthodes
permettent de suivre et d’identifier la nature dwedifications que peuvent subir ces
structures. Pour cela, différents paramétres seébmdieés. Dans un premier temps, la
germination sera utilisée comme modification diteaturelle ». Par la suite, I'effet de la
température sera étudié ainsi qu’'un procédé divestadbn des spores identifié par I'étude
bibliographique pour modifier les barrieres de p&abilité : I'éthanol (couplé a la

température).
2.1. Modification « naturelle » des structures : langi@ation

La spectroscopie infrarouge est utilisée dans empr temps pour visualiser quelles

structures sont modifiées au cours de ce processiesquelle maniere.

2.1.1.Libération de 'acide dipicolinique

Le DPA est un constituant de la spore présent andgr quantité dans le protoplaste.
L'utilisation du FTIR permet de visualiser I'évoiom des vibrations caractéristiques de ce
composé lors d’'une germination. Pour réaliser pestses, les spores sont germées dans une
étuve a 37 °C, lavées, puis une goutte de sporesegs est déposée sur le cristal du FTIR et
séchée. La Figure 43 montre un exemple des speultesius au cours des 55 premiéres

minutes de la germination.
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Figure 43 : Suivi en spectroscopie IR de la libéran du DPA au cours de la germination de spores de
Bacillus subtilisen milieu nutritif. La fleche indique le pic d’absorbance caractéristique du DPA.

D’un point de vue qualitatif, les fréquences deailons caractéristiques du DPA (~ 1279 cm

! épaulement & ~ 1570 €mon présenté sur cette figure) disparaissent rapgdeau cours

de la germination, notamment au cours des cing ipres1 minutes. Cette sortie du DPA
signifie que suite a I'activation des récepteurgeemination, une modification des structures
a lieu, permettant entre autre une libération danstituant présent dans le noyau des spores.
Il est connu que le DPA est libéré au cours dedangnationvia I'ouverture de canaux
spécifiques localisés dans la membrane internguetcela se produit tres tét au cours de la
germination (Vepachedu and Setlow, 2005; Yi andb%et2010)

2.1.2.Modification de la membrane interne et de I'envel®p

2.1.2.1. Spectres infrarouges

La Figure 34 permet d'observer les différences damggion lipidique des spectres
infrarouge de spores et de cellules végétatives.deenieres présentent un pic aux alentours
de 2920 crit, faiblement présent chez les spores. L'évolutierces vibrations au cours de la

germination a été suivie par spectroscopie infrgeoun exemple en est donnée Figure 44.
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Figure 44 : Evolution des spectres infrarouges daria région 3000-2700cide spores deBacillus subtilis
au cours de la germination. (a) Evolution du spect au cours du temps de germination. Pour une
meilleure visualisation, la ligne de base est cogée. Les fleches indiquent les variations observées
(b) Evolution du spectre dérivée seconde au coureda germination (c). Evolution du rapport d’'intensté
(2933 / 2920 cr) en fonction du temps de germination pour plusiews essais réalisés. Les courbes rouges
et noires représentent les rapports moyens obtenupour les cellules végétatives et les spores
respectivement.

Une modification de la fluiditt membranaire enteaion déplacement des positions de
vibrations d’élongation des GHasymétrique (~2920 cM ou symétrique (2850 cih
(Wolkers and Hoekstra, 1995; Laroa#teal, 2005; Fanget al, 2007).

Sur le spectre des lipides (Figure 44a), un déplect est visible (indiqué par une fleche)
seulement pour la vibration proche de 29307cngui pourrait correspondre & une
modification de la fluidité membranaire au courdalgermination. Cependant, cette variation
n‘est pas visible pour la fréquence de 2850'ciar contre, I'intensité de cette derniére
semble augmenter avec la germination. Le spectieédgeconde a donc ensuite été analysé
(Figure 44b).

Cette figure nous permet de constater que la pasitu pic aux alentours de 2920 tngui
n'est que peu présent chez les spores, n'est pdsm@&nt modifie. Cependant, l'intensité de
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ce pic (mais également celui & 2850 )maugmente au cours de la germination (Figure.44b)
Le décalage observé sur le spectre premier senmtsdieédre lié a 'augmentation de I'intensité
du pic & 2920 cih Pour faire un suivi plus précis, la modificatidm rapport de I'intensité du
pic & 2933 cni sur le pic & 2920 ctha été évaluée (Figure 44c). Ceci permet de traduir
l'augmentation de la vibration du pic & 2920 tau cours de la germination (diminution du
rapport). Ainsi, on constate que des les 10 — ¥immres minutes le rapport n’évolue
guasiment plus. On peut supposer que la germinatarduit & une modification des
membranes soit en termes de « démasquage » desionkr (augmentation de l'intensité),
soit en termes de modification structurale. Cepefjdae rapport n'a pas de réelle
signification et ne permet pas d’identifier réelerh les modifications subies par ces
structures.

Les vibrations caractéristiques des membranes miepss les seules a évoluer au cours de la
germination. La Figure 45 présente ainsi I'évolatidu pic Amide | au cours de la

germination.
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Figure 45 : Evolution de la dérivée seconde du spgee Amide | obtenue en spectroscopie IR de sporesd
Bacillus subtilis en fonction du temps de germination. Les valeursxdiquent les fréquences de vibrations
de la liaison Amide |.

On peut constater qu'en fonction du temps, la jwsitlu pic varie de 1655 chpour
atteindre une valeur d’environ 1652,0 tnproche de la valeur obtenue en moyenne dans les
cellules végétatives (1651,4 ¢jn Ce shift apparait trés t6t dans la germinatiersifiin), et
signifie que les caractéristiques des protéinda dpore germeée sont rapidement modifiées et

se rapprochent de celles de cellules végétatiyes. étude réalisé en infrarouge a eégalement
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montré des modifications des protéines immeédiatérapres l'initiation de la germination ;
les auteurs ont ainsi quantifié une hydrolyse déwées protéines (diminution de I'intensité
sur le spectre non dérivé) dans les premieres htes de la germination (Cheurg al,
1999).Ceci concorde avec la dégradation de protéinesfepés de la spore (hotamment des
SASP) dans les premieres minutes de la germinélimmson and Tipper, 1981; Mason and
Setlow, 1986).

2.1.2.2. Modification de la viscosité des structures

Observation de spores germées

Le FLIM a permis d'attribuer une valeur de vis¢ésaux structures sporales et
notamment a la membrane interne des spores. L'éffda germination sur ces structures a
donc été étudié par cette méthode afin de viswaksequantifier les modifications de
viscosités au cours de ce processus. Les résudtats ainsi présentés Figure 46. La
germination a été réalisée a 37 °C avec de la hiradadans une étuve. Les spores ont ensuite
ete lavées et observées en microscopie FLIM a teanpé ambiante. L'évolution de la
viscosité a été réalisée a la fois sur des spowtantescotE gerE apres 1 h, mais également
sur des spores sauvages apres 45 min. Dans lescdsules spores sont a I'étape Il de la
germination (cf Figure 7), ce qui signifie que lertex a été dégradé et que I'enveloppe
commence a s’ouvrir (Setlow, 2003). Pour les spsaewages, deux temps de vie sont encore
présents aprés germinatiom:= 3,0 £ 0,4 ns (41%) amg = 0,9 + 0,2 ns (59%). On observe
ainsi gu’en moyenne la valeur de temps de vie &sacl’'enveloppetg) n'est pas modifiée
par la germination. Au contrair@; qui était associé aux membranes (~ 4,2 ns) atteiat

valeur plus faible (~ 3 ns) (Figure 46) corresponidaune valeur de viscosité de 610 cP.

Pour les spores mutantes, on peut également censta diminution du temps de vie aprés
la germination, qui passe de 3,9 £ 0,2 ns a 2,4#8, ce qui correspond a une diminution de
la viscosité de 990 a 570 cP. Ces deux valeursrdpg de vie obtenues apres la germination
pour les spores sauvages et les spores mutantepreches de ce qui est mesuré dans la

membrane des cellules végétatives (Figure 41).
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Figure 46 : Modification des temps de vie aprées ganination pour des spores ddBacillus subtilis sauvages
et sans enveloppe. Images en temps de vie de spa@svage avant (a) et apres 45 min de germinatiob)(
et de sporescotE gerEavant (c) et apres 1h de germination (c). Echellen fausse couleur : 2,5 a 5 ns. La
barre d’échelle correspond a 1 um. (e) Valeurs deinps de vie mesurées avant et apreés germination pou
des spores sauvages;] et cotE gerE(x). Les % représentent les intensités fractionnellesorrespondantes.

Suivi de la germination en cellules de visualisatio
Grace a une cellule de visualisation, des essa®uvi de germination ont également
éte réalisés pour des spores sauvages sous migeod®/ °C. L'évolution des temps de vie

au cours de la germination de spores sauvagemespeesenté Figure 47.
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Figure 47 : Evolution des temps de vie au cours da germination de spores sauvages. (a) Images emjes
de vie ;). Echelle en fausse couleur: 2,5 a4 5 ns. (b) Higmmme de la répartition des temps de vie; et .

L’évolution de la viscosité des membraneg (’'apparait pas identique d’'une spore a une
autre. Chaque spore ne germe pas forcément de nmahedtique, il existe méme des spores
qui ont été identifieces comme « superdormanteso$® and Setlow, 2010). Ainsi on
observe que certaines spores restent a un temgi gdus élevé (couleur jaune — orange
Figure 47) plus longtemps. De plus, si on s’intéeeaux histogrammes de temps de vie
(Figure 47Db), il est visible que, qui correspond a I'enveloppe, n'est que peu tdfpar la
germination (une légere diminution de la valeuroegtendant observée). Le suivi au cours du
temps, nous permet de constater que des 4 - Gentienps de vie de la sonde insérée dans la
membrane interner{) diminue pour atteindre une valeur stable desl2 ain, proche de 3
ns. Ce temps est proche de ce qui est observégeetr@scopie infrarouge. Ainsi, au cours de
la germination, la membrane interne acquiert la ménidité que la membrane d’une cellule

végeétative et ceci semble se dérouler assez rapitteam cours de la germination.
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2.2. Effet de la température sur les structures dpdaes

2.2.1.Modification de la fluiditt membranaire et autresgrustures
hydrophobes d’'une population de spores

La sonde DPH a été insérée dans des spords. @dabtilis afin d’obtenir,via son
anisotropie de fluorescence, des informations esimiembranes de la spore et notamment sa
membrane interne. Pour étudier une éventuelle mecatlidn des membranes des spores sous
différentes contraintes, les spores marquées pBxPld ont été soumises a des rampes de
température. Des spores sauvages et des sporestesusans enveloppeotE gerB ont été
utilisées. La Figure 48a présente I'évolution dmisotropie du DPH a l'intérieur de spores

soumises a une rampe de température allant d830@.
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Figure 48 : Evolution de I'anisotropie du DPH inséé dans des spores dBacillus subtilis soumises a une
rampe de température (a) Courbe moyennée de I'évdion de I'anisotropie du DPH (en % anisotropie
initiale) inséré dans des spores sauvages en fooctidu temps et de la température (n = 6). (b)
Anisotropies moyennes du DPH (exprimées en % d'arogropie initiale) mesurées avant et aprés une
rampe de température pour des spores sauvagesattE gerkE a : différences non significatives au seuit
de 5 %.

Initialement, on peut observer une variabilité impote des valeurs d’anisotropie mesurées
dans les spores bactériennes. Cela peut étrearaligs différences dans les lots de spores
produites ou aux différentes structures des spquesont réellement marquées. Les résultats
d’anisotropie mesurée apres la rampe sont aingiiregp en pourcentage de I'anisotropie
initiale. De maniére étonnante, la valeur d’anigpie du DPH mesurée dans les spores
augmente avec la température. Quelle que soit leuva’anisotropie initiale, cette valeur
augmente a partir d’'une température proche de 58sqi’'a atteindre un plateau vers 75 °C
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(Figure 48a). Cette augmentation de la valeur d@nopie semble indiquer une augmentation
de la rigidité des structures marquées par le Ditdyvant résulter d’'une densification du
milieu. Le retour a 30 °@ia une rampe de température ne modifie pas la vdlanisotropie
obtenue qui reste proche de celle mesurée a 7&&8Comportement du DPH mesuré dans
des spores sauvages est également observé pospates mutantes sans enveloppegH
gerE). La Figure 48b présente ainsi le pourcentage mayaugmentation de l'anisotropie
mesurée avant une rampe de température et apoes eet30 °C. Ainsi, quelle que soit la
souche, la rampe de température entraine une atgtoend’environ 26 % a 28% de la
valeur de I'anisotropie initiale. On passe d’unéeuamoyenne d’anisotropie de 0,22 + 0,028
a 0,28 + 0,026 et de 0,23 + 0,016 a 0,29 + 0,012 pes spores sauvages et mutantes
respectivement. De plus, I'effet d’'un choc (70 °G0/ minutes par exemple) sur des spores
marquées au DPH entraine un comportement simileiest-a-dire une augmentation de la
valeur d’anisotropie. Dans des membranes « modelese augmentation de la température
s’accompagne d’'une augmentation de la fluiditéogtcdd’'une diminution de 'anisotropie du
DPH localisé dans ces membranes (Laroshel, 2001; Larocheet al, 2005; Najjaret al,
2007). Cette augmentation de I'anisotropie dansrenaias peut s’expliquer par une
délocalisation de la sonde dans une partie moiundefl(comme la membrane interne) plutét
gue par une augmentation irréversible de rigidéé structures marquées. La délocalisation
de la sonde dans des structures plus rigides peuti€ a la fois a une augmentation de la
vitesse d’insertion par la température mais aussi yne permeéabilisation des structures
externes suite a modification d’état de ces strestyenveloppe et/ ou cortex). Ce résultat
montre une similitude avec ce qui a été observ&REIN lors de l'identification des pics
(Figure 32). L'utilisation de spores mutantes sanseloppe montre que l'enveloppe ne
semble pas étre la structure touchée, il s’agitaitc plutdt du cortex. On peut ainsi suggérer
gue la valeur d’anisotropie obtenue aprés une rashepmpérature intégre beaucoup plus a
une mesure de la fluidité de la membrane interhest important de noter qu’une fois

relocalisée ce signal bouge peu avec la température

2.2.2.Modélisation de I'état de rigidité de la membramieine

L’étude bibliographique a montré que la membranerive des spores differe peu en
composition d'une membrane de cellule végétatieon considére la valeur d’anisotropie
obtenue apres la rampe comme celle du DPH inséaré kdamembrane interne des spores

(0,28), cette valeur est bien plus importante gl anesurée dans la membrane de cellules
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veégetatives (0,18, Figure 36). Afin d’étudier lengmortement du DPH inséré dans des
cellules végétatives en fonction de la températtetes-ci ont également été soumises a une
rampe de température (Figure 49).

Spores aprés une rampe
e Cellules végétatives

0.34
0.32-
0.30-
0.28- }

0.26-
0.24- %
0.22- ;

0.201

0.18- % 3
0.16- ¢ %
0.14-
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Anisotropie

Figure 49 : Evolution de I'anisotropie du DPH inséé dans des cellules végétatives @acillus subtilis en
fonction de la température (n=5).

On observe ainsi logiguement que l'anisotropie dBHD dans ce cas, diminue avec
laugmentation de température. La valeur moyenramidbtropie mesurée dans des spores
aprés une rampe de température est représentam@digne noire. On constate que pour
s’approcher de cette valeur, les cellules végdatloivent étre amenées a une température
inférieure a 5 °C. Ainsi, elles atteignent a 5 9 waleur moyenne d’anisotropie de 0,27 +
0,02. Cette valeur de température traduit le hagté@ de rigidité de la membrane interne des

spores.

2.2.3.Mesures individuelles de I'évolution de la viscésite la membrane
interne des spores en fonction de la température

Des expériences préliminaires ont été réalisées ddi mesurer I'évolution de la
viscosité de la membrane interne des spores &ldédla sonde Bodipy:&et de I'analyse
FLIM en fonction de la température. Ces résultatsé&té suivis a I'aide d’'une chambre de
visualisation permettant une régulation de la tawtpée. La Figure 50 présente ainsi les

valeurs obtenues pour les spores sauvages.
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Figure 50 : Evolution des temps de vie de sporeswsages en fonction de la température. (a) Valeurs
moyennes der; mesurée dans la partie interne de spores sauvagés) Histogramme de la répartition des
temps de vie. (c) Images en temps de vig)de fluorescence. Echelle en fausse couleur : 2,5 ns.

Ces résultats montrent qu’une température de comslg 70 °C permet de modifier la valeur
moyenne de viscosité de la membrane interne, celfgssant d’'une valeur d’environ

1000 cP a température ambiante a 850 cP. Le ratdempérature ambiante s’accompagne
d’'une réaugmentation de la viscosité (900 cP), meget plus faible que la valeur initiale.

Cette température de 70 °C est trés élevée etpmoche la encore de la température
d’activation de la germination. Pour des tempéestuplus faibles, aucune différence
significative n'est observée avec le témoin. A eddmpérature critique, on peut supposer
gu'une des structures évolue, probablement le xoneisque peu de variations sont
observées au niveau de I'enveloppe (Figure 50k0i @rmet peut étre une modification de la

fluidité de la membrane interne.
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2.3. Effet couplé de I'éthanol et de la température

2.3.1.Impact de I'’éthanol sur I'inactivation des spores

2.3.1.1. Traitement a I'éthanol 70% pendant 2 h a 65 °C

L’étude bibliographique nous a permis d’identifiééthanol couplé a la température
comme un traitement possible permettant la modifinades barrieres de perméabilité des
spores bactériennes avec une modification appaneiniene de la structure. Dans un premier
temps, les spores ont ainsi été soumises a uenraitt éthanol a 70% pendant 2 h a 65 °C.
Lorsque les spores sauvages sont traitées a l@tHaor densité est modifiée ce qui les rend
plus difficile a centrifuger et donc a récupérem Bontraire, les spores sans enveloppe
semblent étre moins touchées par ce phénomeneétati peut étre relié a une différence
dans leur hydrophobicité de surface et/ou a la fivzadion de la densité de leur protoplaste.

La Figure 51 présente ainsi les résultats de vialflUFC) et de marquage a I'lP obtenus pour

des spores sauvages et sans envelaquig gerb.

100 - 9515 98.0 92.4 935 93.6 968
90 -
80 - -
20 1 % de spores inactivées (lav.) c
—
(@]
60 1 B % de spores inactivées (sans lav.)
X 50 A -
B % de spores non traitées marquées
40 1 al'lp s
30 7 B % de spores marquées a I'IP
20 -
10 A
0 -

sporessauvages cotE gerE

Figure 51 : Impact d’'un traitement éthanol 70% a 65°C pendant 2h sur l'inactivation (en %) et le
marquage a I'lP (en %) de spores sauvages et de sps sans enveloppecOtE gerE)de Bacillus subtilis
lav. : lavages, sans lav. : sans lavage.

Le traitement éthanol s’accompagne en moyenne ddofy, de destruction pour les spores
sauvages (~ 98% d'inactivation) et de 1,2 (~ 96.31'¥activation) pour les spores sans

enveloppe. Ceci est cohérent avec les 1,7 log steudtion déja observé dans la bibliographie
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(Setlowet al, 2002). Aucune différence significative n’est alvge entre I'inactivation (en
%) mesurée avec ou sans lavage et entre les dechesodeB. subtilis,bien que la souche
cotE gerEmontre une tendance a étre plus résistante. lsepcé ou non de I'enveloppe ne
semble pas protéger les spores de ce traitemesgypaucune différence significative n'a été
observée. Ceci a déja observé pour des sporesl’doneloppe a été retiré chimiquement
(Setlowet al, 2002).

L’IP est un marqueur d’ADN connu pour ne marquee dgs cellules dont les membranes
lipidiques ont perdu leur intégrité. Le traitemarntéthanol entraine bien une modification de
l'intégrité de la structure sporale puisque I'lmpte au coeur des spores et marque ’ADN de
ces dernieres. Ainsi, l'inactivation semble coreél@ une perméabilisation, celle-ci étant

observée a la fois pour les spores mutantes etlpsgpores sauvages.

2.3.1.2. Autres baremes de traitement

D’autres barémes de traitement ont été étudiés tmridmit d’identifier les structures

modifiées par I'éthanol : 30, 50 ou 70% d’éthanehgant 1 h a 70 °C. La Figure 52 présente

ainsi les résultats de marquage et de viabilitéraid.

Spores sauvages Spores cotE gerE
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40 - 40 - B % de spores non traitées marquées
al'lp o
20 - 20 - B % de spores marquées a |'IP
0 - 0 - '
30% 50% 70% 30% 50% 70%

Figure 52 : Effet de traitemens ethanol 30, 50 ou07% a 70°C pendant 1 h sur I'inactivation (en %) etle
marquage a I'lP (en %) de spores d@acillus subtilis sauvages ou mutantescOtE gerkE).(a) Traitement a
30 % (b) Traitement a 50 % (c) Traitement a 70%. la. : lavages, sans lav. : sans lavage.

On observe une tendance pour laquelle les spms gerEsont plus résistantes que les
spores sauvages, quel que soit le bareme utilsdr I2 bareme a 50 %, il semble que le
lavage entraine une sous estimation du nombreatesmactivées pour les spomssE gerkE

Le bareme a 30% correspond a environ 0,4 log dewdzion (~59% d’inactivation) pour les

spores sauvages comparé a 0,2 log (~39% d’inactnjapour les spores mutantes. Les
traitements 50 et 70% s’accompagnent de 1,2 (~%3&ntre 0,8 (~ 85 %) et 2,8 (~ 99.9 %)
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contre 2,1 (99.3 %) log de destruction pour lesepsauvages et mutantes respectiven
Pour ces traitements, on observe également uneebmmreélation entre le marquage a I'lF
I'in activation des spores, notamment pour les spordant@s. Ainsi les spores inactivé
correspondent aux spores permeéabilisées. Cettélation est moins nette pour les spc
sauvages traitées a I'éthanol 30%. Il est possjblene partie des spores rtes n'ait pas été
perméabilisées. La variabilité observée dans ldsura d’inactivation peut égaleme
expliquer ces différencel.est a noter que le pourcentage de spores masGuEE’ n’évolu
pas si cellegi sont marquéede lendemain ou surlendemaizpres le traitementLa

perméabilisation créée par I'éthain’est ainsi pas réversible.

2.3.1.3. Etude de la perméabilisati

La Figure 53illustre la perméabilisation de spores sauvagesnetantes apres
traitement a I'éthanol 50% ou 70% pendant 1 h &Ci(
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Figure 53: Observation en microscopieconfocale de spores deBacillus subtilis aprés traitement a

I'éthanol 50% (a, b, e, f) ou 70%(c, d, g, h pendant 1 h a 70 °C. (a,c,e,f) Imagem fluorescence obtenues
en microscopie confocal@le spores sauvag (a,c) etcotE gerE(e,g) marquées au Bodily-Cy,. Images en

fluorescenceobtenues en microscopie confocalde spores sauvages (b,d) ebtE gerE (f,g) marquées a

P,

Les spores traitées a I'étharsont effectivement altérégmiisque I'lP peut pénétrer jusq
dans le protoplaste (Figufsb, d, f et h). La sonde hydrophobe Bodipy: qui ne pouvait
pas pénétrer profondément dans des spores marapi@sssporulation, semble péer aprés

traitement dans des structures plus profondes.riepe, des différences sont observées ¢
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les traitements et selon la souche. En ce qui coada souche sauvage, le traitement a 50 %
70 °C 1h permet de marquer une structure intemeylupart des spores étant marquées
(Figure 53a). Le traitement a 30% donne des rdsutianilaires, bien que moins de spores
soient marquées. Le traitement 70% donne des aésassez difféerents. En effet, les spores
observées sont la plupart du temps marquées seuleenme périphérie (Figure 53c), de
maniére similaire a des spores non traitées. Oh pgposer que la membrane interne est
trop altérée pour que la sonde puisse s’y fixarsf@res étant pourtant perméabilisées comme
le montre la Figure 53d. Des résultats similaice® ®btenus lorsque les spores sauvages sont
traitées a 70 % 65 °C pendant 2h.

Pour les spores mutantes, les résultats sont af$éznts. En effet, de la méme maniére
pour le traitement a 50% (Figure 53e), les sporésgmtent une fluorescence, ce qui n’était
pas le cas pour des spores non traitées. Ce typeacgiage est également observé pour les
spores traitées a 70% (Figure 53g) ou 70% a 65etant 2 h. Ce résultat peut signifier que
pour ces traitements la membrane interne des spotgantes est moins altérée ce qui
concorderait avec leur résistance plus élevéegmuort aux spores sauvages.

2.3.2. Modification des structures

L'utilisation de sondes fluorescentes a permis ddtn@ en évidence la perméabilisation
des structures de la spore. Cependant, les mémsisanduisant a cette perméabilisation

restent hypothétiques, d’autres méthodes ont atérstilisées.
2.3.2.1. Analyse FTIR des spores traitées a I'éthanol
Modification des protéines
Des spores sauvages et sans enveloppe traitéaghandl 70% a 65 °C pendant 2 h

ont été passées en spectroscopie infrarouge p@uegvies modifications des différentes
structures. La Figure 54 présente I'impact dudraént sur le spectre Amide | et Amide Il
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Figure 54 : Impact d'un traitement éthanol 70% 65 T 2 h sur la structure secondaire des protéines de
spores de Bacillus subtilis (a) Spectres infrarouge obtenus pour les sporesawages. (b) Spectres
infrarouges obtenues pour des sporesotE gerE (sans enveloppe). Le rati/a correspond a lintensité
normalisée mesurée a environ 1615-1618/1655-1656 tpour les spores non traitées et & 1628/1657-1658
cm™ pour les spores traitées.

Pour les spores sauvages, on peut constater duaitéenent a I'éthanol s’accompagne d’'une
modification importante de la région Amide | destpmes. Un déplacement de la position du
pic correspondant & la structure en héticé1655 & 1658 cil) est visible, et I'apparition
importante d’'un pic & 1628 c¢htorrespondant & une structure en feujllete rapportp/a
indiqgue bien une augmentation de la proportion d#ecstructure. Ces modifications
observées dans le spectre infrarouge sont lestatsw’un changement dans la structure
secondaire des protéines due notamment a leurudatiah, de maniere similaire a ce qui est
observé pour des spores qui ont subi un traiteradi@utoclave (Perkingt al, 2004). Au
contraire, pour les spores mutantes sans envelappepserve un tres léger shift dans la
position du pic correspondant & la structure eithél (1655 & 1655-1656 ci). De plus, le
pic correspondant a la structure en feuplele semble pas apparaitre, ce que traduit le rappor
B/a qui reste faible comparé aux spores sauvages. ésedtats semblent montrer que les
protéines principalement modifieées par le traiteidhanol sont les protéines de I'enveloppe.
Les autres protéines présentes dans la spore a&rdepas ou peu modifiées, ou sont
présentes en trop faible quantité pour étre déteaé infrarouge.

La modification de la structure des protéines dedgant été suivie par infrarouge pour les

spores sauvages traitées a 30, 50 ou 70% (1 K@)76omme le montre la Figure 55.
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Figure 55 : Impact de traitements a différents poucentage d'éthanol (30, 50, 70%) pendant 1 h a 70 °C
sur la structure secondaire des protéines de sporede Bacillus subtilis Le ratio p/a correspond a
lintensité normalisée mesurée & environ 1615-161%55-1656 cnt pour les spores non traitées et a
1628/1657-1658 cthpour les spores traitées.

La structure secondaire protéique en feuiledugmente avec le pourcentage d’éthanol et
devient trés importante avec le traitement a 708C7Qh (supérieure au traitement a 65 °C
2 h). L'augmentation de température de 5 °C sendigainer une dégradation plus
importante des protéines malgré un temps de traitemoins long (1 h conte 2 h). Ainsi,
laugmentation du pourcentage en éthanol s’accomgpad’'une augmentation de la
dégradation des protéines de I'enveloppe, bienagtie structure n’ait pas de réle dans la
résistance a I'éthanol.

Cependant, la spectroscopie infrarouge ne pernseti’paserver s’il s’agit d’'une réponse tout
ou rien, c'est-a-dire si quelques spores sontqodirement touchées ou si chaque spore est

plus ou moins endommagée.
Acide dipicolinique (DPA) et hydratation

La Figure 56 présente des exemples de résultggawddans la région correspondant

au pic principal du DPA, c'est-a-dire aux alentalesl 279 cn.

116



Résultats

a —— Spores sauvages — Spores cotE gerE o
——— Spores sauvages traitées a I'éthanol 70% 65T 2h b — Spores CotE gerE traitées a I'éthanol 70% 65T 2h
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Figure 56 : Impact d'un traitement éthanol 70% a 65°C 2 h sur la présence de DPA dans les spores de
Bacillus subtilis.(a) Spectres infrarouge obtenus pour les spores sages (b) Spectres infrarouge obtenus
pour les sporescotE gerkE

De maniére similaire a ce qui a été observé lordadgermination (cf 2.1.1), les spores
sauvages montrent une diminution importante du gomcespondant au DPA suite au
traitement éthanol. Pour les spores mutantes, cered également une diminution de la
quantité de DPA, bien qu’il semble qu’'une petiteamfité soit encore présente. Cette
diminution de la quantité de DPA s’observe égalenpam la disparition de I'épaulement a
1570 cn, comme observée en Figure 54. Ce résultat esbreeomdance avec ce qui a déja
été observé (Setlowt al, 2002). La Figure 57 présente les résultats okt@owr les autres

baremes de traitement ainsi que des images coné@sptes obtenues en microscopie a

contraste de phase.
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Figure 57 : Impact de traitements a différents poucentage d'éthanol (30, 50, 70%) pendant 1 h a 70 °C
sur la réfringence (a) et la présence de DPA (b) dgores sauvages dBacillus subtilis.PB : phase bright.
PG : phase grey.
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On observe que le traitement a 70% est celui quaee la plus grande perte en DPA suivi
par le traitement & 50%. Cependant, comme poutrl@tare secondaire des protéines, on
peut se demander si chaque spore libére plus onsna@ DPA ou s'il s’agit d’'un nombre
limité de spores ayant libéré tout le DPA. Les ism@n contraste de phase nous donnent
guelques informations supplémentaires. On peut rebseque bien que les spores ne
deviennent pas « phase dark », celles-ci perdeatpantie de leur réfringence et ainsi le
nombre de spores « phase grey » augmente avewd@at&édu traitement. Cette perte de
réfringence est associée pour des spores en geionina la libération du DPA et a
I’hydratation du protoplaste (Koref al, 2010; Konget al, 2011).

Dans tous les cas, ces résultats suggéerent un eimeamng important dans une des barrieres de
perméabilité, probablement la membrane interneguamtité de DPA restante dans les spores
semble corrélée a la viabilite. En effet, on coestgue plus le traitement entraine
d’inactivation plus la quantité de DPA perdue esportante. Ces résultats sont concordants
avec la littérature qui suggere que la perte de R I'hydratation associée du protoplaste
serait responsable de I'inactivation des spores@sitraitements (Setlogt al, 2002).

2.3.2.2. Evolution de la viscosité

L'utilisation du FLIM sur des spores traitées atltanol a été envisagée afin de
visualiser I'effet de I'éthanol sur la viscosité ldenembrane interne des spores. Pour cela, les
spores ont été marquées apres le traitement (¢avages) pour que la sonde ne soit pas

altérée par celui-ci.

Spores sauvages

Les traitements a 70% d’éthanol ne sont pas pt&sepuisque seule I'enveloppe
semble étre marquée. Comme observé en Figure $3ptaes sont marquées différemment
selon les traitements. La Figure 58 présente Ieslteds obtenus sur les spores sauvages

entieres.
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Figure 58 : Impact de traitements éthanol 30 et 50%l h a 70 °C sur les spores sauvages Bacillus
subtilis. (a) Images en intensité, temps de vie (échelle 2,5 & 5 ns) et, (échelle 0,2 & 2 ns) et intensité
fractionelle de t; (15 a 80%). La valeur en blanc correspond a la vale utilisé pour le fit global. (b)
Histogramme de la répartition des temps de vie; ett, selon le traitement utilisé.

La valeur der; évolue avec le traitement. En effet la couleur mpugprésentant les valeurs
les plus élevées, diminue avec le traitement (Eigi#a). Lespores traitées a 50% d’éthanol
présentent les modifications les plus importantes. Figure 58b montre également la
tendance pour laquelle la valeur dadiminue avec le pourcentage d’éthanol. La proportio
du pré-pic observé sur des spores marquées auaeuassporulation (~ 3,3 ns) augmente en
termes d'aire dans les spores traitées. Le Tableptesente ainsi la proportion moyenne

obtenue en déconvoluant I'histogrammergen deux Gaussiennes.

Tableau 7 : Proportion et valeurs moyennes de pour des spores ddacillus subtilistraitées a I'éthanol.

T Temoin Temoin | 350 1h70°C | 50% 1 h70°C
pendant sporulation | aprés sporulation

pic 1 (ns) pic 2 (ns) 3,3 4,3 3,2 3,3 4,0 3,1 3,8

Proportion | Proportion
16,8 83,2 100,0 24,6 75,4 | 40,2 |50,8
(%) (%)

Pour ces résultats, seules les spores marquéeprsse® en compte. La valeur moyenne de
3,3 ns obtenue pour les spores non traitées atttiéuéde précédemment a la membrane

externe. Pour des spores marquées apres la spmruladur lesquelles la sonde ne peut pas
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pénétrer tres profondément, la valeur obtenuerestproche puisque seule cette membrane
semble pouvoir étre marquée. Les spores traitdéshmnol montrent des différences. La
proportion du pic 1 (membrane externe) augmentem@&me temps que la sévérité du
traitement : 17% pour le témoin, 25 et 40% pour tleagtements a 30 et 50% d’éthanol
respectivement. Sa valeur n’est pas différenteéduoin en ce qui concerne le traitement a
30% mais est significativement différente pour ragitement a 50%, bien que les valeurs
restent proches.

Le pic 2 a quant a lui été attribué a la membramerne. Sa proportion évolue de maniéere
inverse par rapport au pic 1. On note une dimimuéieec le traitement, passant de 83 % pour
le témoin a 51% pour les spores traitées a 50%atél. Sa valeur est également modifiée
puisque la valeur passe de 4,3 ns a 4 et 3,8 ns lgsutraitements a 30 et 50%
respectivement, les différences étant significativ@es résultats indiquent que la membrane
interne est modifiée par le traitement éthanol awee diminution globale de sa viscosité
(augmentation de la proportion de valeurs prochg de et diminution de la valeur proche de
4 ns). Ainsi, la modification de la membrane ineesemble progressive, son altération évolue
avec la sévérité du traitement. La membrane vaujasperdre son intégrité de maniere
drastique pour les traitements a 70% d’éthanolquéides spores sauvages ne montrent pas

de marquage avec le Bodipys{Figure 53).

Spores sans enveloppe
En ce qui concerne les spores sans enveloppeédefiats obtenus sont un peu différents.
L’éthanol semble également provoquer une diminutienla fluidité membranaire, de la

méme maniére que précédemment, comme le montigueeFs9.
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Figure 59 : Impact de stress éthanol 30, 50 et 70%h a 70 °C et 70 % 2h a 65 °C sur les spores mutas
de Bacillus subtilis (a) Images en intensité et en temps de wig(échelle 2,5 a 5 ns). (b) Histogramme de la
répartition des temps de vie selon le traitement ilisé. (c) Valeurs moyennes da et des (FWHM/2)
correspondants selon le traitement utilisé.

En général, les spores présentant une plus faitdasité du signal sont les spores présentant
une plus forte rigidité. On peut ainsi supposer cgisont des spores qui sont moins touchées.
Contrairement, aux spores sauvages, la fluidibcatles membranes ne semblent pas se faire
de maniere progressive, lorsque les spores soohdées par I'éthanol, on mesure une valeur
det proche de 3,2-3,3 ns (Figure 59c). Cette valeuprexhe du pic 1 qui augmente pour les
spores sauvages. De maniére étonnante, il sembiergée pour le traitement 1 h a 70 °C,
plus le pourcentage d’éthanol augmente plus lauvalet est élevéeCeci correspond a une
rigidification de la membrane par I'éthanol qui pepeut-étre, étre reliée aux dénaturations
protéiques membranaires.

Etonnamment, la présence de lI'enveloppe (et dedmbrnane externe) semble atténuer la
fluidification de la membrane interne mais ne pgetepas de linactivation et de la

perméabilisation.
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La mise en place préalable d’outils de caractérisain des structures de la spore nous
permis d’'analyser I'évolution des couches de la sp® sous différentes conditions
environnementales. Ainsi, la germination des sporgsermet de diminuer la viscosité de
la membrane interne (division par ~ 1,9 ) et de reurner a la fluidité d’'une membrane
classique. De méme, les propriétés vibrationnelledes structures par rapport aux
infrarouges (FTIR) s’approchent des proprietés d'ure cellule végétative. Les
modifications provoquées par la température ont édament été étudiées. Un
température (entre 60 et 70 °C), proche de la temp#ture d’activation de la
germination, modifie également la mobilité des stretures. Celle-ci provoque uneg
«ouverture » d’au moins une des couches de la sporprobablement le cortex,
améliorant I'accessibilité de composés fluorescentsomme le DPH. Cette plage d
température permet également d’observer une légereeprise de mobilité de la
membrane interne, confirmant son état rigide et tr& ordonné. Cet état peut par contreg
étre modifié de maniére beaucoup plus importante paun traitement combinant a la fois
température et éthanol a un pourcentage élevé. Urgiminution de la viscosité de Ig
membrane interne est ainsi observée accompagnée d& augmentation de Ia
perméabilité¢ (entrée de sondes fluorescentes et ditation du DPA). L’éthanol a
eégalement un effet important sur les protéines de’dnveloppe, une dénaturation
progressive de celles-ci apparait graduellement agele pourcentage d'éthanol,
Cependant, cette couche ne semble pas avoir de rdi@ns I'inactivation qui accompagne

les modifications structurales de la spore.

D
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Les spores bactériennes sont des formes de r&mstaxtréme pouvant étre
responsables d’intoxications alimentaires ou deratigion de la qualité des aliments. Les
particularités de la spore, et notamment sa corfippset sa compartimentation, sont a
I'origine de son extréme résistance. Néanmoirsylilsiste encore des questions quant au role
et a I'organisation des différentes structures. Nauons mis en place différentes méthodes
d’analyses afin d’étudier les propriétés de la sparotamment ['utilisation d’'un rotor
moléculaire couplée a l'imagerie en temps de viemportante valeur de viscosité mesurée
pour la membrane interne souléve ainsi la quest®hétat de cette membrane. En effet, ses
propriétés particuliéeres sont encore peu compasegegard de sa composition. La présence
de I'épais cortex et de sa résistance mécaniquisougalement des questions quant a
linteraction de ces deux structures notammentglegsla température vient perturber cet
équilibre. L'utilisation d’éthanol est, semble-iiecessaire pour perméabiliser les structures
sporales sans les détruire complétement. La questos-jacente est de comprendre son

mode d’action.

Etude des propriétés de la membrane interne des sg@s bactériennes

Viscosité de la membrane de cellules végétatives

La viscosité des membranes a été estimée palistétitbn de sondes fluorescentes
comme le DPH (dont I'anisotropie refléte leur maueat de rotation dans la membrane), par
I'utilisation de rotors moléculaires ou encore mbautres méthodes comme la résonance
paramagnétique électronique (RPE) (Shechter, 198@ichenkcet al, 2009). Cette viscosité
correspond a la liberté relative de mouvement pees composants, en particulier les
phospholipides, et correspond a la combinaisoniffiérehts types de mobilité (Figure 60).
Les valeurs rapportées par les différentes méthddpendent de la sonde mais aussi de sa
localisation dans la membrane. Il n’est pas exgliesla sonde suivant sa concentration puisse

affecter méme marginalement le comportement egdinisation de la membrane.
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Figure 60 : Schéma des différentes mobilités des pépholipides a 'intérieur de bicouches lipidiques

Peu de valeurs de viscosités sont reportées psumbanbranes de cellules bactériennes.
Haidekkeret al, ont ainsi rapporté des valeurs de viscositésamtuide 70 a 120 cP selon la
température dans des bicouches phospholipidiqudialies (Haidekkeret al, 2001). La
viscosité membranaire de vésicules issués doli a également été mesurée par RPE. Ainsi,
une mesure de viscosité de 250 cP pour des vésissiges de cellules cultivees a 23 °C a été
mesurée (Sinensky, 1974). Une microviscosité appar@) peut aussi étre estimée a partir
de l'anisotropie de fluorescence en utilisant I'étpn de Perrin, comme décrite par Shinitzky
and Barenholz (Shinitzky and Barenholz, 1978).

2,4r, Equation 11

aveci], microviscosité en poise g, ranisotropie de fluorescence du DPH gt anisotropie

limite de fluorescence du DPH égale a 0,362.

Cette équation permet de mesurer une valeur deowisosité avec une approximation de +
15%. Ainsi, cette équation a déja été utilisée, gpample, pour mesurer des viscosités de
membrane plasmique isolée a partir de foie de(288 cP) ou de liposomes composés de
différentes proportions en cholestérol et |écithit@uf (100 a 500 cP) (Salg&t al, 1993;
Pandey and Mishra, 1999). Les expérimentationssgsd en spectrofluorimétrie avec le
DPH, nous ont permis de mesurer une valeur d’amigi&t de 0,186 en moyenne a 25°C et de
0,211 a 20°C pour les cellules végétativeBdasubtilis Ces valeurs sont proches de celles
déja mesurées sur des cellules entiereB.drubtilis(Ishiharaet al, 1999; Cao-Hoangt al,
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2008). En utilisant I'Equation 11, les valeurs d&aropie obtenues suB. subtilis
correspondent a des valeurs de microviscosité aptgade 265 cP et 330 cP respectivement.
Les valeurs de viscosités calculées, sont envirdrials plus faible que celles obtenues gréace
aux rotors moléculaires. Cette divergence a égaleré® observée entre des valeurs de
viscosités mesurées dans des cellules humainedea¥dM (140 cP) ou avec l'anisotropie
résolue dans le temps (80 cP) (Kuimoeaal, 2008). Les différences entre les valeurs
obtenues par le DPH et par FLIM peuvent provenirptiesieurs points. D’'une part, la
diffusion rotationnelle gouverne la tendance ndieidun rotor moléculaire a former un état
« twisté » et donc relie la diffusivité au rendemguantique de fluorescence et au temps de
vie de fluorescence. Ainsi, les rotors moléculairg®rment sur la diffusivité de facon
similaire a des sondes mesurant I'anisotropie, cetenDPH. Cependant, le facteur dominant
dans leur émission de fluorescence est la rotation segment par rapport a un autre. Ce
segment est généralement petit et bénéficie d’lusegrande liberté de rotation qu'une sonde
comme le DPH (Haidekker and Theodorakis, 2010).ps, bien que ces deux sondes se
localisent parallelement a la chaine acylé des mitapides, certaines expériences ont
montré que le DPH peut également s’introduire dansentre de la bicouche lipidique,
parallelement a la surface (Van der Heigleal, 1996). Cependant, les deux méthodes

indépendantes s’accordent sur le méme ordre delgmanle viscosité.

Cas particulier de la membrane interne

A [l'état physiologique, les phospholipides d’'uneembrane biologique, et en
particulier ceux d’'une bactérie, sont majoritairemeéans un état liquide-cristallin {. Cet
état est essentiel pour les fonctions membranaiteensport passif de solutés, activité
d’enzymes membranaires, transport actif,... En effafs cette phase, les lipides adoptent
une conformation et une orientation désordonnéebgte 1981). Dans des membranes
modéles, une modification des conditions environeiales (déshydratation, diminution de
la température, pression) peut induire une tramsitie phase de I'état liquide cristallin,)L
vers I'état gel (k) pour lequel les lipides adoptent une conformafilus ordonnée (Shechter,
1990; Beney and Gervais, 2001). L'étgtplus mobile, implique une viscosité plus faible de
la bicouche par rapport a un état gel. La Figur@m@&kente une schématisation des ces deux

états membranaires.
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Figure 61 : Schéma présentant les arrangements pdsgs des phospholipides dans une bicouche modele.
(a) phase gel notée | (b) phase liquide cristalline notée |, (Vigh et al, 1998).

La valeur d’anisotropie que nous avons mesurée [pi@sr spores apres une rampe de
température est de 0,28 + 0,025 (~830 cP, Equatipret a été attribuée majoritairement a la
membrane interne. Cette valeur est environ 1,6 ghis élevée que celle mesurée dans les
cellules végétatives et est signe d’'une importaigeosité. De méme, la viscosité mesurée
dans la membrane interne par le rotor moléculaivdif/-C,, est trés élevée (~1100 cP).
L’équipe anglaise du Dr Marina Kuimova a realisés deesures de la décroissance de
fluorescence du Bodipy-€sur des bicouches de 1,2-dipalmitylphosphatidyioboDPPC).

lls ont ainsi observé que le déclin de fluoresceteaotor est monoexponentiel quand la
bicouche est a un état fluide désordonné (au deksiess température de transition) mais que
le déclin devient biexponentiel lorsque la bicouekedans un état gel. Les valeurs de temps
de vie mesurées (1,5 £ 0,1 ns et 4,5 + 0,3 ns) aons tres proches de celles mesurées dans
les spores sauvages (Wtial, 2013). Ainsi, bien que le déclin ne semble paxfmnentiel
dans les spores mutantes, ces données appuiepbtftese d’'un état gel de la membrane
interne des spores. L'importante valeur de viséosiesurée concorde avec une faible
dynamique membranaire et probablement a un état'gee partie ou de la totalité de la
membrane. En effet, une transition de phase depplotipides (par une diminution de
température par exemple) s’accompagne d’'une impert@augmentation de la viscosité. Par
exemple, des extraits phospholipidiques de celldlEs coli produites a 43 °C présente une
viscosité de 200 cP (obtenue en RPE) a cette mémpérature et de 1500 cP a 15 °C, la
transition de phase étant mesurée a 27 °C (SinetSkyt). Ces conclusions sont cohérentes
avec la littérature. En effet, des mesures réaliste FRAP avec le di-4-ANEPPS sur des
spores dormantes ont montré que la mobilité dedelpest trés faible dans la membrane
interne. La fraction mobile de la sonde mesurées dammembrane des spores n’est que de
0,31 comparée a celle de 0,75 mesurée dans dessgpenrmées ou des cellules végétatives.
Les auteurs suggeérent ainsi que le feuillet intataecette membrane pourrait étre en partie

dans une phase gel (Cowat al, 2004). L'utilisation du Laurdan sur les spores Gle
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sporogenessuggere également un état compressé (« lipid pgcki et un degré d'ordre

important des lipides de cette membrane (Hofstettat, 2012).

Comment la membrane interne peut maintenir sa lsiteyphospholipidique a l'état gel a
température ambiante ?

D’apres la littérature, la composition phosphaliue de la membrane interne des
spores est peu différente de celles d’'une cell@@gétative, bien que I'on note une proportion
plus importante en CL (Cardiolipides) (Kawet al, 2006; Griffiths and Setlow, 2009). A
I'état végétatif, les lipides dB. subtilissont a état & La composition lipidique n'est donc pas
responsable de cet état gel. Deux facteurs eskepgavent permettre de comprendre I'état
particulier de cette membrane interne : la compacthembranaire (pression latérale) et la
faible hydratation interne.

Au cours de la sporulation, le cortex se met erceplantre les deux membranes. La
déshydratation du protoplastg, (@aterne entre 0,4 et 0,6) implique qu’une conteigt/ou un
support mécanique soit apporté par le cortex adalmane interne (Popham, 2002) afin
gu’elle puisse créer puis maintenir un fort gratieemotique de part et d’autre de cette
membrane. Cette contrainte mécanique peut étreniéssia une pression hydrostatique qui
s’appliquerait sur cette membrane et serait regimasde son état compacté (Cowetral,
2004; Hofstettert al, 2012). De maniére générale, I'application d’'umespion élevée sur
une biomembrane (a une température donnée) varamtme diminution de sa fluidité qui
peut étre accompagnée par une transition de pkasesible des lipides (Kato and Hayashi,
1999; Denichet al, 2003; Winter and Dzwolak, 2005). Le cortex potiraansi étre en partie
responsable de I'état gel de la membrane interrde eton maintien (ceci sera plus détaillé

dans une partie suivante).

La sporulation est également accompagnée par utie deau de la spore, et le protoplaste
contient une faible teneur en eau (~ 27 a 50 %ghdson and Setlow, 1990; Storz and
Hengge, 2011). L'eau posséde un r6le structurant |3 membranes des microorganismes.
La déshydratation a tendance a rapprocher les pétesres et peut également induire une
transition de phase des phospholipides (Beney adais, 2001; Ragoonanah al, 2008).
Par exemple, la variation de la pression osmota&gieesponsable d’'une transition de phase
des phospholipides extraitskd’ coli entre 10 et 40 MPa. L'utilisation du DPH a égaletmen
montré une augmentation de la viscosité de la manebde cellules entiereskd’ coli entre
1,38 et 40 MPa et qui demeure presque constantielaude 40 MPa (Benegt al, 2004).
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Cette faible hydratation n’ést présente que du ¢@ig¥fne de la membrane ce qui pourrait
induire une différence de structure entre les ketsilinternes et externes de la membrane

interne.

Ainsi, la forte déshydratation du protoplaste etdmtrainte mécanique créée par le cortex
pourraient, de maniére couplées ou non, étre raghtes de la viscosité importante mesurée

dans la membrane interne des spores.

Approche de I'état de la membrane interne

Les mesures effectuées en spectrofluorimétriepennis de constater que I'on peut
s’approcher de la valeur d’anisotropie associéecgralement a la membrane interne (0,28 +
0,025) en diminuant la température de I'environnemees cellules végétatives. Ainsi,
'anisotropie du DPH atteint une valeur de 0,27 ,820lorsque les cellules atteignent une
température de 5 °C. La composition des cellulggtadives et des spores étant proches, on
pourrait penser qu’a méme viscosité, la membrank dpore est dans un état proche de la
membrane d’une cellule végétative a 5 °C (étatigda majorité des phospholipides).
Cependant, certaines propriétés peuvent nous panser que I'état gel de la membrane

interne est différent de celui obtenu a basse testyr@ sur des cellules végétatives :
« les propriétés de perméabilité

Nous avons pu observer dans cette étude que delessdluorescentes polaires comme
I'acridine orange ou apolaires comme le Bodipy-@e peuvent pas pénétrer profondément
dans la spore si elles sont ajoutées apres sporuldt’acridine orange, a laquelle les
membranes de cellules végétatives sont généralegpeeméables (Han and Burgess, 2010),
montre un marquage peériphérique précédemment wdtridu cortex dans les spores
bactériennes (Setloet al, 2002; Maggeet al, 2009).

Pour le rotor moléculaire utilisé, son statut hydrobe suggére, comme montré
précédemment pour des sondes lipophiles (di-4-ANEB® le 10-N-nonyl acridine orange)
(Magge et al, 2009), que le marquage des spores sauvages seglicagux protéines de
'enveloppe (et éventuellement la membrane extemde} expérimentations réalisées sur les
spores mutantesotE gerEappuient cette hypothese. Il est suggéré qud bétmpacté de la
membrane interne ne permet a aucune de ces sopdiedres fluorescentes de s’y insérer
(Cowanet al, 2004; Maggeet al, 2009) exceptés le Laurdan (Hofstettral, 2012) et le
DPH (ce travail et (Ishiharat al, 1999)) semble pouvoir y pénétr8ur des membranes

modeles, certains travaux ont relié la fluidité rbeamaire a la perméabilité a des solutés qui
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traversent la membrane par des mécanismes deidiffusa diminution de la fluidité, méme
d’'un seul feuillet, semble suffisante pour réduagerméabilité (Landet al, 1995; Hill et

al., 1999). Cependant, si sur des membranes modétesripaction de la bicouche lipidique
(par les hautes pressions ou par la diminutioradernpérature) conduit a une diminution de
la perméabilité passive, la présence de coexistern&re phase fluides et phase gel, ou
I'interface semble étre un lieu privilégié de pagsdes solutés, peut au contraire I'augmenter
(Macdonald, 1984; Crowet al, 1989; Clerc and Thompson, 1995). Ainsi, une ¢eitlont la
membrane s’approche d'un état gel (par differenpesturbations dont la pression
hydrostatique, le refroidissement et la déshydiataa plutét tendance a voir sa perméabilité
membranaire augmenter.

Il est possible d’amener une membrane cellulairer@me niveau de fluidité que la
membrane des spores. Par contre, il semble défidibbtenir les mémes propriétés de

perméabilités par modification physique de I'enmimement (pression, température).

« La compression théorique de la membrane interria sigore

D'aprés la littérature, la membrane interne estnée®l & une augmentation de sa surface d’'un
facteur 1,6 pendant la germination (soit une augatiem de 60%) sans synthése ni
incorporations de nouveaux matériaux (Swerdlow Satlow, 1984; Cowaset al, 2004) ce

qui suppose un tres forte compaction initiale. Begage d’une phase gel a une phase liquide
cristalline d'une membrane modéle s'accompagnes camgmentation de la surface de la
bicouche (en termes d'aire par lipide). Par exempkbicouche de DPPC voit sa surface par
lipide augmenter de 36% au cours d'une transitopltthse (La Lg) par la température bien
gue cette valeur ait peut-étre été surestiméeaparethode utilisée (List al, 1982). D'autres
études plus récentes parlent d'environ 25% (N4§i@3; Ebelet al, 2001). La compression
surfacique apportée par une déshydratation ou tessipn hydrostatique méme tres élevée
ne permet pas non plus d’atteindre des variatiensuiface aussi importantes. Ainsi par
exemple, la surface par lipide de bicouche de phatsylcholine est diminuée par environ
15% entre une humidité relative de 23% et un exteau (White and King, 1985). La
présence de protéines et la diversité des phogpthedi dans une membrane cellulaire ont

tendance a réduire ces variations.

Ainsi, le passage d'un état gel a un état liquiiadlin lors de la germination ne semble pas

suffisant a lui seul pour expliquer la variationsigface observée.

131



Discussion Générale

« Lavariation de la viscosité avec la température

Une augmentation de la température conduit a uméndtion de la viscosité de la membrane
des cellules végétatives (observée ici par unemditiin de l'anisotropie du DPH). Des
extraits phospholipidiques . colia I'état gel affichent une diminution de la vistésavec la

température (Sinensky, 1974). La membrane inteasesgores semble réagir différemment.
En effet, apres une premiére rampe de températurpegmet l'insertion du DPH dans la
membrane interne, une modification de la tempéeaheg semble pas modifier fortement
'anisotropie (ésultats non montrgslLes expérimentations réalisées avec le Bodigy-C
indiguent un comportement similaire, la viscosit&tant que peu affectée par une
modification de la température (pour un niveaurieigd a 65 °C). Il semble ainsi que la
membrane soit dans un état particulier réagissentgpla température ou qu’une structure,

probablement le cortex empéche sa mobilité.

Pour expliquer ces particularités de la membrarterne, on peut envisager plusieurs
hypothéses. La présence d'état gel de I'ensemble des phospholipides au msimsun
feuillet pourrait expliquer la faible perméabilitee plus, une deshydratation de membranes
peut s’accompagner d’'une endo-vésiculation (Bezteal, 2004; Simoniret al, 2007). Bien
gue ceci n'ai jamais été observé ou mis en évidpoae la membrane interne des spores, ceci
pourrait expliquer 'augmentation de surface (Swexdand Setlow, 1984). Enfin, des
modifications de structures des protéines liéesdekhydratation (Cowaat al, 2004) et a la
compression par le cortex et/ou une relocalisali®rertaines protéines membranaires par la

compression (Katet al, 2002) pourrait également expliquer la diminutitensurface.

En conclusion, le Bodipy £ nous a permis de mesurer la viscosité de la merabra
interne séparément de la membrane externe (ceapuebup d’autres sondes ne permettent
pas car limitées par la résolution optique) maispeemet pas d'approcher la structure
directement. Les propriétés de viscosité et de @ehilité obtenues au niveau de la
membrane interne des spores impliquent une steipanticulierement dense et probablement
asymétrique de la membrane. L'hypothese d'un éta ginsi été avancée, bien que celui-ci
ne puisse a lui seul expliquer les comportemensemids. Cet état ne peut s’expliquer par la
composition de la membrane elle-méme, il résuligdpldes propriétés des compartiments qui
'entourent. L'évolution des propriétés des streegulors d'une variation de la température

peut nous aider a améliorer la compréhension détaetnembranaire particulier.
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Effet de la température sur les structures de la spe

Effet de la température sur la membrane interne

Nous avons émis dans ce travail I'hypothése quadebrane interne soit en partie
proche d'un état gel dans une spore dormante. hn el la viscosité dans la spore en
fonction de la température a été réalisé par lehodét FLIM. Celle-ci n'est que tres peu
modifiée par la température et il faut atteindre tlanpératures de 70 °C pour commencer a
observer une diminution de la viscosité de cettenbrane. Dans une étude récente réalisée
sur des spores d&lostridium spp.Jes auteurs ont montré qu’un traitement a 90 °@ifiele
degré d'ordre des lipides de la membrane interree sp@res (Hofstettegt al, 2013). Ces
auteurs avaient également suggéré dans une étédédpnte un état gel de cette membrane
en utilisant la sonde Laurdan (Hofstettdral, 2012). Ces spores delostridium ont été
soumises a des rampes de températures et unedth@e du Laurdan pour une température
de 70-75 °C a été observée, traduisant une dirimude I'ordre des lipides (Hofstetter,
2012). L’étude a également permis d’'observer dé¢ae la méthode FT-IR des modifications
de la vibration & 2850 ¢ Ces auteurs ont alors suggéré qu’'un passagétde diel a I'état
liquide est observé lors d’'un chauffage jusqu’@®Qles modifications commencent a étre

tres importantes pour une température proche d€gBigure 62.

Absorbance
(Absorbance)™

Z580 :E\IJ»'E 2850 2255 IBED 2D Iz 2550 1855 BT
Nombre d’onde (cm)

Figure 62 : Spectre infrarouge (A) et dérivée secale (B) de spores deClostridum sporogeneshauffées
jusqu’a 90 °C. Les mesures sont prises toutes le® in a une vitesse de 5 °C/10 min. (i) vibration
d'étirement des CH, asymeétriques (ii)) membrane a “I'état gel” ; (iii) membrane a “I'état liquide”. D’aprés
(Hofstetter, 2012).

Nous n’avons observé qu’une faible modificationla@eiscosité par la température, celle-ci
passant d’'une valeur d’environ 1000 cP (témoinfj@@&° (70 °C) dans la membrane interne.
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En tracant une courbe ipselon la loi d’Arrhenius, il est possible de voire rupture de pente
a partir de la température de 65 °C. Ces donné&smoent qu'il est nécessaire d’augmenter
la température de facon importante pour modifisipipriétés de la membrane interne.

Effet de la température sur les couches externds sigore

Les résultats obtenus en RMN et par l'utilisatden la spectrofluorimetrie nous ont
permis d’observer que la température est respamghibhe modification dans les structures
les plus externes de la spore. En effet, une rategempérature (ou bien un choc thermique)
de 50 °C a 70 °C entraine des modifications stratds. L’accessibilité du DPH jusqu’a une
structure plus visqueuse (probablement la memhrdaeme) est en effet améliorée suite a ces
variations thermiques. Ces phénomeénes sont obseavisefois sur des spores sauvages mais
également sur des spores ne possédant pas ouetredepprotéines de I'enveloppe (spore
modifiees chimiquement ocotE gerB. Le matériel qui subit ces modifications correspho
probablement au cortex. Leuschner et Lillford, observé un phénomeéne thermique par
AED aux alentours de 50 °C et l'ont attribué a Veloppe de la spore (Leuschner and
Lillford, 2003). D'autres travaux réalisés au laioire, ont plutbt attribué cette relaxation
(observeée vers 70 °C) au cortex de la spore (NgdyerMinh et al, 2010b). Nos données
obtenues par des méthodes différentes semblentlabdans ce sens et sont observeées a la
fois sur des spores hydratées (spectrofluorimégti@) I'état sec (RMN). Les travaux réalisés
par Ablettet al, ont également montré une transition thermiquer pl@s spores en milieu
hydraté, celle-ci a été attribuée a un état vitrduxprotoplaste (Abletét al, 1999). Nous
avons réalisé des mesures en AED sur des culdigapeds de spores sauvages, qui sont donc

a I'état hydraté et sur des spores equilibréesggude 0,5 (Figure 63
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Figure 63 : Thermogramme de spores hydratées (enaolet) ou équilibrées préalablement a une ,ade 0,5
(en rouge) chauffées a une vitesse de 10 °C/minafirplein : premier chauffage Trait pointillé = deuxieme
chauffage. Les fléches indiquent les « pics » entiermiques.

Pour ces différentes hydratations, un pic endothprenest observé (indiqué par la fleche) au
premier chauffage mais pas sur le deuxieme scampicCendothermique pourrait étre relié a
une relaxation enthalpique associée a une transiticeus. Cette relaxation est observée dans
de nombreux polymeres synthétiques mais a ausseétédiée plus récemment sur des
biopolyméres comme le gluten ou la gélatine (Batal, 2005). Cette relaxation structurale,
aussi appelée vieillissement physique, a lieu eméigd a une température inférieure a la
température de transition vitreuse (Tg) mais loeslgumatériel est stocké a une température
éloignée de sa Tg. Les variations d’énergie mesugiep etAH, Figure 63) sont faibles et
confirment qu’il ne s’agit pas d'un autre phénomé&hermique comme une fusion par
exemple. L'observation de ce phénomene suggerenqidmposant de la spore pourrait étre
dans un état vitreux et que la température deatssition vitreuse associée pourrait étre plus
élevée que celle de la relaxation (65-70 °C). Didewas ont réalisé une étude en AED sur des
peptidoglycanes extraits de spores bactériennesnetobservé une transition réversible
suggérant un role du cortex dans la présence dainvéreux (Stecchinet al, 2006). Les
températures de transitions vitreuses associée®raeX mesurées par ces auteurs sont aux
alentours de 90-115 °C. Nous n'avons pas observ&adsition vitreuse associée a cet
événement a des températures plus élevées prolmaiil@arce que cette transition vitreuse

pourrait se propager sur une large plage de terypérat se confondre alors avec la ligne de
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base (Nguyen Thi Minlet al, 2010b). L’état vitreux du cortex n’empécheraipeadant pas

la diffusion de molécules jusqu’a la membrane maerEn effet, les nutriments peuvent
diffuser jusqu’aux récepteurs de la germinatioridRPangat and Setlow, 2001). Nous pouvons
cependant supposer qu’une augmentation de la tatpérau-dela de 50 °C et notamment
proche de 65 °C permet d’augmenter la mobilité aitex ou en tout cas de passer d’'un état
dense a un état plus perméable (“rajeunissement la relaxation enthalpique) et pourrait
expliquer I'amélioration de l'accessibilité obsesvéur le DPH. En effet, d'une maniére
générale, la relaxation d'enthalpie de matériaunrphes s'accompagne d'une modification
des propriétés macroscopiques, telles que la @eesles propriétés de transport (Jin Kemn
al.,, 2003). Ces températures correspondent aux tempgsaconnues pour activer la
germination des spores bactériennes (Keyeiaal, 1964; Yi and Setlow, 2010). On peut
supposer que lactivation thermique de la germamaticorrespondrait a cette transition
réversible qui améliorerait I'accessibilité desriménts aux récepteurs de la germination
localisés au niveau de la membrane interne. Il fappeler que l'activation de la spore
bactérienne seule ne permet pas la germinatior, recessite toujours la présence de
germinants. Cette activation thermique est de ghkwite comme réversible (Keynan al,
1964).

Relation entre état vitreux du cortex et état denkembrane interne

Selon Atrih et Foster, le cortex de la spore estmosé de peptidoglycanes similaires
a ceux de la paroi de la cellule végétative (Atitd Foster, 1999). Cependant le cortex est
beaucoup plus épais (140 a 200 nm d’épaisseur)kgDril999). Le cortex agit
vraisemblablement comme une structure rigide d fid@sistance mécanique pour supporter
la pression de turgescence générée par la forteentmation des solutés dans le protoplaste
(Popham, 2002). D’aprés Cowanal, le cortex pourrait jouer un role dans la stahilen de
la membrane interne dans un état compressé darapbtulation (Cowaat al, 2004).
Nous avons supposé précédemment que lors d'uneeralaptempérature (ou d’'un choc
suffisamment long), le cortex subit une transitibiermique associé a une modification
structurale. La résistance mécanique du cortexitsedars modifiee permettant un
relachement de la pression exercée sur la memletaai@si une diminution de sa viscosité.
La diminution de la viscosité de la membrane irddors de la germination que nous avons
pu observer permet d'appuyer cette hypothése. tehy Ehydratation et I'hydrolyse du cortex
dans les premieres minutes de la germination pedeetiminuer rapidement et de maniére

importante la contrainte mécanique exercé par-cel@ette hydrolyse conduit rapidement a
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une expansion de la surface et a une diminutionadescosité de la membrane interne

comme discuté précédemment.

Ainsi, la température pourrait a la fois étre resadble d’'une meilleure diffusion de solutés au
travers du cortex mais aussi d'un léger relacherdent pression exercée sur la membrane
interne, modifiant ses propriétés. L’activation rth&gue connue pour synchroniser et

améliorer la germination, correspondrait a ce ph@&re réversible. La température

permettrait de faciliter I'accés aux récepteurdadgermination et/ou a une modification de

leur structure par la modification des propriétésmbranaires. La Figure &thématise ce

phénomene.

nutriments nutriments

Figure 64 : Schématisation de I'évolution des strdares au cours d'une rampe de température. La
température permet une relaxation enthalpique et/odransition vitreuse du cortex et un léger relacherent
de la membrane interne de son état compressé. Léadhes indiquent la facilité de diffusion des nutrnents
jusqu’a la membrane interne. Ml : Membrane interne.

La température est donc un parametre environneiemi&ant modifier les structures de la
spore.La perméabilisation aux solutés par la températeste limitée aux couches externes,
le passage de la membrane interne reste un obgtaatela plupart des molécules. Pour
perméabiliser durablement la spore et accéder atogasme, il faut utiliser un agent
chimique qui va affecter la structure de la spdréthanol est une des molécules pour
laguelle cette perméabilisation est efficace toupeeservant la structure multicouche de la
spore. Nous avons pu voir dans ce travail quealdh couplé a ces températures peut
egalement modifier les propriétés particulieresb(éaperméabilité aux solutés et importante
viscosité) de la spore bactérienne. Ce traitemamtame une perméabilisation puisqu'il
améliore l'accessibilité de certaines sondes fhametes au protoplaste. L'effet de ce
traitement sur les structures de la spore et saanigme d’inactivation est encore peu connu.
Ainsi, il s'agit d'un stress intéressant dans détdes modifications des structures qui sera

discuté dans la partie suivante.
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Impact de I'éthanol sur les structures de la spore

Nécessité de coupler I'éthanol a la température

Les alcools sont des agents de largement et edficant utilisés pour la désinfection,
notamment I'éthanol & un pourcentage proche de {®8scottet al, 2010). Les alcools
présentent une activité antimicrobienne a largectspecontre les bactéries végétatives (y
compris les mycobactéries), les virus et les chgmpis mais ne sont cependant pas
sporicides (McDonnell and Russell, 1999). L'éthafwiéme a faible pourcentage) peut
cependant avoir un impact sur la germination, Iaint de maniere réversible (Trujillo and
Laible, 1970). En ce qui concerne les spores haotges, le traitement a I'éthanol doit
s’accompagner d’une augmentation de la tempérpture permettre leur inactivation (Setlow
et al, 2002). La température est connue pour améliceéfiet sporicide de certains agents
chimiques (Russell, 2004). Il a été montré surrdembranes plasmiques issues de cellules de
souris un effet augmenté du désordre provoqué 'pHrahol avec l'augmentation de la
température (Chin and Goldstein, 1981). Cependafagit de faible pourcentage en éthanol
(<10 %) et les températures utilisées sont faifl€sa 30 °C au maximum) comparées a
celles utilisées dans cette étude. L'éthanol sagitrpas sur la membrane interne des spores,
ou sur un temps tres long (2 mois minimum a 90%hdiéol) (Thomas, 2012)). Pourtant
I'éthanol par ses caractéristiques est suscemibldiffuser presque aussi librement que I'eau
dans les structures de la spore. On peut ainsiosepmue cette absence d'effet est liée a
limpossibilité de I'éthanol a s’intégrer et/ou affdser dans la membrane interne. La
température semble ainsi étre nécessaire pour ‘gimariol puisse agir sur la membrane
interne. Nous avons vu précédemment que la températovoque une modification de la
perméabilité et de la mobilité a l'intérieur du tepr. Ceci ne semble pas pourtant étre I'effet
principal puisque le cortex est naturellement peainie aux nutriments qui peuvent accéder
aux récepteurs localisés au niveau de la membraeene (Paidhungat and Setlow, 2001).
L’éthanol posséde en effet une masse molaire faiblaparée a un nutriment comme le
glucose (46 g/mol et 180g/mol respectivement) #tisk généralement bien dans les milieux
biologiques. Cependant, on peut supposer que taiti@n subie par le cortex suite a une
augmentation de la température permet un relacheteela pression mécanique qu’il exerce
sur la membrane, facilitant alors I'accés de I'@tha la membrane. De plus, le traitement est
peut étre responsable d'une dénaturation importahteréversible du cortex. Ainsi la

température couplée a I'éthanol aurait un doulfte ef
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- effet synergique de I'action des deux parametretasmembrane interne.
« amélioration de I'accessibilité de I'éthanol jusgld membrane interne (dénaturation
du cortex).
L'utilisation de I'AED sur des spores traitées psisckées pourrait étre envisagée afin
d’observer si le traitement provoque la disparitdm la relaxation enthalpique et/ou de la

transition vitreuse.

Modifications des protéines de la spore

L'utilisation de la spectroscopie infrarouge amper d’observer I'impact de I'éthanol
sur la structure secondaire des protéines. Leetrna@iht éthanol/température conduit ainsi a
I'apparition de structure en feuill@t notamment a 70%. L’apparition de ce type de aires
a déja été observée lors d'un traitement de spemasages a l'autoclave (Perkies al,
2004). L'effet de I'éthanol sur des protéines med&l haute concentration en éthanol (~ 80%
sur du lysozyme) ou sur des protéines de la mugugastrigue humaine a également montré
I'apparition de structures en feuillgf(Lin et al, 1995; Godaet al, 2000). L'augmentation de
la proportion de cette structure secondaire a @téwee a une agrégation des protéines
(Haris, 1999; Wang, 2005). En effet, il est conrue diactivité bactéricide des alcools est
notamment due a leur capacité a dénaturer lesipesté_arson and Morton, 1991). L'éthanol
déstabilise les protéines et peut entrainer lenatlg#ation & des températures élevées (ou la
température elle-méme n'a pas d'effet de dénainjabiu a des concentrations plus élevées
d'éthanol (Yoshikawat al, 2012). L’augmentation de la concentration enrmha tendance
a augmenter la dénaturation des protéines (Bo®t0);1Liu et al, 2010). En ce qui concerne
les spores bactériennes, ceci expligue pourquoaugenentation de la proportion en éthanol
augmente la proportion de structures en feusllé€ependant, cette modification des protéines
ne semble pas étre la cause de la destructionpdessspar I'éthanol. Nous avons constaté
dans ce travail que bien que les spores mutanieatségalement inactivées par I'éthanol,
celles-ci ne présentent que trés peu de modificadio niveau de la structure secondaire des
protéines. Ces protéines dénaturées corresponttentveaisemblablement aux protéines de
'enveloppe des spores sauvages. L’'enveloppe a é&amontrée comme une structure
n’intervenant pas dans la résistance des spor&tharol (Setlowet al, 2002).La faible
proportion de structures en feuillgtobservée dans les spores sans enveloppe poureait é
attribuée a la dénaturation d’autres protéinesadsplbre comme celles de la germination.
Cependant, il ne semble pas que ce soit le mécarddmactivation des spores par I'éthanol

('ajout de lysozyme ne permet pas de refaire gexas spores).
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Modification de la membrane interne

L'éthanol provoque des perturbations membranaineses microorganimses quand il
est utilisé comme désinfectant (Mgretrpal, 2012). Dans le cas des spores bactériennes,
seul I'effet physique de I'éthanol sur les membgasemble pertinent a étudier, les spores ne
possédant pas de métabolisme. L'étude de I'effdiétleanol sur des membranes modeles a
montré qu’il provoquait en général une diminutioa kbrdre lipidique (Goldstein, 1984;
Ingram, 1989; Gurtovenko and Anwar, 2009) et pauaHecter la perméabilité aux solutés,
ions, colorants fluorescents ainsi que la diffusiarsein des bicouches lipidiques (Mansitre
al., 1994; Mizoguchi and Hara, 1996; Pattaal, 2006).Comme mentionné précédemment,
'eau a un réle important dans la structuration mesnbranes. L'éthanol peut cependant avoir
un effet dépresseur de | éHallsworth, 1998). Slatest al., ont montré que I'éthanol perturbe
le role de l'eau intramembranaire (Slagtral, 1993). L'éthanol affecte négativement les
interactions entre les tétes et/ou déplace lesaulgé d'eau dans ce réseau eau-hydrogéne et
abaisse ainsi la température de transition. L'é@haagrait tendance a se placer au niveau des

tétes polaires des lipides plutét que dans la régayle comme le montre kigure 65.

ETOH
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Figure 65: Schéma montrant linsertion de [I'éthand au niveau des phospholipides. DPPC :
Dipalmitoylphosphatidylcholine DMPC : dimyrystoylphosphatidylcholine (Chanda and Bandyopdhyay,
2004; Patraet al, 2006).

Des études réalisées sur I'effet de I'éthanol s lhicouches modeles (phosphocholines) ont
montré que I'effet d'une désorganisation provogpael'éthanol, est visible a la fois sur les
membranes a I'état liquide mais aussi a I'étatBélman and Blanchard, 2010).

Les traitements utilisés dans ce travail entraine® modification de la membrane interne

puisqu'ils sont responsables d'une diminution deiseosité et d'une augmentation de sa
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perméabilité (entrée de sondes fluorescentesestutiDPA). Nous avons également observé
une sortie du DPA au cours de ces traitements. €3fPune sonde fluorescente connue pour
ne pénétrer que dans des cellules dont la memlastnaltérée (Williamst al, 1998). La
membrane interne est supposée étre dans un étztiepae I'état gel. On peut émettre
I’hypothese que la désorganisation de la membrarenie (observée par une diminution de la
viscosité) provoquée par I'éthanol conduit & l'ajigen d’'une coexistence de phases
responsable d’'une augmentation importante de ladailité. L’apparition de coexistence de
phases est observée sur des membranes modelesa(Pihd Blanchard, 2010). De plus, ceci
pourrait étre assimilé a ce qui est observé loraaiEshydratation de bactéries (Beeewl,
2004). Nous avons observé que les traitementségilsont a 'origine d'une inactivation des
spores bactériennes, cette inactivation augmeiatest le pourcentage d'éthanol. D'aprés la
littérature (Setlowet al, 2002), la dénaturation des enzymes de germinaiogerait pas la
cause principale de la mort des spores. En eftdilidation de lysozyme pour dégrader le
cortex (ce qui permet normalement une germinatems sntervention des récepteurs a la
germination) ne permet pas un retour a I'état a@féCes auteurs suggerent plutét que la
libération du DPA qui est observée serait a I'ovggid’'une sensibilisation des spores a la
chaleur et/ou a I'éthanol (Setlogt al, 2002). On peut ainsi imaginer que les perturipatio
membranaires peuvent étre responsables de cedtatlidn et donc de maniere indirecte de

I'inactivation.

Cas du traitement a 70%

Pour le traitement a 70%, nous avons observé lfférethce dans l'insertion du
Bodipy-Ci, pour les spores sauvages et les spores mutantesmseeloppe. En effet, I'éthanol
entraine une dénaturation des protéineseLil, ont ainsi montré qu’'une augmentation de la
concentration en éthanol provoque une augmentdieoiagrégation de I'albumine de sérum
bovin (Liu et al, 2010). Le pourcentage d’éthanol utilisé pour wfésiter les surfaces et les
mains est de 70%. Il est suggéré que I'éthanoledttap forte concentration provoquerait une
agrégation des protéines en surface trop rapidepunt permettre la pénétration de celui-ci
plus profondément et diminuerait alors son effiga¢btoker, 2011). On peut supposer que
dans notre cas l'effet couplé d’'un traitement étthan 70% 2 h 65 °C ou 70% 1 h 70 °C
provogue une agrégation importante des protéinesueiace. Ceci formerait une barriére
empéchant le rotor de pénétrer profondément danspleres bien que celles-ci soient tout de

méme inactivéed.'IP pourrait quant a lui rentrer par un mécanigtiféérent.
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En conclusion, ces résultats confirment la pardicté des structures de la spore bactérienne.
L'effet de I'éthanol seul, ne permet pas d'inacties spores bactériennes. Il semble ainsi que
les éléments cibles (protéines et lipides) soieotdgés. La membrane interne est maintenue
dans un état particulier ou protégé de telle squte I'effet de I'éthanol seul ne soit pas
suffisant pour la désorganiser. L'éthanol coupléna augmentation de température serait
responsable d’une modification du cortex (irrév@esl?) et donc de I'accessibilité et/ou des
propriétés de la membrane. En conséquence, ungégdégation de la membrane interne
provoquerait probablement une permeéabilisation aesgble directement ou non de la
libération du DPA. Ces résultats confirment aittsypothése pour laquelle une barriére de
perméabilité est modifiée par l'effet du traitementl’éthanol couplé a la température,
probablement la membrane interne. Ces traitemami$amment ceux permettant une
perméabilisation sans altération majeure de la mamnebet de I'enveloppe, pourraient ainsi
étre utilisés pour encapsuler des substances r@ista@ans le protoplaste des spores.
Cependant, il est nécessaire d’améliorer les barematiliser car ceux présentés dans ce

travail entraine une permeéabilisation irréversible.
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CONCLUSIONS — PERSPECTIVES

En conclusion, malgré la faible taille de la spdretm) et son importante compartimentation,
ce travail de thése a permis de développer uneauéthermettant de visualiser la viscosité
des structures de la spore. La perméabilité desespuatures étant trés faible aux solutes,
l'insertion du rotor moléculaire Bodipyi& au cours de la sporulation a ainsi permis
d’atteindre les structures de la spore les plusrmats. Par la suite, l'utilisation de I'imagerie
en temps de vie de fluorescence a permis de réalise cartographie de la viscosité des
structures de la spore. Le Bodipy-Ceprésente donc un marqueur intéressant pourole sp
qui pourra étre utilisé pour évaluer I'effet d’agrperturbations sur la membrane interne
comme les hautes pressions ouil De plus, l'utilisation couplée de cette techniquec

de la super résolution pourrait permettre de mieibter le signal. Cette méthode de
visualisation pourrait également étre envisagéed&autres microorganismes. Une premiere
étude a ainsi déja été initiée sur la levBexcharomyces cerevisiaéin de caractériser une
structure membranaire hétérogene. L’utilisationndiator moléculaire hydrophile pour la
mesure de la viscosité du protoplaste des spot&gatement a I'étude.

A l'aide de cette méthode, nous avons démontrdajuiscosité de la membrane interne de la
spore bactérienne est environ 2 fois plus impoetapie celle d'une cellule végétative. Cette
importante viscosité a été reliée a un état menalmamprobablement dans un état gel. Le
cortex, en raison de sa contrainte mécanique hesarie responsable de cet état, puisque lors
de la germination et de son hydrolyse, la viscod&da membrane interne est diminuée par
1,7. La viscosité d’'une membrane de cellule véyetad basse température (~ 5 °C) est
proche de celle attribuée a la membrane internpe@tant, I'état gel de la membrane interne
semble particulier car cette membrane possede degrigtés de perméabilité et de
compression differentes d’'une membrane de cellalefible température. Des travaux
complémentaires menés avec des sondes fluoresamemgant des parametres différents
(hydratation, ordre) pourraient permettre de migéfinir I'état membranaire. Il est également
envisagé d'utiliser les pressions hydrostatiquésuebsmotiques sur la membrane de cellule
veégeétative pour en visualiser I'effet sur la vistbset sur la perméabilité. Ceci permettrait

peut étre de s’approcher au plus prées des propiiet€ette membrane.
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Des mesures en anisotropie de fluorescence du [@Pldgalement en AED, ont permis
d’'observer une modification d’'une structure de pars, probablement le cortex, au cours
d'une élévation de température (proche de 60-70 @gjte structure subit au cours d'un
chauffage une transition thermique (relaxation aipiljue et/ou transition vitreuse). Cette
transition permet une augmentation de la perméak@liou de la mobilité du matériau. La
contrainte mécanique alors exercée sur la membraeme diminue (mesure d'une légére
diminution de sa viscosité) et permet semble-diaméliorer I'accessibilité de sondes
fluorescentes jusqu’a cette derniére. L'activatioermique de la germination semble pouvoir
étre reliée a ces modifications. Cependant, cersagxperimentations supplémentaires sont
nécessaires (par exemple en fonction du temps)dafimieux comprendre la relation entre
cette transition réversible (et notamment l'augratoh de permeéabilité) et I'activation

thermique de la germination.

Enfin, nous avons mis en évidence les modificatistrsicturales engendrées par une
perturbation éthanol/température. Une augmentatiopourcentage en éthanol conduit a une
augmentation de I'inactivation des spores coupléaeaugmentation de la perméabilisation.
Sur des spores sauvages, ce traitement dénatureadire importante les protéines de
I'enveloppe (notamment a 70%). L'utilisation de mgmosans enveloppe a cependant permis
de confirmer que cette structure ne joue pas de déhs l'inactivation des spores par ce
traitement. Au contraire, les perturbations sulpiasla membrane interne (diminution de sa
viscosité et augmentation de sa permeéabilité) asedu a la libération du DPA et participe
ainsi de maniére indirecte a l'inactivation. La rature élevée nécessaire pour inactiver les
spores en présence de I'éthanol semble, en plus affet synergique, confirmer le réle du
cortex dans le maintien de l'intégrité de la stnoetde la spore. Un suivi précis de la
température a laquelle I'éthanol (a une concewpinadionnée) a un effet sur I'inactivation des
spores, pourrait permettre de confirmer ce poim. pdssage de spores traitées en AED
pourrait également confirmer si I'éthanol modifie maniére irréversible le cortex.

Comme perspective de travail, nous avons ider&figaitement éthanol/température comme
une perturbation intéressante a utiliser pour eswdap des molécules d’intéréts. Le stress a
50% semble étre particulierement intéressant cperinet une permeéabilisation importante
tout en minimisant l'effet sur les structures. Degérimentations préliminaires ont été
réalisées avec la rhodamine B (qui ne pénétre aas leés spores entiéres). Le « suivi » de sa

libération en cellule de visualisation a 37 °C mermue le lysozyme pourrait étre utilisé pour
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libérer la molécule encapsulée (Figure 66a et hLgEn bque des expérimentations

supplémentaires soient nécessaires.
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Figure 66 : Exemples d'expériences d’encapsulatioréalisées sur des spores sauvages traitées a I'éthh
50% pendant 1 h a 70 °C. (a) Suivi de la libératiodans de I'eau ou du lysozyme (0,05 g/mL) a 37 °@ ¢a
rhodamine B « encapsulée » dans des spores traitde#6 pendant 1 h a 70 °C. Les images sont réalisées
en cellules de visualisation en microscopie confdea(Excitation : 514 nm, Emission: 540-625 nm)
Echelle : 1um. (b) Suivi de l'intensité de fluoresnce au cours du temps en % de l'intensité initiale(c)
Encapsulation de curcumine dans des spores sauvagestées a 50% pendant 1 h a 70 °C. Echelle =1 um

La curcumine a aussi été envisagée comme molécuiedrdt. Cette molécule sensible
semble pouvoir étre encapsulée dans des sport&eteaai’éthanol 50% comme le montre la
Figure 66¢. Pour envisager cette méthode d’encafpsn] il sera nécessaire d’améliorer les
données sur l'efficacité d’encapsulation mais surte « mesurer » la protection apportée par
la spore a cette molécule face a difféerentes ciomgditde stockage (température, humidité,...)
et de stress environnementaux (comme ceux du $rgetstro-intestinal). Cependant, I'éthanol
n'est peut étre pas la meilleur solution, car langEbilisation créée est irréversible. Ainsi,
l'utilisation d'autres perméabilisant a haute tenapdre peut étre envisagée. Avec la

progression des connaissances sur les propriétés fnctions de la structure des spores, |l
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est envisageable de mettre en place une capsifieiele se rapprochant des propriétés de la
spore. Cette encapsulation pourrait permettrerageate protéger une molécule sensible quel
gue soit I'environnement extérieur (températurgesgjon chimique,...) et dont la libération

serait maitrisée.
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We utilize the fluorescent molecular rotor Bodipy-C12 to investigate the viscoelastic properties of hydrophobic

layers of bacterial spores Bacillus subtilis. The molecular rotor shows a marked increase in fluorescence lifetime, 3
from 0.3 to 4 ns, upon viscosity increase from 1 to 1500 cP and can be incorporated into the hydrophobic layers :

within the spores from dormant state through to germination. We use fluorescence lifetime imaging microscopy

to visualize the viscosity inside different compartments of the bacterial spore in order to investigate the inner -

membrane and relate its compaction to the extreme resistance observed during exposure of spores to toxic
chemicals. We demonstrate that the bacterial spores possess an inner membrane that is characterized by a

very high viscosity, exceeding 1000 cP, where the lipid bilayer is likely in a gel state. We also show that this 4
membrane evolves during germination to reach a viscosity value close to that of a vegetative cell membrane, 4
ca. 600 cP. The present study demonstrates quantitative imaging of the microscopic viscosity in hydrophobic -

layers of bacterial spores Bacillus subtilis and shows the potential for further investigation of spore membranes
under environmental stress.

© 2013 Published by Elsevier B.V. 4

1. Introduction

Some bacterial species such as Clostridium, Bacillus, or Sporosarcina,
have the capacity to sporulate when placed in an unfavorable environ-
ment. These spores are a major concern in the food industry because
they are responsible for spoilage and food borne disease due to their
high resistance to food preservation processes. Spores resist numerous
stress factors efficiently, including extreme heat, starvation, treatment
with chemicals and radiation and are able to germinate even after
long periods of dormancy [1-4]. This high resistance to environmental
stress is due to their particular and partitioned structure [5]. Bacterial
spores possess numerous layers, each protecting the inside of the
spore from stress: a proteinaceous coat, a cortex made of peptidoglycan,
two phospholipid-based membranes and, finally, a protoplast with a
low water content where the DNA is located. The two membranes
have different location and function: the outer membrane is localized
between the coat and the cortex and the inner membrane surrounds
the protoplast. The inner membrane is particularly interesting as it is
generally defined as the main permeability barrier; however, its visco-
elastic properties and its structure are largely unknown. Indeed, its

* Corresponding author. Tel.: +44 207 594 8558.
** Corresponding author. Tel.: +33 3 80 77 40 04.
E-mail addresses: m.kuimova@imperial.ac.uk (M.K. Kuimova),
jm.perrier@agrosupdijon.fr (J.-M. Perrier-Cornet).

0005-2736/$ - see front matter © 2013 Published by Elsevier B.V.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbamem.2013.06.028

composition is thought to be similar to that of a vegetative cell mem-
brane, with only a slight variation in proportion of different phospho-
lipids present [6]. However, the inner membrane has a set of very
particular properties: a low mobility of lipids [7] and a weak permeabil-
ity to small molecules [8,9]. This membrane is thought to be key in the
spore's resistance to toxic chemicals, in particular DNA-damaging
agents [10] and it is also thought to play a major role in germination,
stemming from the fact that it contains numerous germination recep-
tors [11-13]. However, very little is known about the biophysical state
of this membrane and the details of its evolution during germination.
Study of the inner membrane is particularly difficult as it is buried
deep within the spore and surrounded by multiple layers. It is therefore
challenging to study the inner membranes mechanical and biophysical
properties by standard biophysical techniques, while excluding the
influence of the neighboring layers. In this work we set out to use a
new viscosity-sensitive spectroscopic technique that visualizes the
viscoelastic properties of different hydrophobic structures within the
bacterial spore Bacillus subtilis, in particular focusing on the inner
membrane.

Viscosity is a key property that influences diffusion and mobility in
fluids. In microscopically heterogeneous biological systems, such as

biopolymer gels, lipid bilayers or even individual live cells, traditional ¢

mechanical methods for probing viscosity are not suitable; they
are destructive and require large volumes of material for analysis. Al-
ternatively, several spectroscopic and microscopic approaches have
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been developed, such as fluorescence recovery after photobleaching
(FRAP) [14], fluorescence correlation spectroscopy (FCS) [15-17] or sin-
gle particle tracking [ 18], however, these methods are typically limited
to a single point measurement. Here we use fluorescence lifetime imag-
ing microscopy (FLIM) in conjunction with a viscosity-dependent
fluorophore termed “molecular rotor” [19-21] to directly visualize the
viscosity of hydrophobic domains of spores.

The molecular rotor meso-phenyl-4,4’-difluoro-4-bora-3a4adiaza-
s-indacene (Bodipy-C;») has been used as a probe for microscopic
viscosity in a variety of systems, including live cells, sol-gels and lipid
mono- and bilayers [19-22]. It was established that for this fluorophore
the non-radiative deactivation pathways are activated at low viscosity.
In practice this means that both the fluorescence intensity and the
lifetime are strongly viscosity dependent. We have previously demon-
strated that the fluorescence lifetime is a superior marker for
micro-viscosity in heterogeneous systems, since it is not affected by
changes in probe concentration or by its distribution [20,21]. Consistent
with the modified Forster-Hoffmann equation [23], the fluorescence
lifetime (77) of molecular rotors displays the following dependence on
viscosity (1):
logr; = log (k£> +alogn (1)

T,

where k, is the radiative decay rate constant, and z and « are constants
required to fit the data to the equation.

We have calibrated a lifetime of the Bodipy-C;, rotor vs. viscosity in
a wide range of viscosities. Fitting the experimental data obtained be-
tween 15 and 1500 cP [20] we have demonstrated that for Bodipy-C;»
in methanol/glycerol mixtures Eq. (1) becomes:

InT; = 0.5336 x In7 +4.5862 @

where 7¢is the lifetime of Bodipy-C;» in ps and 1) is viscosity in cP.

This expression provides a direct means of converting the lifetime
of the Bodipy-Cy, into the micro-viscosity of the probe environment.

For the applications of Bodipy-Cy, as a bioviscosity sensor it is
essential that its fluorescence lifetime is not affected by other envi-
ronmental factors such as pH, ionic strength, polarity of the solvent
and the presence of the excited state quenchers. It is well known
that the spectral characteristics of unmodified Bodipy chromophores,
including lifetimes, are largely independent on the solution pH and
polarity of the solvent [24,25]. The quenching of Bodipy with protein
components has also been shown to be inefficient [24]. Thus we
concluded that the major factor affecting the non radiative decay
and hence the fluorescence lifetime of Bodipy-C; is viscosity [20].

Given the hydrophobic structure of the Bodipy-C; rotor, in particu-
lar its saturated C;, hydrocarbon chain, we expect partitioning of the
probe in all the hydrophobic domains of the spore, namely the inner
and the outer membranes and the protein coat. FLIM provides the
means to obtain lifetime information (and hence the microviscosity
via Eq. (2)) in every pixel of a diffraction-limited fluorescence image.
We performed FLIM imaging of whole dormant or coatless spores, ger-
minated spores and vegetative cells to directly determine the viscosity
of internal layers for the first time.

2. Materials and methods
2.1. Spores and cell culture

The Bacillus subtilis strains used in this work were wild type 168
(Bacillus Genetic Stock Center, Department of Biochemistry, The
Ohio State University, Columbus, OH 43010, USA) or PS533. We also
employed the strain PS4150 in which most of the cotE and gerE coding
sequences are deleted, hence this strain lacks most of its coat [26].
PS533 and PS4150 (both from the Department of Molecular, Microbial,

and Structural Biology, University of Connecticut Health Center, USA)
are derivatives of isogenic strain PS832, a prototrophic derivative of
strain 168. PS533 carries a plasmid pUB110 encoding resistance to
kanamycin [27]. We ensured that similar fluorescence lifetime values
were obtained in dormant PS533 and strain 168 spores. In the text
168 strain is referred to as wild type spores and PS4150 strain as cotE
gerE.

Spores were prepared at 37 °C in 2xSchaeffer's-glucose liquid
medium. Pre-warmed medium was inoculated with the preculture
at a ratio of 1:10 in a baffled flask. After sufficient sporulation was
achieved, spores were harvested, washed 4 times with cold distilled
water and stored at 4 °C until further use. Purification of spores was
performed by washing with water for several days as previously
described [28]. If required, the spores were further purified by
Histodenz® (Sigma Aldrich) centrifugation and extensively washed
to have purity above 95% of phase bright spores.

The molecular rotor Bodipy-C;, was synthesized as previously de-
scribed [21]. The stock solution of Bodipy-C;» in DMSO (2.15 mM)
was added to the medium containing cells ca. 3 hours after inocula-
tion to create the final concentration of the dye of 4.3 pM. Control
experiments verified that the presence of the probe had no effects
on growth and germination of spores. Fluorescence images were
acquired at least 7 days after spore production.

Vegetative cells were grown and stained following the procedure
adapted from [7] in Luria Broth (LB) medium (Sigma-Aldrich) until
an ODgoonm Of ca. 0.2 was achieved. Bodipy-C;, was then added at a
final concentration of 4.3 uM and vegetative cells remained in contact
with the probe for 2 to 3 hours. The cells were then harvested by
centrifugation, washed with free LB medium and re-suspended in
physiological buffer for observation.

2.2. Spores germination and coat fragments

Prior to germination, spores of B. subtilis were heat activated for
30 min in a water bath at 70 °C and then immediately cooled down
on ice. For germination, spores were re-suspended at an ODggg nm Of
ca. 1 in LB rich medium or in 10 mM L-alanine in 25 mM Tris-HCl
buffer at 37 °C. 168 (wild type) and PS4150 (cotE gerE mutant)
were germinated for 45 min and 1 hour, respectively. After this
time, spores were harvested by centrifugation, washed with distilled
water at 4 °C and then re-suspended in fluorophore-free water, after
which the FLIM images were recorded. Coat fragments were identi-
fied by transmission and lifetime microscopy following germination
of wild type spores for at least 1.5 hours.

2.3. Decoated spores preparation

Decoated spores were prepared according to a procedure de-
scribed in [11]. Spores were suspended at an ODggo nm Of ca. 10-15
for 30 min at 70 °C in 1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 0.1 M
NaOH, 0.1 M NaCl and 0.1 M dithiothreitol in order to extract coat
proteins. Thus decoated spores were washed extensively with dis-
tilled water (ca. 8 times) and stored at 4 °C in PBS. The decoating
efficiency was checked by following the decrease in ODggg nm in the
presence of 0.5 mg/ml of lysozyme.

2.4. Microscopy and FLIM analysis

In all microscopy experiments an aliquot of spores or vegetative
cells sample (10 ul) was placed on a microscope coverslip and
covered with a pad of 10% agarose to hold the cells in place and to
preserve moisture. The slides were discarded after 30 min of imaging.

The transmission and fluorescence images of stained spores and
vegetative cells were captured on a Nikon C1Si Eclipse TE 2000 U con-
focal microscope and analyzed using the EZ-C1 software 3.50 (Nikon,
Japan). Imaging was carried out with a x100 PlanApo objective
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(NA: 1.4, oil, Nikon, Japan) at a scanning speed of one frame per
second. The FLIM system (LSM kit, Picoquant) was incorporated into
the microscope and consisted of a pulsed diode laser (485 nm,
FWHM = 83 ps, 40 MHz) and a double SPAD detector. Images of
256 x 256 pixels were recorded for about 210 s with a pixel dwell
of 9.60 ps. TCSPC lifetime recording was performed over 200 tempo-
ral channels (final resolution of 0.128 ps/channel). The absence of
Bodipy-C; aggregates, which could be detected by a broad emission
band at >600 nm was verified for the different samples, to ensure
the robustness of lifetime analysis [20,29].

FLIM images were analyzed using TRI2 software version 2.4.4.1
(Gray Institute, Oxford, [30]). In order to obtain between 1000 and
10,000 counts in the pixel peak maxima, circular binning of 4 was
used for analysis of the different spore samples, unless otherwise
stated. We have also applied a signal threshold between 10-20%
and 100% to avoid background noise and signal from weakly stained
internal parts of spores (the spore's core). Wild type spores, coat
fragments, decoated and germinated spores were analyzed using a
bi-exponential fitting (Marquardt algorithm) for each pixel of the
decay curves. cotE gerE were analyzed by a mono-exponential fitting
since the biexponential algorithm did not produce an improvement
in y? (monoexponential fit y2 between 1.1 and 1.2, biexponential
fit 42 between 1.0 and 1.1). Vegetative cells were analyzed using a
mono-exponential fitting with the Bayesian algorithm, which allows
a decay trace with lower pixel counts to be fitted. This procedure
helped to avoid excessive binning and a reduction of spatial resolu-
tion. For vegetative cells, a circular binning of 2 and a threshold of
between 10-20% and 100% was used. In all cases, the instrument
response function (IRF) was recorded by detecting the extremely
short-lived fluorescence of fluorescein (0.2 mM) diluted in a saturated
solution of KI, using the same setup parameters as for the sample. For
biexponential decays the amplitudes of each component are represented
as ‘fractional intensities’ (Fi) varying between 0 and 1 (equivalent to
0-100%).

The lifetime and fractional intensity histograms were exported and
analyzed using Origin software (Origin Pro 8, Origin Lab). The “Fit
multiple peaks” tool was used to determine the maxima and FWHM
(full-width half maxima) of the peak representing the average and
error bars of each lifetime and fractional intensity value respectively.

dormant

germinated

3. Results
3.1. Measuring viscosity of dormant spores

Confocal fluorescence images of wild type spores were collected at
least 7 days after harvesting (Fig. 1) and showed bright green fluores-
cence typical of Bodipy-Cj,. Thus molecular rotor incorporated deeply
into spores and was stable. At the same time the fluorescence inten-
sity in the central region of the spore was ca. 10% of the outside
region, indicating a low level of staining in the spore's core. Apart
from the central region, fluorescence appeared uniform across the
external layers of spores. It was not possible to distinguish between
different structures, at least with the diffraction-limited resolution,
and based on the acquired fluorescence intensity images.

The Bodipy-C;, fluorophore utilized here is a hydrophobic probe,
and we expect it to stain the hydrophobic parts of the spores. There-
fore, in dormant spores, we expect the inner and outer membrane
and the coat to be stained with Bodipy-Cy» [31]. We hypothesized that
the viscosity-sensitive lifetime of Bodipy-C;, would allow us to differ-

entiate these structures based on their respective viscosity/rigidity, in :
spite of the fact that their spacing was below the resolution of confocal 27:

microscopy.
The FLIM image of Bodipy-C;, obtained in wild type spores is shown

in Fig. 2. The time-resolved fluorescence decay curves in each pixel of ¢

the image required biexponential fitting (Fig. 2a). As homogeneous
samples, including organic solvents, model lipid bilayers and mono-
layers, and even cellular membranes, display monoexponential decays

[20,22], we concluded that in dormant spores Bodipy-C;, was probing :

at least two environments of different viscosity, in every pixel of
the image. This could be expected as the distance between two lipid
membranes in the spore and protein core is below the resolution
limit, e.g. see Fig. 1c for the TEM image of a dormant spore [32].

A lifetime histogram measured in wild type spores is shown in

Fig. 2b: the shorter lifetime 75 is 1.1 4= 0.3 ns and the longer lifetime ¢
T, is between 3 and 5.5 ns. While the histogram for 7, has a Gaussian :
distribution, the histogram of 7y is clearly asymmetric. By fitting the -
asymmetric histogram in Origin we could identify two separate 28
peaks: 3.4 + 0.2 ns and 4.2 4 0.5 ns. In order to assign the observed :
lifetimes 7, and T, to a particular spore layer and to observe how the :

Fig. 1. Transmission (a, d) and fluorescence (b, e) images of dormant and germinated wild type spores stained during sporulation with 4.3 uM solution of Bodipy-Cy,. Images were
obtained by confocal microscopy with 488 nm excitation. TEM images (c, f) of dormant and germinated spores. Scale bars = 2 pm for a, b, d, e; 0.1 pm for c and f. (c) and (f) are
reproduced with permission from [32] (original images Fig. 2a and e). Copyright American Society for Microbiology, 2013. Original legends: M, “Mesosome” (artifact); Cx, Cortex.
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Fig. 2. Fluorescence lifetime image analysis of dormant wild type spores stained with 4.3 uM solution of Bodipy-Cy,. (a) A typical time-resolved fluorescence decay curve, showing a
biexponential decay; difference between data and fit is weighted by 1/sqrt fit. (b) A lifetime histogram of 74 and 7, and corresponding images of 71 (c), 72 (d), ¥ (e) and fractional
intensities (Fi) of 7y (f) and 7 (g). The false-color lifetime scale is from 0.2 to 5.6 ns, y* scale from 0.2 to 2.0 and the fractional intensity scale from 0.2 to 0.8. Scale bar = 1 um.

viscosity of the layers changed upon spore perturbation, we performed
additional experiments and data analysis.

Firstly, to visualize the primary localization of 7, and 75 in
dormant spores, we performed global lifetime analysis of the FLIM
image. This protocol assumes that the lifetimes 7, and T, are shared
between all pixels in the image. Using this algorithm the fractional
intensity images of 7; and 7, can be determined more precisely, as
shown in Fig. 2f and g. The false color scheme corresponds to intensities
between 20% and 80%. From these images it can be clearly seen that the
shorter lifetime 7, has the highest intensity (65% — shown by the
orange-to-red color in Fig. 2g) in the thin layer on the outside of the
spore, and is low on the inside (35% — shown by the green-to-blue
color in Fig. 2g). Conversely, the longer lifetime 7, has the highest inten-
sity (65%) in the inner part of the spore (Fig. 2f). These lifetime images
highlighted a significant degree of spatial offset between the two life-
times in dormant spores and allowed the separation of different domain
contributions by image analysis. It is important to emphasize that no
separation of spore domains is possible by standard intensity imaging
(cf. Fig. 1).

3.2. Separation of domain contributions by image analysis

Using the lifetime image obtained from a global analysis as a
guide, we used the masking tool in the TRI2 software to divide each
imaged wild type spore into two parts. Firstly, the outer part of the
spore was isolated for analysis (Fig. 3b), which consisted of a thin
rim of material, characterized by a green-blue color in Fig. 2f. Second-
ly, applying the information from the TEM image of a dormant spore
(Fig. 1c), a separation line can be drawn anywhere within the cortex
layer isolating the coat and the outer membrane from the inner mem-
brane. Even though both parts should have some contribution from
the cortex, it was anticipated to be only weakly stained by Bodipy-C;>
due to its hydrophilic nature.

Fig. 3 shows maps of fractional intensities of the inside and outside
of the wild type spores. It can be seen that the 7, values vary little
between the inner and outer parts: 0.9 £+ 0.4 ns in the outer part
and 1.1 + 0.4 ns in the central part. These values correspond to an
average viscosity of ca. 80 cP, according to the Bodipy-C;, calibration
[Eq. (2)].

At the same time, 7, showed significant differences: 3.3 + 0.5 ns
(the outer part) and 4.1 £ 0.5 ns (the inner part) (p < 0.001 according
to the Mann-Whitney Rank Sum Test, with no equality of the variance).

In the external part, the slow decay with 7, contributed 42% of the total :

intensity (blue color), while the fast decay with 7, contributed 58% of
the total. On the contrary, in the inner part, the fractional intensity of
T, was significant in comparison to 7, (yellow-red color, 56% of the
total decay), as shown in Fig. 3a and c. The partial masking of the
spore allowed us to distinguish between the values of the longer life-
time 7; in the outer and the inner parts of the spore, 3.3 ns (725 cP)
and 4.1 ns (1090 cP), respectively. In fact, the corresponding peaks
could also be clearly seen on the 7; histogram of the whole spore
(Fig. 2b) and this gave us the confidence to conclude that these differ-
ences were not an artifact of the fitting and/or masking.

3.3. Coatless spores and germination residues

In order to assist the assignment of viscosity values to a particular
domain within the spores, we obtained FLIM images of chemically
decoated wild type spores and coat residues formed as a result of a
germination process, as well as of mutant spores cotE gerE. Persistent
fluorescence of Bodipy-C;, after the decoating treatment confirms
that the probe is firmly incorporated into the inner membrane.
Fig. 4 provides the average 7; and T, values measured in all these
samples.

The decoating process used in our experiments is known to
remove a large amount of coat proteins and also a very large part
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(if not all) of the outer membrane [33,34]. In the decoated spore sam-
ple, the fluorescence decays required fitting with a bi-exponential
model. Here, the most significant lifetime contribution was from 7,
(4.4 + 0.6 ns) with an average fractional intensity of 66% (Fig. 4c).

Conversely, in the coat residues the dominant lifetime was 75 (72%
of the total decay) with an average value of 0.7 4 0.2 ns. This value is
close to the dominant lifetime found in the masked outer part in
dormant spores (Fig. 3c).

Finally, we imaged cotE gerE, the mutant spores known to lack
most coat proteins except for a thin layer of insoluble coat material
[26]. For cotE gerE spores a mono-exponential model was sufficient
to fit the decay curves with good y*> = 1.1-1.2. The lifetime mea-
sured was 3.9 4 0.2 ns, i.e. close to the 7, value of decoated spores
and whole dormant spores. No shorter component of ca. 1 ns was
detected for cotE gerE, providing strong evidence that this component
originated from the protein coat, which is missing in cotE gerE.

These data allowed us to assign Bodipy-C;, lifetimes to particular
structures within spores. In wild type decoated and cotE gerE spores,
the hydrophobic structures remaining were the membranes, in
particular the inner membrane, apart from a small amount of coat
proteins. Thus, the matching and dominant 7 lifetimes (Fig. 4a) mea-
sured in dormant, decoated and cotE gerE spores were attributed to the
inner membrane. The average lifetime value of 3.9-4.4 ns corresponds
to a viscosity range between 990 and 1220 cP, which is consistent with
the weak mobility suggested for this membrane by other workers inves-
tigating Bacillus subtilis or Clostridium spp. spores [7,35].

The shorter lifetime 7, was dominant in the wild type spore coat
residues (72%) and in the outer masked part of the whole dormant
spore (58%), but was missing in cotE gerE spores and had a minimal
contribution in wild type decoated spores. On this basis we assign

the 7, lifetime of Bodipy-C;, as residing in the spore coat. Finally,
the 7; value of 3.4 + 0.2 ns, detected as a shoulder on a histogram
of whole dormant spores (Fig. 2b) and as a 42% contribution in the
outer masked part of the spore (Fig. 3) most likely corresponded to
the outer spore membrane. This contribution was absent in wild
type decoated and cotE gerE spores. The viscosity of this membrane
(725 cP) was significantly lower than that of the inner membrane.

We note that a shorter lifetime 7, (= 1.4 ns) was still observed in
decoated spores (34% of the total decay), and 7, (=1.1 ns) was
observed in the inner masked part of the whole dormant spore (44%
of the total decay). This lifetime is unlikely to be due to the cortex
staining as no such lifetime was detected in the cotE gerE sample,
which has an intact cortex. The masking process is of course not
robust. Likewise, the decoating process is supposed to remove most
of the outer membrane and a large amount of coat, however some
proteins still remains and this could explain why even the inner
part shows some contribution from 7.

3.4. Evolution of the spore environments during germination

We also examined how the viscosity of different spore compart-
ments, in particular the inner membrane, changed during germina-
tion. For this purpose, stained wild type and cotE gerE spores were
tested for germination in L-alanine. FLIM measurements were performed
after 45 min of germination for wild type and after 1 hour for cotE gerE
spores. At these germination times, both types of spores were in stage II,
as reported previously [13]. This meant that the cortex was already
degraded by enzymes and the coat had split open [13,32]. The TEM struc-
ture of the germinated wild type spore is shown in Fig. 1f.

In wild type spores, the probe visualized two environments using
FLIM before germination, and still detected two fluorescent lifetimes
after germination, 73 = 3.0 & 0.4 ns (41%) and 7 = 0.9 & 0.2 ns

(59%). The principal component 75, assigned to the spore coat, was -

not modified by germination. On the contrary, the lifetime attributed
to the membrane decreased to an average value of 3.0 & 0.4 ns,
equivalent to a viscosity of 610 cP (Fig. 5d). This significant reduction
in viscosity is likely due to the shape changes that the inner mem-

brane has to undergo during germination. The membrane is very 4

compact in the dormant state and has to increase its area by ca 1.6
fold to follow the increase in volume of the core upon germination
[7].

We have also recorded FLIM images of germinated mutant cotE gerE
spores. For these spores a single fluorescence lifetime was recorded
both before (Fig. 5a) and after germination (Fig. 5b). The average life-
time measured in cotE gerE spores changed from 3.9 + 0.2 ns to
2.9 + 0.1 nsas aresult of germination, which corresponds to a viscosity
decrease from 990 to 570 cP.

The lifetime values 2.9 and 3.0 ns, measured in germinated cotE gerE
and wild type spores, respectively, were similar to the monoexponential
lifetime measured in the membrane of vegetative cells, 2.7 4 0.2 ns
(Fig. 5¢). Thus, during germination, the inner membrane transforms to
acquire the viscoelastic properties of a vegetative cells membrane. This
is in agreement with previous observation of how the inner membrane
modifies during germination [7].

4. Discussion

Viscosity is a vital parameter that determines the rate of diffusion
of species in a condensed media. In spite of its importance, very few
viscosity values have been reported to date for bacterial cells. In
Escherichia coli, spin labels inserted in the membrane's vesicles were
used to measure viscosity [36], giving a value of 250 cP at 23 °C.

Using single-point FRAP [7] measurements of di-4-ANEPPS, it was
previously demonstrated in dormant spores that the lipid mobility of
the inner membrane is very low. Indeed, the fluorophore mobile
fraction measured in dormant spores was 0.31 compared to 0.75 in
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germinated spores or vegetative cells. Moreover, this work suggested
that the inner leaflet of this membrane could be partly in the gel
phase. A recent study reported GP values of Laurdan in Clostridium
sporogenes vegetative cells vs. dormant (or decoated) spores to be
0.31 and 0.77, respectively. These values again suggested a high
degree of lipid order in the inner membrane of these spores [35].

Molecular rotors provide a new type of probe for imaging
microviscosity in microbiological environments. The rotor used in
this study is based on the highly fluorescent Bodipy structure that
partitions in the hydrophobic and lipid-rich regions of the spore.
We add the probe during sporulation, to ensure that it is well incor-
porated in the deepest hydrophobic regions of spores and, in particu-
lar, its inner membrane [7,37]. Importantly, the use of fluorescence
lifetime to quantify viscosity makes it possible to separate and visual-
ize the contributions from different domains inside whole spores.
This provides significant advantages compared to intensity-based
imaging as well as the single point measurements of diffusion coeffi-
cients, such as FRAP and FCS.

In wild type spores, fitting FLIM data required a biexponential
model. We attributed the biexponential decays to the fact that
Bodipy-C;, stains several domains that are below the resolution
limit of the confocal microscopy (ca. 200 nm) and so every pixel in
the image contains information from at least two spore domains.
The long Bodipy-C;, lifetime of ca. 4 ns (1100 cP) was assigned to
the inner membrane, thereby confirming its extremely high viscosity.

In wild type spores, the dominant Bodipy-C;, lifetime (75) of
ca. 1 ns (70-80 cP) was assigned to the coat. The coat represents a
high fraction of the entire spore volume in dormant spores. According
to the literature values the total coat thickness is about 77 nm, while
a total spore “radius” is about 577 nm [38]. Approximating the spore
as a sphere, the coat volume amounts to about 35% of the total spore

volume while the coat proteins represent 50% to 80% of the total
spore protein [39]. This could explain why T, (assigned to the coat)
was the dominant contribution in the FLIM images of wild type spores.
Since the coat is not a homogeneous environment, we were not able to
ensure whether 70-80 cP was a real value of solvent-like viscosity
inside the protein network, or whether it was due to partial binding of
the probe.

477
478
479
480
81
482
483

Alternatively, it is possible that the short lifetime originates from a 48

small fraction of the Bodipy-C;, probe, localized in the very viscous
inner membrane itself. We have measured the decays of Bodipy-C;»
from model lipid bilayers above and below their phase transition

temperature. While in the fluid disordered phase (above T;) the de- -

cays were monoexponential, the decay became biexponential when
the bilayer was in the gel phase, i.e. for Bodipy-C;, embedded in a
DPPC bilayer at room temperature 1.5 4= 0.1 ns and 4.5 4 0.3 ns de-
cays (ca. 50:50 contribution) were measured. The values of lifetimes
measured in various spores in this study were very similar to the
above example, with 7; between 3.9 and 4.4 ns. Thus, the data indi-
cate that the inner membrane of the B. subtilis spore might be in the
gel rather than the fluid phase. The high viscosity values alone
(990-1220 cP) are fully consistent with the gel phase hypothesis,
which can go some way to explain the inner membrane's rigidity
and impermeability to most chemicals.

In cotE gerE spores, a viscosity of 990 cP was attributed to the
inner membrane. We note that in the literature, the inner membrane
of this mutant is described as less impermeable than that of wild type
spores [9], which is in agreement with our data.

We have demonstrated that the outer membrane of dormant wild
type spores has a viscosity of about 725 cP. This value is slightly higher
than measured in the membrane of vegetative cells. It indicates that this
membrane is slightly more viscous than a classical membrane, which
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could be due to its localization between the coat and the cortex, adding
extra rigidity to the structure. However, the outer membrane is not
thought to be a significant permeability barrier [40], which is consistent
with the lower viscosity value measured by Bodipy-Ci,. We were not
able to detect a specific lifetime related to the outer membrane in
mutant cotE gerE spores.

During germination, the inner membrane of the spore becomes
the cell membrane of the outgrowing cell [11]. Thus, it loses its special
characteristics of low permeability and rigidity and acquires features
of the future plasma membrane of vegetative cell. Our FLIM data on
germinated spores (stage II) incubated with Bodipy-C;, demonstrate
that the viscosity of the inner membrane becomes 600 cP and 570 cP
in wild type and cotE gerE spores respectively, which is a viscosity
reduction of approximately a half, in excellent agreement with the
2-fold increase in mobility measured upon germination by FRAP [7].

5. Conclusions

Lifetime-based viscosity determination using molecular rotors is a
very promising technique for measuring the rigidity of different
layers in spores, where the concentration of a fluorophore introduced
during sporulation is very difficult to estimate. FLIM microscopy
allows the measurement of microviscosity without any of the prob-
lems associated with unknown probe concentration. For bacterial
spores, this presented a real advantage when studying the internal
layers of whole unmodified spores. Our data demonstrate the power
of FLIM imaging using molecular rotors for the non-destructive yet
detailed study of bacterial spores in their natural environment. Our
future studies will concentrate on establishing how the viscoelastic
properties of the hydrophobic domains in bacterial spores respond

to environmental stress, such as high pressure and temperature and
administration of toxic chemicals which are known to alter mem-
brane properties.
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Abstract Bacillus subtilis(B. subtilis) cells were placed in
various environmental conditions to study the effects of
aeration, water activity of the medium, temperature, pH, and
calcium content on spore formation and the resulting
properties. Modification of the sporulation conditions length-
ened the growth period of B. subtilis and its sporulation. In
some cases, it reduced the final spore concentration. The
sporulation conditions significantly affected the spore proper-
ties, including germination capacity and resistance to heat
treatment in water (30 min at 97°C) or to high pressure
(60 min at 350 MPa and 40°C). The relationship between the
modifications of these spore properties and the change in the
spore structure induced by different sporulation conditions is
also considered. According to this study, sporulation con-
ditions must be carefully taken into account during settling
sterilization processes applied in the food industry.

Keywords Bacillus subtilis - Spore resistance -
Sporulation - Germination - Heat - High pressure

Introduction

The formation of dormant spores is one of the ultimate
adaptation modes of Bacillus and Clostridium species in
response to environmental inclemency. In this state,
bacterial spores are highly resistant to stress and become
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disseminated widely in the environment (Vreeland et al.
2000), where they can become common contaminants of
food. In general, dormant spores can act as food-borne
pathogens, and complete spore inactivation is required to
preserve food qualities. Heat treatment at 121°C for
20 min is used generally to minimize the microbial
load (including bacterial spores) of foods. However,
this treatment significantly reduces the nutritional and
sensory qualities of foods. High-pressure treatment can
preserve food qualities but is not very efficient for spore
destruction.

Application of pressure cycling (Nguyen Thi Minh et al.
2010a) or the combination of different stresses (Bull et al.
2009) may be necessary to optimize the efficiency of these
treatments. However, previous experiments were performed
on spore crops produced in optimum conditions for cell
growth and spore formation on a laboratory scale. In nature,
spore formation may occur during various adverse con-
ditions such as fluctuating temperature, relative humidity,
and pressure. Spores might exhibit different properties in
these cases because cells are largely disturbed under these
conditions. In fact, variation in the water potential has a
large effect on bacterial viability (Poirier et al. 1997), and
Bacillus subtilis (B. subtilis) cells grow weakly at an water
activity of 0.930 (Hosono and Hahn-Higerdal 1986).
Increasing the pressure also causes reduction of cell volume
(Perrier-Cornet et al. 1995) or permeabilizes cell membrane
(Perrier-Cornet et al. 1999), which consequently alter cell
viability.

Foods can be contaminated directly by bacterial
spores from various environments. Because spore
history seems to influence spore properties and resis-
tance, we were interested in studying the effect of
sporulation conditions on spore properties with the aim
of using this information to optimize food treatment. In
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this study, B. subtilis cells were cultivated in various
conditions to simulate perturbations in aeration, temper-
ature, pH, water activity (a,,), and calcium concentration
in the medium. The sporulation rate of B. subtilis cells
under these conditions was studied first. The spores
obtained from these modified conditions were then
submitted to heat or high-pressure treatment and grown
in low-a,, media to study further the effect of sporulation
conditions on various spore properties.

Materials and methods
Bacterial strains and spore production

The wild-type strain used was B. subtilis ATCC 31324
(DSM 704) obtained from DSMZ (Germany).

Production of spores in standard conditions

A preculture was prepared by incubating a colony in
100 ml compound medium at 37°C with agitation
(150 rpm) for 18 h. The compound medium comprised
KH,PO, 0.5 g L', K,HPO, 2.5 g L™, NaCl 1 g L7,
CaCl,.2H,0 0.1 g L', CuS045H,0 0.5 mg L', KCI
1 gL zZnSO, 5 mg L™, MnCL4H,0 5 mg L7,
FeS0,.7H,0 0.5 mg L', MgS0,.7H,0 0.5 g L', glucose
15 g L', and yeast extract 32 g L™'. The sporulation of B.
subtilis was initiated in a fermentor by inoculation of
100 mL of preculture in 1 L of the same medium at 37°C,
pH 8.0, with air flow of 4 L min~" and agitation (450 rpm)
to ensure oxygen saturation of the medium (Nguyen Thi
Minh et al. 2008).

Production of spores in the modified conditions

To study the effect of sporulation conditions on spore
properties, only one parameter was modified for each
test, and this modification was applied from the
beginning to the end of the test. Numerous parameters
were tested: low aeration; 0.950-a,, level in the medium
with two solutes, glycerol and NaCl; cultivation temper-
ature (45°C and 19°C); pH (10 and 6); and calcium-
deficient medium. When spores were produced under the
low-aeration condition, to provide 10% dissolved oxygen
in the medium, a mixture of air and nitrogen was injected
into the fermentor instead of air. Low-a,, medium was
obtained by adding 180 g glycerol or 70 g NaCl per 1 L
of the compound medium. For conditions at different pH,
the medium was adjusted to pH 10 by addition of 1 M
NaOH or to pH 6 by addition of 1 M HCI. Calcium-
deficient spores were prepared in a medium deprived of
CacCl, salt.

@ Springer

Harvest and purification of spores

To test the sporulation completion, samples of 1 mL were
taken regularly during fermentation, observed under micro-
scope and submitted to heat treatment at 80°C for 10 min.
‘When more than 95% of the microorganisms in the samples
survived after heat treatment, the spore suspension in the
fermentor was harvested. After four washes with sterile
distilled water, the spores produced at pH 10 and 6 were
frozen at —20°C (because of the low quantities obtained).
The other spore suspensions were spray-dried (Mini Spray
Dryer B-290, Buchi, France) with an inlet temperature of
135°C and then stored in a powder form in a dry container
at 4°C. All spore preparations used were then free of
growing cells and cell debris, as observed by microscopy
(TE2000, Nikon, Japan).

Scanning electronic microscopy

Spray-dried spores were suspended in sterile distilled water
(10° spores mL ). Frozen spores produced at pH 10 and 6
were thawed. Spore suspensions were then sonicated for
30 min at 240 W, 20 kHz, 40% active cycle, and room
temperature (Vibracell, Fisher Bioblock, France). The
spores were washed five times with distilled water and
centrifuged at 4,500 rpm for 10 min at 4°C. The pellets
were dried in air and then equilibrated at a,, 0.113. Finally,
they were metallized with carbon and observed using a
JEOL JSM 6400-F electron microscope (Croissy-sur-Seine,
France).

Spore size was measured directly on the images using
ImageJ software. The data presented here were obtained
from the analysis of 30 spores or more of each spore type,
except for the spores produced at a,, 0.950 with glycerol.

Germination assay

The germination capacity of B. subtilis spores was tested on
media prepared at different hydration conditions. The a,,
levels of the Columbia agar medium (Biokar Diagnostics,
France) were varied by adding appropriate amounts of
glycerol (Table 1). The a,, level was controlled at 25°C with
a Decagon-AquaLab CX-2 osmometer (Pullman, USA)

Table 1 Solute addition to adjust the water activity of the media at
25°C according to Norrish's equation (Norrish 1966)

ay, Mass of glycerol (g/1,000 g medium)
0.993 0

0.930 308

0.910 411.6

0.890 515.4
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equipped with a Peltier temperature controller. Triplicate
determinations were performed to measure the a, values.
The germination kinetics of different types of spores was
studied at six a,, levels: 0.890, 0.910, 0.930, 0.950, 0.970, and
0.993. Germination was validated when colonies of at least
1 mm diameter were observed on the plates. This germination
assay included not only the germination step, but also
outgrowth, and cell multiplications until colony appearance.

High-pressure treatment
Sample preparation

Spore powder was suspended in sterile distilled water. The
spore suspensions were mildly sonicated for 30 min at
240 W, 20 kHz, 40% active cycle, and room temperature
(Vibracell, Fisher Bioblock, France) to eliminate clumps of
spores as determined by microscopy. The final spore
concentration was about 2x10” spores mL ', The sample
of about 1 mL of spore suspension was transferred into a
sterile polyethylene bag, which had been aseptically heat-
sealed and stored at room temperature until treatment.

High-pressure treatment

High-pressure treatments were performed in a 1.5-L vessel
(GEC Alsthom ACB, France), which was maintained at a
constant temperature (40°C+3°C) and was capable of
operating at up to 600 MPa. Hydrostatic pressure was
generated by a hydraulic high-pressure pump (Hydro
Process, France) connected to the vessel. The pressure and
temperature inside the vessel were controlled by a pressure
gauge (Sedeme, France) and a K-type thermocouple (Top
Industrie, France), respectively. High-pressure treatment
was performed at 350 MPa and 40°C, and these conditions
were maintained for | h because previous work showed that
this treatment induces significant inactivation of standard
spores. Pressure loading and unloading were performed at
about 12 MPa s .

Heat treatment

One milliliter of spore suspension (10 spores mL™") was
added to 5 mL of distilled water in a 20-mL Pyrex tube

maintained at 97°C in a water bath. After 30-min holding
time, the suspension was cooled by immersion of the heat-
treated sample in a water bath maintained at room
temperature for 10 min.

Viability measurement

The viability of spores was measured using the Colony-
Forming Unit (CFU) method. After dilution in physiolog-
ical water (0.9% NaCl w/v), the microbial suspension was
spread manually over Columbia agar medium (Biokar
Diagnosticxs) and then incubated at 37°C for 24 h. For
each resistant test, two controls were carried out: one
control was treated at 80°C for 10 min and one control was
not treated. The CFU numbers of these two controls were
always not significantly different, which means that only
spores were present in the spore suspension. All experi-
ments were performed at least in triplicate.

Results
Sporulation efficiency in different conditions

The effects of the sporulation conditions on the efficiency
of the sporulation process are presented in Table 2. In the
standard optimum condition, 3 days were enough for all
cells to complete spore formation, and the final spore
concentration was high, at about 10” spores mL™". Sporu-
lation completion corresponded to the survival of 95% or
more of the population after heat treatment at 80°C for
10 min. Any change in the sporulation condition length-
ened the sporulation phase and reduced the final spore
concentration (Table 2), but the amplitude of the changes
depended largely on the parameter modified.

In each case, because cell growth and spore formation
occurred in the same medium and under the same
condition, the modifications in sporulation duration and
spore concentration could have resulted from perturbations
at different levels such as cell growth and spore formation.
Decreasing the aeration rate had the weakest influence on
the spore formation process; the same spore concentration
and a slightly longer sporulation could be attributed to an
increase in the latency growth phase (Kirakosyan et al.

Table 2 Final spore concentrations and times needed for complete growth and sporulation in different conditions

Sporulation Standard Low aeration a,, 0.950 a,, 0.950 45°C 19°C pH 10 pH 6 Calcium
conditions (glycerol) (NaCl) deficiency
Time (days) 3 8 17 17 10 14 20 20 14
Concentration 2.5%10° 1.8x10° 2.8%10% 8.8x107 2x10%  54x107  1.6x107 1L5x10°  72%10*
(spores mL~ ')
@ Springer
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2004). For the other cases, the sporulation duration was
significantly longer but the spore concentrations were 10%
of the values obtained in the standard condition. Among the
parameters studied in this work, pH modification, especial-
ly decreasing the pH, had the most effect on the spore
formation process. The resultant low spore concentrations
could be explained by less spore formation because cell
growth at the same extent (about 10° cell mL ") was always
observed in all cases, even at pH 6. The properties and
activities of some enzymes involved in the sporulation
process are affected by reduced a,, of the medium (Lee and
Kim 1995), temperature modification (Zhou and Chen
2001), and changed pH (Niemi and Vepsildinen 2005),
and any of these can lengthen sporulation duration. Because
accumulation of the complex Ca-dipicolinic acid in the
prespore is required for progression of the sporulation
process (Murrell 1981), removing calcium ions from the
sporulation medium disturbed spore formation markedly.
These modifications of the sporulation conditions might
also affect the morphology and size of spores, which are
described in the following section.

Morphology and size of spores produced in different
conditions

The morphology of the spores produced in different
conditions was examined by scanning electronic microsco-
py; the results are presented in Fig. 1. As shown in Fig. la,
B. subtilis spores produced in the standard condition had an
oval form, measured 1.32 um in length and 0.84 pm in
width, and had many ridges extending along the long axis
on the spore surface. These spores have been observed
using atomic force microscopy (Chada et al. 2003).
According to these authors, these ridges are formed early
during spore formation when the spore volume decreases,
and they allow spore swelling at the beginning of the
germination process. These ridges are also observed in
other Bacillus spores (e.g., Bacillus cereus and Bacillus
anthracis) but they differ significantly between species
(Zolock et al. 2006). Depending on the surface properties,
modified spores can be classified into two groups: smooth
surface spores and rough surface spores. For each group,
images of two spore types are presented. The spores
produced at low aeration (Fig. 1b) or at low a,, (Fig. 1lc)
are classified in the smooth-surface group, whereas the
spores produced in the low-calcium medium and at
modified pH or temperatures (Fig. 1d,e) belong to the
rough-spore group. Modifications of the pH of the
sporulation medium also changed the color of the spore
obtained. The brown color of standard spores, low-ay
spores and low-aeration spores was bright, but the spores
produced at pH 6 were dark-colored and the spores
produced at pH 10 were yellowish in color. The average
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sizes of these different types of spores are presented in
Table 3. In general, modified spores were slightly smaller
than the standard spores.

Germination capacity of the spores produced
in different conditions

The change in spore size and morphology might influence
spore behavior, such as germination ability in detrimental
conditions or resistance of spores to stress. The germination
ability of these spores was first tested in media with
different a,, values. The results are presented in Table 4.
As shown in Table 4, at a,, 0.993, which is the a,, of the
recovery medium without glycerol, all spore types germi-
nated and visible colonies were observed after similar
incubation times of 1 day. At a, 0.930, all spores also
germinated but visible colonies appeared after longer
incubation times (2—6 days), depending on the sporulation
conditions. However, when the a, of the incubation
medium was decreased to 0.910, visible colonies were
observed only after a longer period (up to 1 month) for
spores produced at a, 0.950, at low temperature (19°C), or
at pH 10. It has also been described that B. cereus spores
have a higher germination capacity in the presence of both
inosine and L-alanine when produced at lower temperature
(Gounina-Allouane et al. 2008). We note that these three
types of spores came from media that induced sparse and
difficult sporulation, as described above (cf. Table 2). In
this study, the incubation time included the germination
step, outgrowth, and cell multiplications until colony
appearance. To identify the step where the colony formation
of the standard spores was inhibited at a,, 0.910, the coat
layers of these spores were removed using a chemical
method (Nguyen Thi Minh et al. 2010b), and decoated
spores were spread on an agar plate at this a,, level. Visible
colonies were observed for the decoated standard spores at
a, 0.910 after an incubation time of 1 day. Thus, growth
and cell multiplication were not inhibited at a,, 0.910; these
results suggest that the presence of an intact coat in the
optimum conditions inhibits the germination at low a,.

Heat resistance

The resistance of different modified spores to heat was
tested. All spores were suspended in distilled water and
exposed to 97°C for 30 min. The results are presented in
Table 5.

As shown in Table 5, modification of the sporulation
conditions had different effects on spore resistance to heat.
In some cases, modification of the sporulation conditions
sensitized the spores to heat (ay, 0.950, 19°C, or calcium
deficiency) and, in other cases, reinforced spore heat
resistance (pH 10, 45°C, or low aeration). The spore
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Fig. 1 Images of standard
spores (a), spores produced at
low aeration (b), in a medium
at a,, 0.950 with NaCl (c),

at 45°C (d), at 19°C (e),
obtained by scanning

electronic microscopy
(%30,000)

2 um

resistance to heat was not affected when glycerol or NaCl ~ example, spore production at pH 10 was difficult and only a
was used as the depressor solute. These results show that ~ small amount of spores was obtained, but these spores were
the optimum conditions for sporulation do not correspond  highly resistant to heat. By contrast, spore production in the
to the optimum conditions for spore heat resistance. For  calcium-deficient condition occurred more easily and

Table 3 Size of Bacillus subtilis spores by analysis of scanning electronic microscopy images

Sporulation Standard Low aeration a, 0.950 a, 0.950 45°C 19°C pH 10 Calcium
conditions (glycerol) (NaCl) deficiency
Image in Fig. 1 a b c d e

Length (um)=SD 1.32+0.13 1.25+0.14 1.20+0.02 1.32+0.13 1.30+0.10 1.30+0.12 1.34+0.13 0.81+0.16
Width (um) + SD 0.84+0.06 0.80+0.06 0.85+0.04 0.76+0.07 0.77+0.05 0.76+0.08 0.78+0.08 0.58+0.09

The spores produced at pH 6 are not included because an insufficient number of qualified images was obtained
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Table 4 Incubation times to obtain visible colonies of Bacillus spores
produced in different conditions as a function of the water activity of

the germination medium

a,, of germination and outgrowth 0.993 0.930 0910 0.890
medium

Sporulation conditions

Standard 1 day 6 days None  None
Low aeration | day 4 days None  None
a,, 0.950 (glycerol) I day 6 days 20 days None
a,, 0.950 (NaCl) I day 2 days 3 days None
45°C 1 day 6 days None  None
19°C 1 day 6 days 7 days None
pH 10 1 day 4 days 4 days None
pH 6 1 day 4 days None  None
Calcium deficiency 1 day 6 days None  None

produced more spores in less time than at pH 10, but these
spores lost their heat resistance.

The effects of the medium composition (Cazemier et al.
2001), temperature (Baweja et al. 2008; Melly et al. 2002),
and pH (Mazas et al. 1997) during sporulation on the
properties of Bacillus spores or spore germination (Gounina-
Allouane et al. 2008) have been reported. Spores with a
rough surface have a greater resistance to heat than those
with a smooth surface (Lindsay et al. 1990). Our results
agree with those of previous studies.

Resistance to high pressure

The resistance of these modified spores to high hydrostatic
pressure was examined. Spores were suspended in distilled
water and then submitted to pressure treatment at 350 MPa
for 60 min at 40°C. The inactivation rates are presented in
Table 6.

Compared with the spore response to heat treatment at
97°C for 30 min, pressure treatment at 350 MPa for 60 min
at 40°C caused less destruction of all spore types. However,
similar to the effects of heat, modification of the sporulation
conditions produced spores with greater resistance to
pressure. The spores produced at pH 10 were the most
resistant to the pressure treatment. Thus, modification of the
sporulation conditions changed the spore resistance to
hydrostatic pressure; the spores acquired greater resistance

to pressure when not produced in optimum conditions. The
resistance and germination properties of B. subtilis spores
can be modified when they are produced in liquid or in agar
medium (Rose et al. 2007).

Discussion

All the modifications of the sporulation conditions used in
this study corresponded to those used to induce different
types of stress during the growth and subsequent sporula-
tion of B. subtilis cells. Low spore yields were recovered
after long sporulation times in the modified conditions, and
the sporulation often produced small spores (cf. Fig. 1 and
Table 2). Interestingly, these modifications of the sporula-
tion conditions were not always detrimental to spore
resistance because, for some sporulation conditions, the
corresponding spores were more resistant than were the
standard spores, as summarized in Table 7.

The results in Table 7 do not show any common
correlation between spore properties for any of the
sporulation conditions, suggesting that germination capac-
ity, thermal, and hyperbaric resistance are not related.
Therefore, the interaction between spore properties and
sporulation for each sporulation condition is discussed in
the following sections.

Germination rate at low a,,: implication of the spore outer
layers

The sporulation rate correlated inversely with the germina-
tion rate at low ay, in the modified spores. Sporulation was
always more difficult in the modified conditions, but these
spores germinated better at low a,, than did the standard
spores. This suggests that the modification of the sporula-
tion conditions did not produce Bacillus spores with a well-
formed structure. These spores could then easily lose their
dormancy in the presence of nutrients and thus had greater
germination ability at low a, than the standard spores.
However, because some modified spores were more
resistant to heat or to pressure than the standard spores, as
shown in Table 7, these spores seem to have formed
normally and the previous assumption is not valid. The
difference in the germination rates at a,, 0.910 between the
standard and modified spores might be explained by the

Table 5 Inactivation of Bacillus subtilis spores by heat treatment at 97°C for 30 min in distilled water

Sporulation Standard  Low a,, 0.950 a,, 0.950 45°C 19°C pH 10 pH 6 Calcium
conditions aeration (glycerol) (NaCl) deficiency
Log (N/N,) £ SD  -3.53% —1.56+ -8 -8 —2.00+ —5.50+ -2.10+ —3:63:% -8

0.10 0.36 0.60 0.30 0.58 0.33
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Table 6 Inactivation of Bacillus subtilis spores by high-pressure treatment at 350 MPa for 60 min at 40°C in distilled water

Sporulation Standard Low a,, 0.950 a,, 0.950 45°C 19°C pH 10 pH 6 Calcium
conditions aeration (glycerol)  (NaCl) deficiency
Log (N/INy) £ SD —1.82+0.20 -2.23+0.21 -1.73+0.05 —1.15+0.03 -2.31+0.17 -3.37+£0.22 -0.66+0.23 -3.37+030 -1.09+0.10

observation that the vegetative cells of the B. subtilis strain
used in this study can grow at this a, and that colonies
appeared after 1 day. Thus, a, 0.910 seems to inhibit the
germination of the standard spores only in the early steps.
Decreasing the sporulation temperature to 19°C, adjusting
the pH to 10, or reducing the a, to 0.950 must induce some
changes in the spore functionalities that allowed them to
germinate at a,, 0.910. Because the binding of nutrients to
receptors is the first event in the germination process, the
modification of the spore outer layer permeation to
germinants (e.g., by change of the GerP proteins in spore
coat) might be responsible for the better germination of the
modified spores at low a, (Behravan et al. 2000).
Interestingly, when the coat of the standard spores was
removed using a chemical method, as described previously
(Nguyen Thi Minh et al. 2010b), these decoated spores
germinated at a,, 0.910 after an incubation time of 1 day.
Increasing the sporulation temperature also decreases the
level of at least one coat protein, CotA (Melly et al. 2002).
Modifications of the germinant permeation of the spore
outer layers might explain the better germination ability at
low ay.

Variation in heat resistance: effect of inner membrane
and protoplast composition

A large variation of heat resistance is observed among
modified spores, but no clear link was observed between

spore germination ability and spore resistance to heat, as
shown in Table 7. For example, decreasing the sporulation
temperature to 19°C or increasing the medium pH to 10
each significantly improved the spore germination capacity
at low a,, but they inversely affected spore resistance to
heat. Although spores produced at pH 10 were more
resistant to heat than were the standard spores, those
produced at 19°C lost much of their heat resistance. This
might be because heat directly inactivates spores without
inducing germination (Setlow 2007). The two important
aspects of spore structure that might affect their heat
resistance are inner membrane fluidity and protoplast
composition. When submitted to the different conditions
of cell growth and sporulation used in this study, vegetative
cells can regulate their membrane fluidity by altering the
lipid compositions to maintain their homeoviscous adapta-
tion, as shown by the references in Table 7. As shown by
the data in this table, the increase in membrane fluidity of
vegetative cells correlated with the spore sensitivity to heat,
except in the case of spores produced at pH 10. For
example, at low a,, or at 19°C, when the vegetative cells
have a more fluid membrane, the spores were significantly
more sensitive to heat. By contrast, when vegetative cells
have a more rigid membrane, such as spore production at
low aeration or at 45°C, these spores were more heat
resistant than were the standard spores.

Modification of the sporulation conditions also changes
the composition of the spore protoplast. For example,

Table 7 Properties of Bacillus subtilis spores according to sporulation conditions compared with those obtained in standard conditions

Sporulation conditions Low a,, 0.950 ay, 0.950 45°C 19°C pH 10 pH 6 Calcium
aeration (glycerol) (NaCl) deficiency
Sporulation rate = = — = = — — =
Spore properties
Germination rate + ++ + = + ++ + =
at low a,,
Survival in response + == — + = + = —
to heat
Survival in response = = + = = + — +
to pressure
Membrane fluidity of —~ + + e + + = No data
vegetative cells (Ouvry et al. (Turk et al. 2007) (Cortezzo and (Giotis et al. (Petrackova
(Published data) 2002) Setlow 2005) 2007) et al. 2010)
(++) much higher; (+) higher; (=) equal; (—) lower; (—) much lower
@ Springer
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removing calcium ions from the sporulation medium might
inhibit the formation of the complex Ca®*—dipicolinic acid.
This complex is important for protecting macromolecules,
and calcium-deficient spores are sensitive to heat (Cazemier
et al. 2001). Changes in the mineral content of the spores
produced at pH 10 (Kihm et al. 1990) might also explain
their higher heat resistance compared with standard spores.

High-pressure resistance and germination process

Unlike heat, modification of the sporulation conditions had
only a slight effect on the spore resistance to high pressure.
We found no correlation between heat resistance and high-
pressure resistance properties. This observation has been
described for several Bacillus strains (Nakayama et al. 1996)
and Clostridium strains (Margosch et al. 2004). Because a
pressure level of 350 MPa first induces spore germination
and subsequently inactivates germinated spores (Paidhungat
et al. 2002; Black et al. 2007), better germination capacity
would produce spores that are more sensitive to pressure.
However, this relationship was observed only for the spores
produced at 19°C and pH 6. A lack of dipicolinic acid in
spores exposed to calcium-deficient sporulation medium
might cause inefficient germination under pressure; this
could explain their greater pressure resistance. Then, the
germination process induced by a pressure level of 350 MPa
would not be similar to the classical nutrient-induced
germination. Modification of the sporulation conditions
might suppress some Ger proteins needed for pressure-
induced spore germination. Variation of membrane fluidity
might also be involved in spore resistance to high pressure
because the germination apparatus is situated mainly in this
membrane (Abee et al. 2010). We observed that increasing
membrane fluidity of vegetative cells seems to increase
spore resistance to high pressure, except for spores produced
at 19°C (cf. Table 7). Because high hydrostatic pressure
reduces membrane fluidity (Fernanda et al. 2010), greater
fluidity might maintain the membrane properties by balanc-
ing this phenomenon and thus would increase spore
resistance to pressure.

In conclusion, modifying the sporulation conditions to
simulate different types of stress during cell growth can
perturb spore structural characteristics such as the coat,
membrane fluidity, or protoplast composition. These struc-
tural perturbations can then affect spore properties such as
the germination rate and resistance to heat or to high
pressure. Such modifications, which often occur in extreme
environments on Earth (e.g., in deep sea or deserts), induce
a large variation in spore resistance to heat and to high
pressure. Attention is needed when setting up the steriliza-
tion scale because food-contaminating spores, which can be
produced in different environments, can have different
resistance levels.
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