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Contexte

Les bactéries sporulées sont a 1’origine de risques sanitaires et d’altération des
produits alimentaires. Les deux especes bactériennes sporulées Bacillus cereus et
Clostridium perfringens sont en moyenne responsables de 30% des toxi-infections
alimentaires collectives en France [1]. Plusieurs genres de bactéries sporulées sont
responsables d’altération des produits alimentaires. Parmi ceux-ci, on retrouve les genres
Bacillus, Geobacillus, Thermoanaerobacterium ou encore Moorella. Les bactéries
d’altération produisent des enzymes conduisant a des modifications des propriétés
organoleptiques des produits comme le changement de couleur, de texture, de gofit ou la

production d’odeurs désagréables [2—4].

Les sources de contamination des produits alimentaires par les bactéries sporulées
sont diverses. Les spores bactériennes sont retrouvées a de fortes concentrations dans le sol,
jusqu’a 10° - 10° spores/g de sol pour Bacillus cereus et Clostridium spp. [5]. Les formes
végétatives des bactéries sporulées peuvent se développer dans de larges gammes de facteurs
environnementaux (acidité, température, concentrations en sels ou en sucres, disponibilité en
oxygene) et sont capables de former des biofilms et des spores qui sont résistants aux
traitements physiques ou chimiques ainsi qu’aux plans de nettoyage-désinfection appliqués
en industrie agroalimentaire. De par toutes ces propriétés physiologiques, les bactéries
sporulées peuvent s’installer et persister dans I’environnement industriel et constituent de
nouvelles sources de contamination dans I’industrie [6]. Le niveau de contamination des
produits dépend également des pratiques de transport et d’hygiéne [7] et du mode de

conditionnement, sous atmosphere modifiée par exemple [8].

L’enjeu pour les industriels est de limiter I’occurrence des bactéries sporulées dans
les produits finis et méme d’éliminer les agents pathogenes. L’occurrence des bactéries
sporulées dans I’environnement devient alors un probléme complexe puisqu’il faut limiter
leur présence sous leurs différents états physiologiques (végétative, sporulée ou de biofilms).
Il est donc nécessaire de comprendre les différentes étapes du cycle de vie de ces bactéries
afin de trouver des leviers qui permettent de maitriser la flore sporulée.

Pour maitriser la croissance bactérienne, la formation de biofilms, la sporulation et la
résistance des spores, deux approches peuvent €tre utilisées. Une approche curative consiste
a appliquer des traitements (thermiques, chimiques) permettant d’éliminer les bactéries.
Cependant, ces méthodes ne sont pas toujours efficaces pour éliminer les spores ou les

biofilms. A [D’inverse, une approche préventive consiste a anticiper les différents
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comportements bactériens en déterminant les conditions qui leur sont favorables ou
défavorables. Pour anticiper ces processus biologiques il faut étre capable de les prévoir en
fonction des conditions environnementales rencontrées par le microorganisme tout au long
de la chaine alimentaire. Cette seconde approche utilise les outils de la microbiologie
prévisionnelle: des modeles mathématiques permettent de prévoir un phénomene biologique
au cours du temps (modeles primaires ou cinétiques) et en fonction des conditions
environnementales (modeles secondaires). Ces modeles sont ensuite mis a la disposition des
utilisateurs en créant des outils de prévision des comportements bactériens. Par exemple, le
logiciel Sym’Previus (https://symprevius.eu/fr/) est un outil d’aide a D’expertise en
microbiologie alimentaire, reconnu par les autorités, les services de contrdle comme 1’ institut
de veille sanitaire, et utilisé par la communauté scientifique et par les industriels.
Des modeles mathématiques permettent de décrire, et méme de prévoir les différentes

étapes du cycle de vie des bactéries sporulées (Fig. A).

CROISSANCE .
REPRISE DE Cellule BIOFILM
CROISSANCE g anee \

‘ ‘ SPORULATION

v

RESISTANCE

GERMINATION

Fig. A. Etapes du cycle de vie des bactéries sporulées

La croissance bactérienne est le comportement bactérien le plus étudié. De nombreux
modeles prévoyant la croissance en fonction des conditions environnementales ont été
développés et sont applicables pour différents milieux et matrices alimentaires [9—-11]. Des
modeles permettent également de prévoir la résistance des spores et leur reprise de croissance
suite a des traitements physiques, notamment la température [12—-14]. La capacité de
germination des spores et leur reprise de croissance en fonction de 1’environnement sont de plus

en plus étudiées et des modeles ont été développés pour décrire ces comportement [15, 16]. Des
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modeles cinétiques de sporulation ont été proposés [17, 18] mais sont encore peu utilisés. Méme
si de plus en plus d’études s’intéressent aux effets des facteurs environnementaux sur la
sporulation bactérienne [17, 19], aucun modele permettant de prévoir ces effets n’a été
développé a notre connaissance.

L’environnement industriel peut étre propice a la formation de spores. Des cas de
sporulation ont été observés au cours de procédés de fabrication de produits laitiers [20, 21].
La sporulation conduit a 1’augmentation de la charge en spores sur les lignes de fabrication,
dans les ingrédients et dans les produits alimentaires en cours de stockage. Par ailleurs, les
conditions environnementales dans lesquelles les spores sont formées ont un impact sur les
propriétés des spores, notamment leur résistance au traitement thermique [22, 23]. Les spores
produites a de hautes températures seront plus résistantes a des traitements thermiques
subséquents que des spores produites a basse température. Ainsi, selon les conditions de
sporulation, les spores nouvellement formées au cours du procédé alimentaire peuvent étre
résistantes a des traitements physiques ou chimiques subséquents [23]. Cette problématique de
sporulation dans I’environnement industriel souléve alors ces questions : (i) Quelles sont les
conditions environnementales favorables a la sporulation ? (i1) Existe-t-il des procédés de
fabrication au cours desquels la sporulation peut avoir lieu ? (ii1) Peut-on prévoir la sporulation
en fonction des conditions environnementales ? Pour répondre a ces questions, il faut étre

capable de prévoir la sporulation en fonction des conditions environnementales.

Objectifs

Ce travail de these a pour objectif de répondre a la problématique générale soulevée:
« comment prévoir la sporulation en agroalimentaire ? » Pour atteindre cet objectif, plusieurs
questions scientifiques ont été posées et seront traitées sous forme de cinq chapitres (Fig. B)
qui sont, pour la plupart constitués d’articles scientifiques publiés dans des journaux
internationaux, a I’étape de soumission dans un journal, ou en cours de préparation.

L’objectif du chapitre 1 est de montrer que la physiologie de la sporulation bactérienne
permet d’identifier les principaux facteurs environnementaux qui impactent ce comportement,
permettant ainsi de situer les niches de sporulation dans la chaine alimentaire. En parallele, un
état des lieux des modeles prévisionnels de sporulation permet d’identifier les besoins en
microbiologie prévisionnelle pour prévoir la sporulation en agroalimentaire.

Le chapitre 2 est dédié a la description de la sporulation sur des aspects dynamiques et

quantitatifs, conduisant a la proposition d’un nouveau modele cinétique de sporulation.
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Le chapitre 3 est consacré a la caractérisation de la croissance de la souche d’étude Bacillus
subtilis BSB1. L’objectif est d’évaluer les effets du pH, de la température et de 1’activité de
I’eau sur la croissance bactérienne.

Le chapitre 4 a pour objectif d’évaluer, de décrire et de prévoir par modélisation, la
sporulation bactérienne en fonction du pH, la température et I’ay.

Dans le chapitre 5, les modeles de sporulation développés sont testés dans des milieux de
culture et conditions environnementales différents et pour une autre espece, Bacillus

licheniformis Ad978, afin d’évaluer la robustesse et les limites des modeles développés.

[ Modélisation de la sporulation de Bacillus subtilis BSB1 ]
et liens physiologiques avec les cinétiques de croissance

Les bactéries sporulées: danger en industrie agroalimentaire (I1AA)

Limiter la sporulation par une approche préventive:
PREVOIR LA SPORULATION

EXPLICATIF
Moléculaire

Physiologique

Physiologie de la

sporulation
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Fig. B : Diagramme récapitulatif du plan de these.
Les numéros entourés correspondent aux 5 chapitres de la these.
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CHAPITRE 1:

ETAT DE L’ART SUR LA SPORULATION :
PHYSIOLOGIE ET MODELES
PREVISIONNELS

L’état de 1’art sur la sporulation bactérienne a été présenté en deux parties dans ce
chapitre. Une premiére partie établit I’état des connaissances sur la physiologie de la sporulation
bactérienne des genres Clostridium et Bacillus. Ces connaissances permettent d’identifier les
potentielles niches de sporulation et les principaux facteurs environnementaux qui peuvent étre
utilisés comme levier pour limiter la sporulation dans I’environnement industriel. La deuxiéme
partie est consacrée a 1’état de 1’art sur les modeles prévisionnels de croissance et de sporulation
disponibles dans la littérature. Une analyse comparative et critique a permis d’identifier les
avantages et les inconvénients de chacun des modeles, et finalement, de déterminer les besoins
en termes de modeles de sporulation pour répondre a la problématique générale : comment

décrire et prévoir la sporulation bactérienne dans 1’environnement industriel?
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Partie 1: Knowledge of the physiology of spore-
forming bacteria can explain the origin of
spores in the food environment
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Partie 2 : Prévoir la sporulation bactérienne

2.1. La microbiologie prévisionnelle: un outil de
gestion des risques en agroalimentaire

2.1.1. La microbiologie prévisionnelle : décrire et prévoir un
processus biologique.

Dans un contexte agroalimentaire ou les enjeux économiques et sanitaires sont nombreux,
les industriels cherchent a optimiser leurs procédés de fabrication et leurs pratiques d’hygiene
pour limiter la présence de microorganismes pathogeénes ou d’altération dans les produits
alimentaires et sur les lignes de fabrication. Pour cela, il est nécessaire d’anticiper et prévoir les
comportements des microorganismes en fonction des conditions environnementales au cours
des procédés alimentaires, de la fourche a la fourchette. Les facteurs environnementaux
généralement étudiés sont ceux qui ont le plus d’impact sur la croissance, la formation de
biofilms, la sporulation ou encore la résistance des spores. Ces facteurs peuvent servir de leviers
en industrie agroalimentaire, comme le pH, la température, I’activité de 1’eau ou la présence de
conservateurs tels que les acides organiques [1]. Pour décrire et prévoir un processus bactérien
en fonction des conditions environnementales, des modeles mathématiques sont développés et
utilisés en microbiologie prévisionnelle.

La modélisation mathématique d’un comportement bactérien se déroule généralement en
deux étapes [2]. La premicre étape est la modélisation primaire et consiste a décrire I’évolution
du comportement microbien en fonction du temps avec un modele cinétique. La seconde étape
consiste a décrire et quantifier I’'impact des conditions environnementales sur les parametres
cinétiques du modele primaire (modélisation secondaire). A partir de ces modeles primaires et
secondaires, des outils informatiques sont développés comme par exemple, le logiciel frangais
Sym’Previus (www.symprevius.org) ou le logiciel ComBase Predictor (www.combase.cc/).
Différentes données d’entrée sont prises en considération par ces logiciels, telles que la souche
bactérienne, les conditions physico-chimiques, la nature de la matrice alimentaire ou encore le
taux de contamination initiale. Ceci permet de simuler des comportements bactériens dans des
conditions environnementales représentatives des conditions rencontrées au cours des procédés

alimentaires.
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2.1.2. Un exemple : la prévision de la croissance bactérienne

Les outils de microbiologie prévisionnelle ont largement fait leurs preuves pour prévoir la
croissance bactérienne. Les différents modeles de croissance sont bien répertoriés dans la

littérature et ont déja fait 1’objet de synthéses [3, 4].

Les modeles cinétiques (modele primaire) de croissance les plus connus sont le modele de
Baranyi et Roberts (1993), le modele de Gompertz re-paramétré par Zwietering et al. (1990)
[5] ou encore le modele logistique avec délai et rupture [6, 7]. Ce dernier est largement adopté
par les auteurs pour sa simplicité d’utilisation et la qualité d’ajustement des cinétiques avec un

ralentissement de la croissance avant la phase stationnaire (équation 1).

In(Ny), t< 4
In(N(0) = ln( Nmax ))t - (1)

(1+ngx)xexp(—umaxx (t-1)

avec N (t) la concentration en cellules (In (UFC/ml)) a un instant ¢, Ny est la concentration de
I’inoculum (UFC/ml), Nyax est 1a concentration maximale en cellules (UFC/ml), A est la latence

avant croissance (h) et zmax est le taux de croissance maximal (h'h.

Les modeles secondaires permettent de décrire les effets des facteurs environnementaux tels
que le pH, la température ou encore 1’activité de I’eau, sur la croissance microbienne. Le modéle
le plus largement utilisé en microbiologie prévisionnelle est le modele cardinal de croissance
[8]. Il integre des parametres ayant une signification biologique : les valeurs cardinales de
croissance, c’est-a-dire les valeurs minimales, optimales et maximales des facteurs
environnementaux pour lesquelles le microorganisme est capable de se développer. Ce modele
permet de prévoir le taux de croissance maximal tmqc dans une condition environnementale

donnée selon 1’équation 2.1.
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HomaxX) =ty X Vn(X) 2.1

ou Umax (X) est le taux de croissance maximal dans la condition environnementale X, uop: est le
taux de croissance maximal obtenu dans les conditions optimales de croissance et y (X) est le

module représentant I’impact du facteur environnemental sur uop. Il est calculé selon le

lumax

rapport y = . Il est donc compris entre O et 1 de telle maniére qu’en condition optimale de

”opt
croissance, sa valeur est 1 et lorsque la condition environnementale ne permet pas la croissance

bactérienne, sa valeur est nulle.
Pour modéliser les effets combinés de plusieurs facteurs sur le taux de croissance, le

concept modulaire ou concept gamma [9] est utilisé. L’effet ¥, (X)de chaque facteur

environnemental est un module et les modules sont multiplicatifs :
Homax = Hope X VY (T°C) X y(pH) X y(aw) (2.2)
Les valeurs ¥, (X) sont calculées selon 1’équation générale (équation 3) :

X—Xmax) XX —Xmin)" Xmin < X < Xmax
yn(X) = (Xopt—Xmin)n_lx[(Xopt_Xmin)X(X_Xopt)_(xopt_xmax)x(XOPf"'Xmi‘ﬂ_nX)]‘ (3)

0,X <XminoulX = Xmax

ou X est le facteur environnemental, Xnin, Xmax €t Xopr sont les valeurs minimales, maximales et
optimales pour la croissance, et n est un parametre de forme. Ce parametre de forme vaut

généralement 1 pour le pH et ’aw (avec aw max = aw opt) €t 2 pour la température de telle sorte

que :
o _ (T-Tmax)X(T—-Tmin)?
Y(T C) - (Topt—Tmin)X[(Topt—Tmin)X(T—Topt)—(T—-Tmax)X(Topt+Tmin—2T)] 4)
_ (pH-pHmin)x(PHmax—pH)
Y(pH) - (pHopt—pHmin)x(pHmax—pHopt (5)
— T wiig
y(a,) = - (©)

En dernier lieu, il est important de prendre en compte les interactions entre les facteurs
environnementaux, particulierement aux bornes du domaine de croissance. Ainsi, un dernier
module est alors ajouté: le module d’interaction entre les facteurs : £(T°C,pH, a,,)
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Homax = Hope X Y (T°C) Xy (pH) X y(ay) X E(T°C, pH, ay,) 2.2)

Le module d’interaction est calculé selon 1’équation 7 (équations 7.1 2 7.3) :

1, ¥<05
E2x(1-¥),05<¥<1 (7.1)
0,¥=>1
avec :
_ wT Waq,y, WpH
L 2x(1-wgq,, )% (1~ wpn) + 2x(1-wr)x(1-wpn) + 2x(1-wr)x(1-wq,) (7-2)
et:
_ (_Xopt=X 3
w= (Xopt_Xmin) (73)

ou X est le facteur environnemental (pH, température ou ay).

Les modeles de croissance (primaire et secondaire) sont efficaces pour prévoir la
croissance bactérienne en fonction des facteurs environnementaux tels que le pH, la
température, 1’ay ou encore la concentration en acides organiques. Leur efficacité a également
été démontrée pour prévoir la croissance bactérienne dans diverses matrices alimentaires. Par
exemple, la croissance de Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli et Bacillus
cereus a pu €tre prévue dans différentes matrices alimentaires telles que des produits de la mer,
des produits carnés ou encore des produits laitiers [10, 11]. Les modeles de croissance sont
largement utilisés dans les outils de prévision des comportements bactériens comme par
exemple I’outil Sym’previus. Ce type d’outils propose une interface simple permettant de
prévoir et simuler les comportements de plusieurs souches bactériennes, dans différentes

matrices et différentes conditions environnementales.

2.1.3. Les différentes catégories de modeles : définitions et
caractéristiques

Les modeles développés peuvent étre classés dans différentes catégories et opposés
selon différents criteres. Les avantages et inconvénients de chaque catégorie de modele ont
été reportés et confrontés par Ferrer et ses collaborateurs (2009) [12]. Par exemple, les
modeles mécanistes, qui sont construits sur un raisonnement théorique, peuvent étre opposés
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aux modeles phénoménologiques, basés sur 1’observation et sur 1’expérience. Ensuite, ces
deux catégories de modeles peuvent s’appliquer a différentes échelles pour décrire un

comportement cellulaire a 1I’échelle de I’individu ou a I’échelle de la population.

Les modeles mécanistes sont des modeles basés sur la théorie des mécanismes
biologiques. Le principal avantage des modeéles mécanistes est qu’ils sont explicatifs. Ils
permettent, d’expliquer un comportement général a I’échelle de la population, a partir des
comportements individuels. De plus, les parametres utilisés ont un sens biologique qui
rendent comptent explicitement du comportement cellulaire étudié (comme par exemple, des
concentrations en molécules et des vitesses enzymatiques). L’inconvénient des mod¢les
mécanistes est qu’ils requierent de nombreuses données expérimentales nécessitant la mise
en place de méthodologies plus ou moins fastidieuses. De plus, le traitement des données
peut nécessiter des capacités informatiques importantes. Pour ces raisons, les modeles
mécanistes sont généralement difficilement utilisables pour une application en milieux
industriels.

Les modeles phénoménologiques décrivent mathématiquement la réponse du
phénomene étudié, sans prendre en compte la dimension biologique du processus décrit. Les
principaux avantages de ces modéles sont leurs simplicités de développement, d’application
et d’utilisation. Les données expérimentales sont également plus faciles et plus rapides a
collecter et a exploiter que les données nécessaires a un modele mécaniste. En revanche, ces
modeles contiennent des parameétres descriptifs qui n’ont pas de signification biologique et
qui sont difficilement interprétables. Ces modeles ne permettent pas de rendre compte
directement ou explicitement des caractéristiques ou capacités physiologiques du micro-
organisme étudié. Ainsi, le risque est que le modele phénoménologique ne soit approprié que
pour le microorganisme étudié et dans le domaine de conditions environnementales utilisées
pour son développement. En d’autres termes, I’inconvénient d’un modele phénoménologique
est qu’il ne soit pas ou peu extrapolable a d’autres espéces ou genres bactériens ou d’autres

conditions environnementales.

Les modeéles développés a I’échelle cellulaire sont souvent qualifiés de mécanistes. Il
est a noter tout de méme qu’un modele mécaniste est toujours phénoménologique a une
certaine échelle. En effet, un comportement plus global est expliqué par des variables
observées a I’échelle inférieure. Par exemple, un comportement observé a 1’échelle cellulaire

peut étre expliqué par une combinaison ou une succession de processus métaboliques, et ces
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processus métaboliques sont eux-mémes régis par des combinaisons ou successions de
processus moléculaires.

Les modéles développés a 1’échelle populationnelle sont généralement descriptifs du
comportement global de la population et sont donc plutét qualifiés de modeles
phénoménologiques. Ces modeles sont facilement utilisables et les données expérimentales
sont faciles a obtenir au niveau populationnel, avec des méthodes classiques [12]. En
revanche, ils négligent la variabilité¢ individuelle dans la population ou contiennent des
approximations. Développer un modele mécaniste a 1’échelle populationnelle implique
d’expliquer le comportement global de la population par la somme des comportements
individuels. Ceci a par exemple été utilisé pour modéliser la latence de la population a partir
des latences individuelles de Listeria monocytogenes [13]. Cependant, pour aller plus loin,
les comportements observés a 1’échelle de I’individu sont eux-mémes expliqués par des
variables moléculaires et métaboliques (Fig. 1.3). Ainsi, plus on s’intéresse aux échelles
supérieures, plus les variables explicatives s’accumulent et compliquent le développement et

I’utilisation de mod¢eles mécanistes aux échelles plus larges.

2.1.4. Enjeux en microbiologie prévisionnelle
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Fig. 1.3. Stratégies ascendante et descendante en microbiologie prévisionnelle (inspiré de

Bruggemean et Westerhoff, 2007 [16]).
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Initialement, la microbiologie prévisionnelle a eu pour objectif de décrire et modéliser
un comportement bactérien (la croissance, la destruction, la germination ou encore la
sporulation bactériennes) sur des aspects dynamiques et quantitatifs. Dans cet objectif
descriptif, des modeles purement empiriques ont été proposés. Par exemple, le modele de
Gompertz re-paramétré [5, 14] a permis de décrire la cinétique de croissance bactérienne. Des
modeles polynomiaux ont également été proposés pour décrire 1’effet des facteurs
environnementaux [15] sur la vitesse de croissance bactérienne, mais ils sont peu robustes. En
effet, ces modeles ont été ajustés sur un jeu de données particulier. Ils sont alors spécifiques de
ce jeu de données et sont difficilement extrapolables a d’autres espéces, d’autres matrices et
d’autres conditions environnementales.

Ainsi, un des enjeux en microbiologie prévisionnelle est le développement de modeles
prévisionnels selon une double stratégie ascendante et descendante (Fig. 1.3). Le modele
développé doit permettre de décrire un processus biologique (stratégie ascendante) et doit
rendre compte des caractéristiques et des capacités physiologiques du microorganisme

(stratégie descendante).

2.2. Les modéeles prévisionnels de sporulation

2.2.1. Modeles mécanistes de sporulation

Des modeles mécanistes décrivant mathématiquement le processus de décision
d’entrée en sporulation ont été proposés. Ces modeles décrivent le moment ou la cellule entre
en sporulation sous I’effet d’une carence nutritionnelle [17] ou décrivent la décision d’une
cellule a opter pour un comportement cellulaire ou un autre (compétence ou sporulation par
exemple) [18]. Jabbari et ses collaborateurs (2011) [19] ont également proposé un modele du
réseau d’initiation de la sporulation avec autant d’équations que de molécules impliquées
dans le processus de la sporulation. Dans ce modele, les concentrations de chaque molécule
sont modélisées en fonction des concentrations des autres molécules ayant un réle régulateur
et de constantes cinétiques décrivant chaque éveénement moléculaire, telles que des

constantes de synthese, de dégradation ou de phosphorylation.

49



2.2.2. Modeles phénoménologiques de sporulation : les modéles
cinétiques

Contrairement aux modeles de croissance, peu de modeles cinétiques de sporulation
au niveau populationnel ont été développés jusqu’a aujourd’hui. Parmi eux, Das et Sen
(2011) ont proposé de décrire la cinétique de sporulation de Bacillus coagulans selon

I’équation 8:

Ng(t) = Ny X (1 — exp (— %)) ()

ou ¢ est le temps (h), Nt est le nombre maximal de spores (UFC/ml), T est le temps auquel ce
nombre maximal de spores est atteint (h) et k est une constante correspondant a I’inverse du

taux de sporulation (h).

Ce modele est simple et permet de décrire des cinétiques d’apparition abrupte des
spores au cours du temps. En revanche, ce modele est peu adapté pour décrire des cinétiques
d’apparition plus progressive des spores au cours du temps car ce mod¢le est peu flexible pour
1‘ajustement des faibles concentrations en spores. Le principal inconvénient est que ce modele

décrit la concentration en spores en UFC/ml et n’est pas exprimé sous la forme logarithmique.

Par ailleurs, un modele pour décrire la cinétique de sporulation de Bacillus

weihenstephanensis et Bacillus licheniformis a également été proposé [21] (équation 9) :

0, t<tls
0051 = g5 (S2L2)

1+exp(—pu X (t—tys)

avec S(t) la quantité finale en spores (UFC/ml), u;estle taux de sporulation (h™!) et #;est le

temps d’apparition des premieres spores (h).
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2.2.3. Vers des modeles hybrides: les modeles cinétiques de
sporulation liés a la croissance végétative

Une seconde catégorie de modele cinétique de sporulation permet de prendre en
compte sa dimension physiologique, a savoir que c’est un processus de différenciation des
cellules végétatives en spores. Ce sont des modeles cinétiques de sporulation liés a la
croissance végétative.

Un des premiers modeles de ce type est celui de Rivera et ses collaborateurs [22] qui
a permis de faire le lien entre les cellules végétatives et les spores avec I’hypothése principale
que la vitesse de disparition des cellules végétatives est liée a la sporulation et la mort

cellulaire (équation 10).

axy X Xv—Ks x Xv — Ke x Xv (10)

dt = Mnax

avec Umax le taux de croissance (h™), K; est le taux de sporulation (h'h), K. est le taux de
mortalité (h™!) et X, est le nombre de cellules végétatives (UFC/ml).
Cependant, ce modele ne permet pas de décrire la différenciation des cellules végétatives en

spores.

Le modele de Atehortua et al. (2007) [23] décrit la vitesse d’apparition des spores a

partir des cellules végétatives selon I’équation 11 (11.1 et 11.2):

dx
a = ks X Xy 11.1)
et:
1 1
s = K X (W) = Kspmax ¥ (1+eGs><(5initiaz—Ps)) (11.2)

ou X et X, sont les concentrations en spores et en cellules végétatives respectivement
(UFC/ml) et ks est le taux de formation des spores (h''). Ce paramétre k, correspond 2 une
vitesse d’apparition des spores a partir des cellules végétatives. Il est décrit avec la vitesse

d’apparition maximale kgnax (h'), 1a constante de gain de 1’équation sigmoide pour le taux de

51



formation des spores Gy, (L/g), un parameétre de forme de 1’équation sigmoide P (g/L) et la

concentration initiale en glucose Siniriar (g/L).

Huang et ses collaborateurs (2003) [24] ont développé un modele dans lequel la
différenciation des cellules végétatives en spores a été décrite en intégrant le temps de
maturation de la spore 7,, (h) qui correspond au temps entre 1’engagement en sporulation de
la cellule végétative et la formation d’une préspore résistante a la température. Ce modele a
été développé pour décrire 1’évolution du nombre de spores au cours du temps en
alimentation continue. En I’appliquant dans une condition de culture en batch (milieu non

renouvelé), 1’équation 12 (12.1 a 12.3) décrivant I’évolution du nombre de spores est :

%:ﬂsX(t—Tm)Xxvx(t—Tm) (12.1)
avec .

(key = kp) X p,y, 1, 2 0.1
T {k3 + (k) Xy, p, < 0.1 (12.2)
et:
X _ { (u, —ug) X xy, 51: le glucose n'est pas enti’érement consommé (123)
@ (—ka — 1y) X x, sile glucose est consommé

avec X, la concentration en spores (UFC/ml), uy est le taux de sporulation (h'), x, est la
concentration en cellules végétatives non engagées en sporulation (UFC/ml), k; et k2 sont des
constantes (h!), k4 est la constante de mort cellulaire (h!) et u, est le taux de croissance des

cellules végétatives (h').

Morimoto et al. (2011) ont également proposé un modele qui décrit en trois équations,
la croissance (équation 13), la sporulation (équation 14) et la mort cellulaire (équation 15.1

a15.3).

m,(t+1) =2%x(1-p@®) x (1 —q®) xm,(¢) (13)

ms(t + 1) = my(t) + p(t) x m,(t) (14)
0, z(t) <0

q(t+1)<z(t), 0<z(t) <1 (15.1)
1, z(t) > 1
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z(t) =q(t) + KX M(t+ 1) (15.2)
et:
M(t) = m,(t) — op(t —4) — N(t) (15.3)

avec m,,(t) le nombre de cellules végétatives en croissance, my(t) est le nombre de cellules
engagées en sporulation, p(t) est la variable de décision pour la fraction de cellules qui
s’engagent en sporulation, g(z) est la fraction de cellules qui meurent au cours d’un cycle
cellulaire, N(t) est la quantité de nutriments ajoutés au-dela d’une génération, J est le
parametre qui décrit la quantité de nutriments libérés par la lyse de la cellule mere, 4 est le
temps entre 1’engagement en sporulation et la lyse de la cellule-mere et K est le parametre

décrivant la consommation des nutriments par les cellules qui se développent.

2.2.4. Comparaison des modeles : avantages et inconvénients

L’analyse des forces et des faiblesses des modeles développés a 1’échelle
populationnelle ou cellulaire [12] (Fig. 1.4) a permis de confronter et de synthétiser les criteres
qui caractérisent les différents types de modeles de la littérature (Fig. 1.5). Ces criteres sont la
signification biologique des parametres, la capacité du modele a prendre en compte la
variabilité individuelle, a décrire le comportement global, la capacité a rendre compte du
processus physiologique décrit, la facilit¢é de développement et d’application et la facilité
d’obtention des données expérimentales.

Les modeles de sporulation de la littérature présentés dans ce chapitre, ont été développés dans

des objectifs différents, répondant plus ou moins a ces différents criteres

(Fig. 1.5). Chacun d’eux présente des avantages et des inconvénients.

Le modele de Jabbari et al. (2011) [19] est un modele mécaniste qui permet de décrire
le processus de sporulation au niveau moléculaire et physiologique pour expliquer un
comportement global observé a 1’échelle cellulaire. Comme il a été précisé précédemment,

extrapoler I'utilisation de ce modele a I’échelle de la population s’avere difficile a entreprendre.

53



En effet, le comportement global observé a I’échelle de la population s’explique par la somme

de tous les comportements individuels et de leurs interactions aux niveaux spatio-temporels.

Dans le cadre d’une application en agroalimentaire, pour prévoir quantitativement 1’évolution

des spores au cours d’un procédé¢ alimentaire, ce type de modéele n’est pas envisageable.

MODELE POPULATIONNEL
(« plus phénoménologique »)

FORCES
Largement utilisé et formalisme accepté

Meéthodologies standardisées pour sa construction, sa
mise en application, et le test du modéle

Facilement utilisable par d’autres chercheurs

Rapide et efficace dans le cadre de la microbiologie
prévisionnelle

Les mesures au niveau de la population sont
facilement réalisables

MODELE CELLULAIRE
(« plus mécaniste »)

<

FAIBLESSES

Manque de méthodologies standard pour la construction
des modéles et évaluer leur solidité

Souvent lents & mettre en application et nécessite
souvent de hautes capacités informatiques

Nécessite trop de données expérimentales

Les paramétres cellulaires sont souvent difficiles a
mesurer avec des méthodes expérimentales classiques.

Difficultés a prendre en compte les échelles spatio-
temporelles.

FAIBLESSES

Néglige la variabilité individuelle et les interactions
locales

Nécessite un transfert de connaissances pour mieux
comprendre les microbes

Géne 'interprétation des parametres du modele

Un paramétre supplémentaire dans le modéle peut
améliorer son efficacité a décrire un phénoméne mais
pas sa solidité

Les informations disponibles au niveau moléculaire
ne peuvent pas étre intégrées facilement au niveau
populationnel

T

=

\q

FORCES

Fait explicitement le lien entre la variabilité de la
réponse du modéle et la variabilité cellulaire

La signification biologique des parametres est définie a
I’échelle cellulaire, individuelle

Connaissance du systéme dans son ensemble: évaluation
quantitative de comment le comportent collectif est issu
des hypothéses faites a 1’échelle individuelle

Capacité a étudier, séparément, les facteurs
microscopiques qui sont a 1’ origine d’un comportement
macroscopique en particulier

Peut facilement étre appliqué pour de petites populations

Fig. 1.4. Forces et faiblesses des modéles développés a I’échelle de la population (souvent
phénoménologiques) et a I’échelle cellulaire (souvent mécaniste), adapté de Ferrer et al.

(2009).

Les forces d’un type de modéle sont souvent les faiblesses de ’autre (double fléche).

Les modéles cinétiques de sporulation a [D’échelle populationnelle, proposés

jusqu’alors, permettent de décrire 1I’évolution du nombre de spores en fonction du temps. Le

modele de Baril er al. (2012) ajuste des profils cinétiques plus variés que celui de Das et Sen

(2011). I permet de décrire des cinétiques d’apparition rapide ou plus progressive des spores

au cours du temps. En revanche, la signification biologique des parametres est discutable. En

effet, le taux de sporulation est défini comme une vitesse d’apparition des spores. Dans le cas

des modeles cinétiques de croissance, le taux de croissance est directement lié au temps de

doublement des cellules végétatives. Cependant, cette analogie ne peut pas €tre faite avec le
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taux de sporulation étant donné que les spores ne se dupliquent pas mais proviennent des
cellules végétatives. De plus, il a été récemment démontré que I’entrée en sporulation est
directement liée a la vitesse de duplication des cellules végétatives [26]. C’est pourquoi des
cinétiques de sporulation associées a la croissance ont été développées et permettent de
rendre compte du processus physiologique de la sporulation.

Dans le modele d’ Atehortua et al. (2007) [23], le lien avec les cellules végétatives a
été proposé. Contrairement au modele de Baril er al. (2012) [21] qui utilise un taux
d’apparition des spores, ces auteurs proposent un taux de formation des spores a partir des
cellules végétatives. Cependant, 1’inconvénient de ce modele est que I’évolution du taux
d’apparition des spores a été décrite en fonction de la concentration en substrat qui représente
une donnée expérimentale supplémentaire a acquérir pour utiliser le modele. D’autre part,
les paramétres utilisés pour décrire 1’évolution du taux de formation des spores en fonction
de la concentration en substrat n’ont pas de significations biologiques avec notamment un

parametre de forme pour décrire une courbe cinétique sigmoide.

Signification
biologique des
parameétres

Facilité de Prise en compte
récolte des,. de la variabilité
données | individuelle

i

]

]

]

]

i
Facilité de | Rend compte du

développement '<
et d’application

processus
physiologique

Comportement
global décrit

Fig. 1.5. Comparaison des modéles de sporulation de la littérature sur différents criteres.
Les modeles de Jabbari et al. (2011) (), Das et Sen (2011) et Baril et al. (2012)
(wm == ), Atehortua et al. (2007) (== wm ), Huang et al. (2003) ( ) et Morimoto et al.
(2011) (e ) ont été comparés sur différents criteres, en attribuant une valeur de 0, 1, 2
ou 3 selon si le critere est complétement remplit (3) ou non (0).
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Le modele de Huang et al. (2003) integre un parametre qui permet de rendre compte
d’une caractéristique du microorganisme étudié: le temps de maturation de la spore.
Cependant, les équations du modele sont différentes selon la phase de croissance (croissance
végétative, la phase stationnaire et le déclin) et I’utilisation du modele est d’autant plus
complexe que la mesure expérimentale de concentration en glucose est nécessaire. De plus,
ce modele contient de nombreux parametres sans signification biologique.

Le modele de Morimoto et al. (2011) est un des modeles les plus aboutis et répond
plus ou moins aux différents criteres (Fig. 1.5). Il integre des parametres qui ont une
signification biologique. Ces parametres sont la variable de décision d’entrée en sporulation
p(t) qui rend compte de la variabilité individuelle, et 4 qui a été défini par le temps entre
I’engagement en sporulation et la lyse de la cellule mere. Cependant ce modele contient des
approximations. En effet, le modele décrit 1’évolution du nombre de cellules engagées en
sporulation et ne décrit pas explicitement le nombre de spores au cours du temps. De plus,
les cellules engagées ne sont pas distinguées des spores déja formées. D’autre part, aucune
méthode expérimentale n’a été proposée pour quantifier la variable de décision d’entrée en
sporulation. Un dernier inconvénient est que ce modele tient compte de la consommation ou
la libération de nutriments dans le milieu et de la mort cellulaire qui sont autant de variables

supplémentaires a mesurer, ce qui complexifie I'utilisation du mode¢le.
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Conclusions du chapitre 1

La sporulation bactérienne est un processus de différenciation cellulaire trés bien
décrit au niveau physiologique, et plus particuliecrement chez I’espéce modele B. subtilis.
L’¢état de D’art sur la physiologie de la sporulation bactérienne a permis de rappeler les
éléments impliqués dans le processus de la sporulation, du déclenchement a 1’aboutissement
d’une spore mature. Le processus de sporulation est déclenché et modulé par des éléments
extrinseques: des facteurs environnementaux physiques (pH, température, pression
osmotique), des facteurs environnementaux moléculaires ou chimiques (acides, sel), des
facteurs moléculaires inhérents a la physiologie cellulaire (phéromones, molécules du
quorum sensing, de communication cellulaire) et des éléments intrinseques a la cellule, au
niveau subcellulaire (boucles rétroactives, d’autorégulation, bruit cellulaire généré par des
variabilités d’expression génique par exemple). Cette synthése bibliographique a notamment
permis de rappeler les facteurs environnementaux ayant un impact sur la sporulation dans la
chaine alimentaire (le pH, la température, I’activité de 1’eau et la disponibilité en oxygene)
et pouvant étre utilisés comme leviers pour limiter ce processus dans 1’environnement
industriel. La question qui se pose alors est: « comment ces facteurs environnementaux
d’intérét impactent la sporulation ? ». Peut-on prévoir leur impact pour mieux gérer le risque
de sporulation au cours d’un procéd¢ alimentaire?

La gestion des risques microbiologiques en agroalimentaire repose en partie sur les
outils de microbiologie prévisionnelle. Contrairement a la croissance bactérienne, les modeles
prévisionnels de sporulation sont peu nombreux et peu utilisés. Différents criteres permettent
de caractériser les modeles tels que la simplicité d’utilisation, la facilité de récolte des données
expérimentales ou encore la signification biologique des parametres. Les modeles cinétiques
de sporulation présentés répondent a des critéres différents selon 1’objectif pour lequel ils ont
été développés. Certains modeles sont simples et efficaces pour décrire les cinétiques de
sporulation mais n’intégrent pas des parametres représentatifs du processus de sporulation.
D’autres modeles décrivent la cinétique de sporulation en tenant compte de la dimension
physiologique de ce processus. Cependant, ces modeles présentent divers inconvénients
comme la difficulté d’acquisition des données expérimentales, la difficulté d’application du
modele ou encore la signification de certains parametres. Finalement, il est important de
souligner qu’aucun modele secondaire permettant de prévoir la sporulation en fonction des

facteurs environnementaux, n’a été propos¢ a ce jour.
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Annexe:
Bacillus subtilis: un modéle bactérien d’étude

L’¢état de I’art sur la sporulation bactérienne et plus particulierement aux niveaux
physiologiques et moléculaires a permis de mettre en lumiere 1’étendue des connaissances
apportées sur I’espéce modele Bacillus subtilis. B. subtilis est une bactérie gram-positive, aéro-
anaérobie, catalase positive, sporulée et mésophile, retrouvée principalement dans le sol [1].
Elle est en forme de batonnet de 2 a 4 um et possede une ciliature péritriche qui la rend mobile.
Elle appartient a I’embranchement des Firmicutes, a la classe des Bacilli, a ’ordre des
Bacillales, a 1a famille des Bacillacées et au genre Bacillus. Elle est non pathogene et est un
organisme d’altération des produits alimentaires [2, 3]. Elle est capable de se développer dans
de larges gammes de facteurs environnementaux, de sporuler et de former des biofilms. Elle est
capable de cannibalisme pour survivre au détriment d’autres cellules. Elle peut également entrer
dans un état de compétence c’est-a-dire qu’elle peut capter de I’ADN exogeéne pour acquérir de
nouvelles capacités métaboliques. Par ailleurs, B. subtilis BSB168 est la premiere bactérie gram
positif dont I’intégralité du chromosome a été séquencé [4]. Son génome est bien annoté et de
nombreux outils moléculaires sont disponibles pour cette souche.

L’objectif des travaux de cette thése étant le développement d’un modele de sporulation
et sa validation expérimentale, la question du choix du modéle bactérien s’est posée. Les vastes
connaissances du mécanisme de sporulation au niveau moléculaire de B. subtilis permet de
proposer des stratégies expérimentales pour valider la théorie du modele développé. De plus,
cette espece est facilement manipulable génétiquement et de nombreux mutants sont
disponibles dans les banques ou dans d’autres laboratoires qui étudient la sporulation. Ainsi,
des outils moléculaires sont disponibles pour valider expérimentalement le modele de
sporulation. Dans cette étude, nous avons utilisé la souche BSB1, dérivée trp+ (autotrophe pour
le tryptophane) de la souche modele BSB168 qui est #rp- (auxotrophe pour le tryptophane).
Cette souche a été fournie par ’institut MICALIS de I'INRA de Jouy-en-Josas.
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CHAPITRE 2:

DEVELOPPEMENT D’UN MODELE
CINETIQUE DE
CROISSANCE - SPORULATION
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1. Introduction et objectifs

Dans le chapitre précédent, les différentes catégories de modeles, leurs avantages et
leurs inconvénients ont été comparés. Plus particulicrement, les différences entre les modeles
descriptifs (plus phénoménologiques) et les modeles explicatifs (plus mécanistes) ont été
présentées. Ces deux types de modeles sont développés pour des objectifs différents. De
maniere générale, les modeles descriptifs sont souvent empiriques et ne permettent pas de
rendre compte de la dimension biologique du phénomeéne étudié. A I’inverse, les modéles
mécanistes permettent d’expliquer le phénomeéne a différentes échelles (moléculaire, cellulaire,
métabolique, etc ...) mais sont trés complexes et difficilement applicables. La microbiologie
prévisionnelle en agroalimentaire nécessite de disposer de modeles prévisionnels qui décrivent
correctement les phénomenes biologiques étudiés et qui considerent les capacités
physiologiques des microorganismes étudié€s. Ainsi, dans le cadre de ces travaux, le modele
cinétique de sporulation a développer doit répondre a cette double contrainte : décrire la
cinétique de sporulation et prendre en compte la dimension physiologique du processus de
sporulation.

L’objectif général de ces travaux de thése est de quantifier I’impact des facteurs
environnementaux sur les capacités de sporulation de Bacillus subtilis et de prévoir ces effets.
La premiere étape est de développer un modele cinétique de sporulation qui permet de décrire
I’évolution de la concentration en spores dans une culture bactérienne, au cours du temps.

Dans ce chapitre, le modele de sporulation développé est présenté sous forme de
publication soumise dans le journal Applied and Environmental Microbiology. Des précisions
et résultats complémentaires, indiqués par « Focus 1, 2 ou 3 », sont ensuite présentés en trois
parties. Le développement théorique du modele sera détaillé dans le « Focus 1 ». Pour
construire ce modele, certains choix ont été nécessaires pour construire et seront présentés dans
le « Focus 2 ». La comparaison entre le modele développé et deux modeles de sporulation de
la littérature au niveau de leur efficacité a décrire des cinétiques de sporulation sera I’objet du

« Focus 3 ».
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2.1. Abstract

Spore-forming bacteria are natural contaminants of food raw materials. Spores are bacterial
cells that are resistant to physical and chemical treatments. Sporulation can occur in many
environments from farm to fork, and the formation of these resistant cells allows the persistence
and the dissemination of the species. In order to predict spore formation over time, we proposed
a kinetic model that describes both the growth kinetics and the differentiation of vegetative cells
into spores. From the growth model, the addition of only two sporulation parameters was
necessary to describe the sporulation kinetics: the probability of a vegetative cell sporulating
and the time necessary to form a spore once the cell is committed to sporulation. The biological
meaning of these parameters was checked by using an experimental procedure that involves a
variant strain of Bacillus subtilis that produces the Green Fluorescent Protein as a marker of
sporulation initiation. The developed model accurately describes the growth and the sporulation
kinetics. Moreover, it provides physiological information on the temporal abilities of vegetative
cell to differentiate into spores.
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2.2. Importance

The growth-sporulation model we developed accurately describes growth and sporulation
kinetics. It describes the progressive transition from vegetative cells to spores with sporulation
parameters which are meaningful and relevant to the sporulation process. The first parameter
is the mean time required for a vegetative cell to differentiate into a spore (i.e. the duration of
the sporulation process). The second sporulation parameter is the probability of each vegetative
cell forming a spore over time. This parameter assesses how efficient the sporulation process
is, how fast vegetative cells sporulate and how synchronous the bacterial population is for
sporulation. The model constitutes a good tool to describe the growth and the sporulation
kinetics in different environmental conditions. Moreover, with its sporulation parameters, it
offers qualitative information on the sporulation behavior of a bacterial population over

culturing time.

2.3. Introduction

Spore-forming bacteria are common contaminants of food, often leading to food
poisoning or food spoilage. Many studies aim to gain a better understanding of the ecological
niches of spore-formers to prevent raw material contamination (1-3). Others aim at preventing
vegetative growth in foods according to environmental factors (4—6) or at inactivating spores
by chemical or physical treatments (7-12). Some studies reveal that sporulation can occur
during a food process such as in the milk powder process (13—15). In this case, sporulation
leads to an increase in the spore concentration in foods and the sporulation conditions affect the
quantity and the resistance properties of spores to subsequent chemical or thermal treatments
(12, 16).

While predictive microbiology has proven its efficiency to describe the growth of
vegetative cells, the sporulation process is sparsely modeled. On the one hand, more
mechanistic (explicative) models of sporulation have been suggested to describe the decision-
making process to initiate sporulation at cellular and molecular level, according to
environmental stimuli (17-19). These models are too complex for a food application because
they contain numerous parameters, and they need too many experimental data that are
experimentally complicated to obtain. On the other hand, more empirical models of sporulation

can be found in the literature. Most of them are simpler to use and can be used to describe the
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evolution of spore counts over time. However, they work independently of vegetative growth
(20, 21), without taking into account the fact that sporulation is a differentiation process of
vegetative cells into spores. Nevertheless, growth and sporulation are closely interdependent
physiological processes (22). Sporulation occurs following different signals such as nutrient
starvation and communication molecules of quorum sensing, that require previous bacterial
growth.

The objective of this work was to develop a model that describes the sporulation kinetics
from the growth kinetics of vegetative cells. Therefore, the parameters required to assess the
temporal heterogeneity of the sporulation of the vegetative population over time, the time that
the vegetative cells needed to complete the sporulation process and the sporulation efficiency.
To assess the biological meaning of the sporulation parameters, the Bacillus subtilis variant
SpollAA-gfp (amyE::(Psponaa-gfp-cat)) was used. This variant produces a fluorescent molecule
when the promoter of the gene spollAA is activated, i.e. when the sporulation process is

initiated.

2.4. Materials and methods

2.4.1. Biological material and strain storage

The strain BSB1, which is an autotrophic derivative of B. subtilis 168 for tryptophane (trp™)
(23, 24), and B. subtilis strain AC699 (amyE::(Pspoiiaa-gfp-cat) thrC::Psap-cherry) (25) were
kindly provided by the MICALIS institute, at the Jouy-en-Josas center of the French National
Institute for Agricultural Research (INRA).

The variant strain SpollAA-gfp (amyE::(Psporaa-gfp-cat)) of B. subtilis BSB1 was built. It
contains the fusion of the gfp gene that codes for the Green Fluorescent Protein GFPmu (26)
with the promotor of the gene spollAA (Psponaa) that is a marker of the early stage of sporulation
and controls the initiation of sporulation. The activity of this promotor is high enough to
produce a sufficient amount of GFP to be detectable by spectrophotometry (24). Moreover, the
GFPmue is stable for 7 days (27) and in a pH range of 5.0 to 10.0 (28). These environmental

conditions were in agreement with our experimental conditions described above.

This strain was obtained by transformation of the wild type strain B. subtilis BSB1 with the
genomic DNA of the strain B. subtilis AC699, by using the natural competence of B. subtilis.
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To do so, B. subtilis BSB1 was grown overnight on Luria Bertani plates, (Difco™, Becton,
Dickinson and Company) at 37 °C. After incubation, a colony was re-suspended in MG1
medium composed of MG medium (2g/L (NH4)2SO4, 1 g/l Na3sCcHs07, 14 g/L. K;HPO4 ,3H>0,
6 g/L. KH2PO4, 0.5% Glucose and 15.6 mM MgSOs) with an added 0.025% casamino acids and
0.1%, yeast extract for 4 h 30 min at 37 °C under 200 rpm agitation. A 10-fold dilution was then
carried out in MG2 composed of MG medium to which 0.012% casamino acids, 0.025% yeast
extract, MgS0425mM and Ca(NOs)> 8mM had been added. The suspension was incubated for
1 h 30 min at 37 °C under 200 rpm agitation (29). 200 pL of the suspension in MG2 was added
to 0.1 uL of genomic DNA extracted from the strain AC699 with a High Pure PCR Template
Extraction Kit (Roche Dignostics, Meylan, France) and incubated for 30 minutes at 37 °C. The
cells were plated on LB containing 100 pg/mL of chloramphenicol and the colonies which
developed were selected after incubation for 24 h at 37 °C. The inability of the strain SpolIAA-
gfp to degrade starch was also verified on starch plates with iodine revelation in order to check

the insertion of the cassette in the locus amyE.

Each selected colony was isolated on LB plates and incubated overnight at 37 °C. A
colony was re-suspended in Luria Bertani Broth, Miller (Difco™, Becton, Dickinson and
Company) under 100 rpm agitation at 37 °C for 4 hours. From this pre-culture, a 100-fold
dilution was performed in 100 mL of LB broth in flasks, in the same culture conditions for 3
hours. A second dilution was then performed in the same conditions. When the early stationary
phase was reached after a 5-hour culture, glycerol was added to the bacterial suspension at a
final concentration of 25 % w/w in cryovials. The bacterial cells in cryovials were stored at

-80 °C.

2.4.2. Monitoring the kinetics of growth, sporulation and fluorescence

Vegetative cells of the two strains B. subtilis BSB1 and SpollAA-gfp were inoculated
from the cryovials at an initial concentration of 1000 CFU/mL in 250 mL flasks filled with 100
mL LB broth, supplemented with sporulation salts (30). The bacterial cultures were performed
under 100 rpm agitation, at 40 °C, which is close to the optimal growth temperature, and at two
suboptimal temperatures for growth and sporulation (27 °C and 49 °C). The incubation was
performed in darkness to prevent excitation and degradation of the GFP produced by the strain
SpollAA-gfp.

The growth kinetics were monitored by pouring 1 mL of the relevant dilution into
nutrient agar (BIOKAR Diagnostics, Beauvais, France). Enumeration of colonies was
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performed after incubation of the plates for 24 hours at 37 °C (ISO 7218). Sporulation was
monitored by enumerating cells resistant to a 10-minute heat treatment at 80 °C. The heat

treatment was applied to the suspension samples using the capillary method (16).

The green fluorescence emitted by the total suspensions of the strains BSB1 (used as a
background) and SpollAA-gfp was monitored over time. 100 pL of the suspensions obtained
in shaking flasks (as previously described) were distributed in microplates and measurements
were performed with a microplate photometer (VICTOR™ X, PerkinElmer) equipped with an
excitation filter at 485 nm and emission filter at 535 nm for green fluorescence measurement.

The duration of the excitation was 1.0 s.

2.4.3. Development of the growth-sporulation model: theory (for more details, see

“Focus 1”)

The model of growth and sporulation can be divided into two modules: the first one
describes the growth of vegetative cells and the second describes the sporulation kinetics from
the growth kinetics.

The vegetative cells’ growth could be described by a classical primary model that has been

previously developed: the modified logistic model of Kono (31):

In(Ny), t; < A
ln(N(tl-)) = Nmax . (1)
In (1+N7I\"lgx)Xexp(—,umaxx(ti—l)) ot 2 A

with Ny the concentration of the inoculum (CFU/mL), 4 the lag before growth (h), timax the
maximum vegetative growth rate (h™'), and Ny the maximal concentration of total cells
(CFU/mL). More precisely, Nuax corresponds to the maximal concentration of vegetative cells
reached at the stationary phase. Once the first spores appear, Nuqx corresponds to the total cells,

1.e. the spores and the remaining vegetative cells that have not differentiated into spores.

At each time of culture, the vegetative cells have a sporulation probability P that could
be estimated by the proportion of vegetative cells that initiate the sporulation per unit of time
(h'"). Once a vegetative cell is committed to sporulation, the differentiation process needs some

time complete the sporulation process. This duration defines the time to form a mature spore
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(ty). Following our experimental process (see below), we defined a mature spore as a cell which

is resistant to a heat treatment of 10 min at 80 °C (32).

From these assumptions, the sporulation kinetics could be defined by equation 2, which
describes the concentration of spores S(t;), at a given time t; from the concentration of spores
S(t;_1) that were previously present at time t;_; added to the spores that appear between times
t;_, and t;. The spores that appear between t;_; and t; come from the proportion of vegetative
cells which intitiated sporulation at time t; — ty (Fig. 2.1).

This fraction of cells that commit to sporulation corresponds to the whole population of
vegetative cells (N (ti—tr)—S (ti)) which had a sporulation probability P(t; — tr) at time

t; — tr in equation 3 (Fig 2.1).

0, t; <ty

S(ti—1) + ([Nt — t7) = S(ti1)] X P(ti —tp)), t; > & 2)

S(t) = {

where N (ti - tf) are the total cells at time t; — tf, S(t;_;) are the spores at time t;_; and
P(ti — tf) is the probability of the vegetative cells committing to sporulation at time

t; — ty given in equation 1.

The probability to commit to sporulation was defined as the proportion of cells that
commit to sporulation over time. It was described with the normal (or Gaussian) probability
density which was weighted by the maximal proportion P..x of the vegetative cells to sporulate

(equation 3). (For more details, see “Focus 2”)

P(t) = P,.. X |—— x —05><(ti‘tﬂ)2 3
(i)_ max oxV2T exp . NG ()

with P(t;) the probability of forming a spore at time t (h™"), P,,4, is the maximal proportion of
vegetative cells forming spores (unitless). Pmax Was obtained at the time fuax (h) at which the
cell has the maximal probability of initiating sporulation and ¢ the standard deviation around

tmax (h).
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Fig. 2.1. Schematic representation of the growth and sporulation model.

The new spores that appear at time t; come from vegetative cells not committed to sporulation
N(t; - t) - S(ti.1) which were present ty hours earlier and had a sporulation probability
P(t;- ty). This probability was described with a Gaussian law as a function of time with three
parameters: Puax which corresponds to the maximal proportion of cells able to sporulate in
the same amount of time, tmax which is the time at which the cells have the highest probability
of sporulating (h), and 6 which is the probability scattering.

Let us note that the maximal propability to sporulate obtaines at time tuax P (€45 ) could

1
be calculated as follows: P(t;qx) = Pnax X P

Finally, the sporulation module of the global model of growth and sporulation becomes

equation 4:

0, t; <tf

“4)

St) = {S(ti—l) + [N(t; = t7) = S(ti—1)]| X Prax X [U%m X exp (—0.5 X (%)2)] Jti =ty

2.4.4. Methodology to assess the gsrowth and the sporulation parameters

The growth and the sporulation parameters of the model in equations 1 and 4 were estimated

in a three-step procedure.

In the first step, the primary growth model was fitted to the experimental counts

(In (CFU/mL)) to estimate the growth parameters (No, A, fmax and Nuax). Then, we considered
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that each cell of the strain SpollAA-gfp that commits to sporulation produces the same amount
of GFP, i.e. has the same fluorescence intensity. A sporulating cell is composed of a mother
cell and a forespore. The mature spore is released into the medium after lysis of the mother cell.
Consequently, the fluorescence measured in a bacterial population corresponds to the
fluorescence emitted by sporulating cells in addition to the fluorescence of the medium linked
to the GFP molecules released in the medium following the lysis of the mother cell.
Consequently, the accumulation of fluorescence could be directly related to the accumulation
of cells that have initiated the sporulation and ultimately, to the accumulation of spores i.e. the
sporulation kinetics.

In the second step, the experimental fluorescence data in logio (AU) were plotted against time
in order to estimate the mean time taken to initiate the sporulation (#n«x) and the probability
scattering o. The fluorescence of the wild type strain BSB1 was used as a background as the
wild type strain displayed auto-fluorescence. The two strains BSB1 and SpollAA-gfp were
cultivated concomitantly. The fluorescence emitted by the strain BSB1 was subtracted from the
fluorescence emitted by the strain SpollAA-gfp at each measuring point to assess the
fluorescence associated with the production of GFP by the strain SpollAA-gfp, hereafter
referred as the “fluorescence”. The fluorescence kinetics were fitted with the cumulative
distribution function for the normal distribution (equation 5). This function is used to assess the

probability of a cell initiating the sporulation over time (equation 3 and Fig. 2.1).
1 ti—tmax
F(t) = Epax X > X (1 + erf(cx—ﬁ» &)

with F(t;) the fluorescence at time ¢ (AU), Fna the maximal fluorescence (AU), fyax (h) the
time at which F. (UA) is obtained, ¢ the standard deviation around #u. and erf, the error
function of Gauss.

In the third step, the time taken to form a spore (#) and the maximal proportion of sporulating
Pax Were estimated: the sporulation curves were fitted with the Gaussian distribution function

(equation 6) modified as follows:

1 ti—tmax—t
P(t;) = Bpax X N(t;) X 2 X (1+erf (Tzf) (6)
with N(t;) the concentration of total cells (equation 1), #ax (h) the time at which F.r (UA) was
obtained, P,,,, was the maximal proportion of sporulating cells, and o (h) the standard deviation
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around #max (h). Pmax and tnax Were estimated in the previous step, by fitting the fluorescence
kinetics in equation 5, and were used as inputs in equation 6 to fit the sporulation kinetics. The

two parameters fitted on the sporulation kinetics were P, and the time to form a spore .

2.4.5. Statistical procedures and analysis

The growth and sporulation parameters of equations 1 to 6 were estimated by minimizing
the Error Sum of Squares (fmincon, Optimization Toolbox; MATLAB 7.9.0; The Math-works,
Natick, USA) (Eq. 7). 95% confidence intervals were estimated with the nlparci function of the
Optimization Toolbox (MATLAB 7.9.0; The Math-works, Natick, USA).

ESS = %(y;i — 91)? ™)

with y;the experimental data for the concentration of total cells or spores (In (CFU/mL)) or

fluorescence (AU) and J; the value calculated with the model.

The goodness of fit of the model was assessed with the RMSE (Root Mean Square

Error):

RMSE = /E—SS (8)
n—p

with ESS, the Error sum of squares calculated in equation 7, n, the number of experimental data

and p the number of parameters of the model.

The likelihood ratio test (33) was used to check that the growth and sporulation kinetics
were not significantly different between the wild strain BSB1 and the strain SpollAA-gfp which
produces the GFP. The growth and sporulation parameters were estimated for both strains and
the ESS were calculated (ESSunconstrained). Then, the values the parameter estimates obtained
with the wild type strain BSB1 were used as inputs to describe the kinetics of the strain
SpollAA-gfp. The corresponding ESS was calculated (ESSconsirained). To compare the quality of
fit with the model with fitted parameters or inputs, the likelihood ratio (Si) was calculated as

follows (Huet et al., 2003):
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Sy = n X In (Soconstrained ) ©)

ESSunconstrained

where 7 is the number of experimental data, ESS,,,constrainea 15 the ESS obtained by fitting the
8 growth and sporulation parameters to the kinetics of the strain SpollAA-gfp and
ESS onstrainea 18 the ESS obtained with the 8 parameters estimated on the strain BSBI1 as
inputs. The value was compared with the Chi-squared value (15.51) that corresponds to a degree

of freedom of 8 and a tolerance threshold a of 5%.

2.5. Results

2.5.1. Description of the growth, fluorescence and sporulation Kinetics of B. subtilis

BSB1 in favorable conditions for sporulation.

The growth and sporulation kinetics were not significantly different between the wild
type strain BSB1 and the variant SpollAA-gfp for the three temperatures tested. The values of
the likelihood ratio test were 8.37, 7.43 and 3.00 at 27 °C, 40 °C and 49 °C respectively, i.e.
inferior to 15.51 (a<5%). This allowed the wild type strain to be used as a background to
calculate the fluorescence linked to the production of GFP by the strain SpollAA-gfp.

The suggested model (equations 1 and 4) accurately described the growth and the
sporulation kinetics. The qualities of fit for growth and sporulation reached a global RMSE
value of 0.90 In (UFC/mL). At 40 °C, growth was fast with a maximal concentration of total
cells of 3.8 x 108 CFU/mL reached at 10 hours of culture. The lag time was estimated at 1.6 h
and the growth rate at 1.61 h'! (Fig. 2.2f and Table 2.1). During the growth kinetics, the strain
SpollAA-gfp produced GFP which was detected by its fluorescence. The fluorescence started
from zero and increased until it reached a maximal fluorescence value Fqxof 4.0 x 10* AU at
50 hours of culture. The maximal accumulation of fluorescence per unit of time was obtained
at 33 h of incubation (#4x) and with a standard deviation of 6.8 (Fig. 2.2d and 2e, and Table
2.1). The sporulation kinetics displayed a first phase of abrupt appearance of 10> CFU/mL and
a second phase with a more gradual appearance of spores over time. These two phases were
correctly described by the predicted kinetics. The maximal concentration of spores was
4.86 x 10° CFU/mL (Fig. 2.2f) and was directly linked to the maximal sporulation probability
P(tmax) Which was estimated at 3.6 x 10 h'! (Fig. 2.2e). The first spore per milliliter was

estimated to appear at 9.0 h of culture. This was consistent with experimental observations as
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the first spores were experimentally detected at 12 h of culture. Lastly, the time to form a spore

was estimated at 5.2 h.

2.5.2. Effects of temperature on the growth and sporulation abilities of B. subtilis

BSB1

At 49 °C, the growth of B. subtilis was enhanced compared to 40 °C with a growth rate
almost twice than at 40 °C. However, the maximal concentrations of total cells reached and the
lag time were not significantly different (Table 2.1). The fluorescence due to the production of
GFP was detected sooner, evolved more rapidly and the maximal fluorescence was 5 times
lower (Fig. 2.2g compared to Fig. 2.2d). The concentration of spores was affected almost
20,000-fold at 49 °C compared to 40 °C but the maximal probability to commit to sporulation
was affected only 2,000-fold. Thus, the maximal probability strongly impacted the maximal
concentration of spores but was not sufficient to explain this difference in the spore yield.
Nevertheless, the maximal probability was obtained 25.1 h sooner, when the concentration of
cells was much lower at 49 °C than at 40 °C. Consequently, the maximal concentration of cells
which were able to sporulate in the same time was also lower at 49 °C. Furthermore, the
probability was much less scattered with a standard deviation ¢ around #ax of 6.8 h at 49 °C
compared to 10.4 h at 40 °C (Fig 2.2h and e). The probability scattering had an impact on the
temporal accumulation of sporulating cells. When the probability scattering was low, cells were
able to sporulate in a shorter time frame which led to fewer cells that were able to sporulate
over time. Lastly, the sporulation process was faster at 49 °C than at 40 °C with times required
to form a heat-resistant spore (#) which were estimated at 4.1 h and 7.0 h at 49 °C and 40 °C
respectively.

At 27 °C, the growth rate was slightly affected. The growth rate was 35% lower and the
lag time was twice as high (with 4 values of 1.6 h and 3.1 h at 40 °C and 27 °C respectively),
compared to growth at 40 °C (Table 2.1). The fluorescence evolved more gradually from O h to
70 h at 27 °C compared to 40 °C (Fig. 2.2a). This led to a more scattered probability of
committing to sporulation at 27 °C with a ¢ value of 15.9 h compared to 10.4 h at 40 °C
(Fig 2.2b) which explains the more gradual appearance of spores at 27 °C (Fig 2.2c). The
maximal fluorescence was 20% lower at 27 °C, leading to the estimatation that the maximal
sporulation probability was about 3-fold lower at 27 °C. This explains why the maximal
concentration of spores was 4-fold lower at 27 °C compared to 40 °C. The time taken to form

a spore was estimated at 9 hours at 27 °C (as for 49 °C) compared to 5.2 h at 40 °C.
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Table 2.1. Estimations of the fluorescence, the growth and the sporulation parameters of B. subtilis at 27 °C, 40 °C and 49 °C.

heat-resistant spore

Parameter Meaning Related data 27°C 40°C 49°C
No Initial concentration of vegetative 10.2 13.12 11.5
(In (CFU/mL) | cells: inoculum size [9.6-10.7] [12.4-13.8] [11.1-11.9]
A (h) Lag before growth 3.1 1.6 1.2
Growth [2.2-3.9] [1.1-2.1] [0.9-1.4]
Umax (A1) Maximal growth rate Kinetics 1.05 1.61 2.90
[0.88-1.22] [1.33-1.88] [2.48-3.32]
Nmax Maximal concentration of total 20.1 20.0 19.1
(In (CFU/mL) | cells [19.7-20.4] [19.8-20.2] [18.8-19.4]
Fonax (AU) Maximal fluorescence of the | Fluorescence 4.11 x10* 5.13 x10* 9.79 x 10°
bacterial suspension AU kinetics [3.85 x 10*-4.35 x 10] [4.79 x 10*-5.47 x 10%] [7.39 x 10° -1.22 x10%]
(485/535nm)
o (h) Standard deviation around tmax 15.9 10.43 6.8
[12.5-19.4] [5.1-15.7] [-3.3-17.0]
tmax (h) Time at which the maximal 40.0 36.7 11.6
probability is reached [37.2-42.8] [33.1-40.3] [3.0-20.2]
Poax Maximal proportion of vegetative | Sporulation 8.86 10 242103 425107
cells sporu]atjng kinetics [4.30 x 10*-1.43 x 1073] [9.14 x 104-3.03 x 103] [1.01 x107-7.51 x 1077]
P(tmax) (h')) | Maximal probability to sporulate 2.22 x107 5.44 x107 2.49x10%
tr(h) Time to form a spore from 7.4 7.0 4.1
commitment to the formation of a [7.4-7.4] [7.0-7.0] [4.0-4.3]
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Fig. 2.2. Fluorescence, growth and sporulation Kinetics of B. subtilis at 27°C (a, b and c), 40°C (d, e and f) and 49°C (g, h and i).
The values of fluorescence (o) were fitted with the normal density function (solid lines in a, d and g) and the corresponding probability densities
(b, e and h) with the three sporulation parameters of equation 6: Pnax, tmaxand o. The concentration of total cells (o) and the concentration of
spores () over time were fitted with the growth sporulation model in equations 1 and 4 (in c, f and i).
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2.6. Discussion

2.6.1. A Kkinetic model of growth and sporulation which accurately describes the

orowth and sporulation curves

A model was proposed to jointly describe the growth and the sporulation kinetics of B.
subitlis BSB1. This model was based on theories on the physiology of the sporulation process.
It was developed as a differentiation model of vegetative cells into spores. This model
integrated two meaningful parameters which characterize the sporulation process: the
probability of forming a spore that accounted for the temporal heterogeneity of the sporulation
decision over time and the time taken to form a spore.

The growth-sporulation model was efficient to describe the growth and sporulation
curves at the three temperatures tested. Indeed, it allowed the time at which the first spores
appeared and the maximal concentrations of spores to be accurately computed. It was even
more accurate than previous sporulation models with lower RMSE values (results not shown)
(20, 21). In particular, these models did not succeed in describing the smooth emergence of the
spores as observed at 40 °C and 27 °C. In some cases, the use of these models led to aberrant
estimations of the time needed to see the first spores and the maximal concentration of spores

(results not shown, for more details, see “Focus 3”).

2.6.2. The fluorescence kinetics of the strain SpollAA-gfp provide qualitative and

quantitative data on the sporulation behavior

The strategy used to experimentally assess the sporulation parameters consisted in the use
of the strain SpollAA-gfp. This strain produces a fluorescent protein GFPmu2 (26) when
sporulation is initiated. As the GFP is stable over the time of culture (27, 28), the accumulation
of fluorescence emitted by the strain SpollAA-gfp was directly linked to the accumulation of
sporulating cells. The fluorescence curves followed a Gaussian law (or normal law). This law
gives information on sporulation efficiency with the maximal proportion of vegetative cells
sporulating Pmax, and assesses how fast the cells sporulate with the time #u... The scattering
probability ¢ accounted for the temporal heterogeneity of sporulation, in other words, how

heterogeneous or synchronous the bacterial population is over time, for initiating sporulation.
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For many biological processes, heterogeneity is the result of the multiscale organization
of life as explained elsewhere (34). This heterogeneity can be explained by both intrinsic and
extrinsic factors. As an example, the stochastic variations at cellular and molecular levels could
explain the heterogeneity of sporulation behavior between cells of the same population (35).
Sporulation also depends on external factors such as nutrient starvation, which becomes
increasingly severe over time, and quorum sensing molecules that accumulate over time.
Moreover sporulation heterogeneity also rises with the heterogeneity of other behaviors such
as entry into competence, cannibalism or dormancy (36, 37) that could delay the entry into

sporulation.

Little information is available in the literature on the time taken to form a spore according
to environmental conditions. The experimental strategy we used allowed the time to form a
spore to be estimated in the three conditions tested. Sporulation takes 7 to 10 hours to complete
from the early stages of sporulation to the formation of a free spore, in optimal conditions (32).
Numerous authors have studied the temporal activation of sporulation genes through this
process (38—40). This has led to estimations that about 1 h elapses between the first stage of
sporulation (the activation of master regulator SpoOA) and the initiation of sporulation (the
activation of spollAA). These observations were consistent with the data of this study where the
time taken to form a heat-resistant cell (assumed to be a spore) was estimated at between 4.0

and 7.4 h for the environmental conditions we tested.

2.6.3. Effects of environmental factors on the sporulation behavior

Different aspects of the sporulation process could be assessed with the sporulation
parameters: the time taken to form a spore (#7) and the probability (Pmax, tmax, 0) of sporulation
being initiated over time.

The sporulation process was completed more rapidly at 49 °C. At this temperature,
growth was also higher than at 27 °C and 40 °C. This supports the hypothesis that a common
machinery is used for growth and sporulation, which is more efficient at 49 °C than at lower
temperatures. However, sporulation was more efficient at 40 °C at which the first spores
appeared sooner and the maximal concentration of spores was the highest. The low proportions
of cells which could sporulate at 49 °C could be explained by the rapid physico-chemical
degradation of the medium provoked by such a high temperature. Deterioration of the medium
could disadvantage further physiological processes such as sporulation; this hypothesis is

supported by the rapid cell decline observed at 49 °C (Fig. 2.21).
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The bacterial population sporulated more synchronously at 49 °C whereas at 40 °C, the
bacterial cells sporulated more heterogeneously over time. Various hypotheses could explain
this result. First, the temperature affects the membrane fluidity by modifying the composition
of fatty acids, which finally affects the activity of the sensors such as the histidine kinase KinA
(41). Moreover, the other differentiation processes such as entry into competence or
cannibalism are also impacted by the environmental factors. For instance, B. subtilis displays
cannibalistic behavior at 40 °C but not at 45 °C (42). Consequently, we could argue that fewer
differentiation opportunities are possible at 49 °C, which leads to a lower heterogeneity of

behaviors at this temperature.

2.7. Conclusions

A kinetic model was developed to describe both growth and sporulation as a
differentiation process from vegetative cells into spores. On the one hand, the model describes
the growth with the classical logistic model of Kono modified by Rosso (31). On the other hand,
the models can be used to describe the sporulation kinetics from the growth kinetics with
parameters which are specific to sporulation: the time to form a spore and the probability of
forming a spore over time. The biological meaning of the sporulation parameters was assessed
experimentally, providing both quantitative and qualitative information at the physiological
level on the sporulation process. The sporulation parameters led us to determine that at
suboptimal sporulation temperatures, the vegetative cells commit to sporulation more
synchronously, in lower amounts and belatedly. In the literature, few data are available on the
time needed to complete the sporulation process and on the temporal behavior of vegetative
cells for sporulation, according to environmental conditions of culture. The experimental
procedure we put in place to estimate the sporulation parameters experimentally offers
opportunities to better assess and understand spore formation according to environmental

conditions.
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3. Focus 1 : Développement du modele de
croissance-sporulation: stratégie

3.1. Définir le modele a développer : exigences, pré-requis et
contraintes

L’objectif de ce chapitre est de proposer un modele cinétique de sporulation en utilisant
le modele bactérien Bacillus subtilis BSB1. Le modele doit répondre a la double contrainte de
(i) décrire quantitativement la sporulation dans le temps et (ii) de rendre compte des capacités
physiologiques de sporulation du microorganisme :

(i) Le premier role du modele est de décrire la dynamique de sporulation et de quantifier
des données d’intérét en agroalimentaire tels que le temps de formation des premieres spores,
la vitesse d’apparition des spores ainsi que la concentration maximale en spores. La variable
d’intérét est donc la concentration en spores, ce qui conduit a proposer un modele développé a
I’échelle populationnelle.

(i1) Le modele doit également rendre compte du comportement de sporulation au niveau
physiologique. Afin de répondre a cette contrainte, le processus de sporulation doit étre défini.
C’est un processus de différenciation des cellules végétatives en spores. En d’autres termes, le
lien entre les spores et les cellules végétatives dont elles proviennent doit étre établi. La
sporulation est déclenchée par la carence nutritionnelle et la communication cellulaire en lien
avec une forte densité cellulaire. L’engagement en sporulation est directement liée a la vitesse
de division des cellules végétatives (43). Ces connaissances font donc ressortir une deuxieme
contrainte, a savoir qu’a I’échelle populationnelle, une croissance bactérienne est nécessaire
avant que les premieres cellules ne s’engagent en sporulation. La croissance végétative des

cellules doit donc étre prise en compte également pour décrire la sporulation.

En conclusion, le modele a développer est un modele a 1’échelle populationnelle qui
associe la cinétique de sporulation a la cinétique de croissance, en décrivant la différenciation

des cellules végétatives en spores.
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3.2. Hypotheses sur le processus de sporulation

Le modele de croissance-sporulation a été développé a partir des hypotheses, des
simplifications et des observations suivantes :

(1) Au début de la culture bactérienne, seules des cellules végétatives sont inoculées dans
un milieu riche et frais, 4 une concentration de 1’ordre de 103 UFC/ml. Les cellules végétatives
constituant cette population initiale sont dans un état physiologique et des conditions
environnementales qui ne permettent pas 1’initiation de la sporulation dés 1’inoculation. En
effet, a cette premiére étape, le milieu est riche en nutriments et les cellules n’ont pas encore
produit de métabolites (et plus particulierement, des molécules de communication cellulaire).

(i1) A tout instant de la culture, les cellules végétatives ont plusieurs options d’évolution: se
multiplier, entrer en dormance, former un biofilm, entrer dans un état de compétence, s’engager
un comportement cannibale, se lyser, ou sporuler. Nous avons simplifié ces possibilités
d’évolutions en trois options : la croissance, le maintien cellulaire ou la sporulation. Par ailleurs,
les cellules engagées dans le processus de sporulation peuvent se lyser avant de former une
spore mature (44). Cependant, par simplification, seules les cellules qui conduiront a la
formation d’une spore mature seront prises en compte dans 1’option de sporuler.

(ii1) Une fois la cellule engagée en sporulation, ce processus requiert un certain temps pour
aboutir a la formation d’une spore mature. Ce temps a ét¢ défini par le temps de formation de
la spore. Plusieurs définitions de la spore mature existent (32). Ici, pour des raisons
expérimentales, une spore a été considérée mature lorsqu’elle est thermorésistante (résistante a

un traitement de 10 minutes a 80°C qui €élimine les formes végétatives).

3.3. Le développement du modele: différentes sous-populations
co-existent dans une population bactérienne en cours de
culture.

D’apres notre premicre hypothése, seules des cellules végétatives sont initialement
présentes dans la suspension bactérienne en début de culture. Ces cellules végétatives inoculées
se développent suivant une cinétique classique de croissance : le modele logistique avec délai

de Kono modifié par Rosso (31) rappelée ci-dessous (équation 1).

ln(NO), t; < A
In(N(t;)) = 1n< Nmasx >,ti - (1)

(1+NTI(;(;IX) XeXp(_umaxx(ti_)l))
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avec N(t;) la concentration en cellules (In (UFC/ml)) a un instant t;, No est la concentration
de I’'inoculum (UFC/ml), Nmax est la concentration maximale en cellules (UFC/ml), 4 est la

latence avant croissance (h) et fmqx est le taux de croissance maximal (h!).

Pour décrire la différenciation des cellules végétatives en spores, différentes sous-populations
bactériennes coexistent dans la  population Dbactérienne et sont distinguées
(Tableau 2.2 et Fig. 2.3). A chaque instant de la culture, toute cellule végétative a la possibilité
de s’engager en sporulation. A ’échelle de la population, cette probabilité de sporuler P a été
définie par la proportion de cellules qui s’engagent en sporulation V. parmi les cellules
végétatives non engagées (Vye) et par unité de temps (ici, le aps de temps choisi a été 1 h). Une
fois les cellules engagées en sporulation, elles conduiront a la formation de nouvelles spores
matures (Sa) qui apparaitront apres un certain temps (#7) correspondant au temps de formation
de la spore. L’évolution du nombre de spores au cours du temps a donc été décrite selon une

relation de récurrence rappelée en équation 2.

0, t; <ty

Sth) = S(ti-1) + ([N(ti = tr) = S(ti-1)] x Pti—ff)'ti =1

2)

avec S(t;) la concentration en spores a l’instantt;, S(t;_1) est la concentration en spores a
I'instant précédentt;_q, N(t; — t5) est la concentration en cellules totales a I’instant (¢; — tf) et

Py ¢ ;- est la probabilité des cellules végétatives de sporuler (h'!) a I’instant (¢t; — tr). Les

concentrations sont exprimées en UFC/ml.

Tableau 2.2. Sous-populations coexistant dans une suspension bactérienne sporulante et
quantification de leurs concentrations.

Spores®
S (t)

Cellules végétatives déja engagées en
sporulation (ou cellules sporulantes)®
Cellules totales? Vs (t) =S (ti+tp) — S (ti+1)
N (t:) Cellules végétatives® Cellules végétatives qui s’engagent en
V (t) =N (t)-S (t;) sporulationb
Ve (t) =S (ti+tr) — S (ti+t-1)
Cellules végétatives pas encore engagées en
sporulation®
Ve () =V (1) — Vs () - Ve (D)
Les concentrations en cellules totales et en spores sont déterminées expérimentalement ()
et les concentrations des autres sous-populations sont déduites par le calcul (*).
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Probabilité:

ti -tf ti

Fig. 2.3. Représentation schématique de I’évolution temporelle des sous-populations
constituant une suspension bactérienne.

Les cellules totales N (B1) comprennent les cellules végétatives V et les spores S (). Les
cellules végétatives sont elles-mémes distinguées en 3 sous-populations : les cellules non-
engagées en sporulation V,. (1), les cellules déja engagées en sporulation ou sporulantes V;
("5) et les cellules qui s’engagent en sporulation V, (88) a un instant donné t. Parmi les
spores, on distingue les spores déja présentes S de celles qui apparaissent S, a un instant
donné t.

Le modele de sporulation développé décrit de manicere théorique, la cinétique de
sporulation a partir de la cinétique de croissance avec des parameétres qui reflétent le processus
de sporulation: le temps de formation de la spore # et la probabilité des cellules végétatives de
sporuler P. Dans la section précédente (2. Differntiation of vegetative cells into spores: a kinetic
model applied to Bacillus subtilis), la signification biologique de ces parametres a été évaluée
expérimentalement. Plus particuliérement, nous avons déterminé que la probabilité des cellules
a s’engager en sporulation évoluait au cours du temps. Il a donc été nécessaire de décrire cette

évolution (Focus 2).
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4. Focus 2 : Choix de la loi de probabilité
pour la description de la probabilité
d’engagement en sporulation au cours du
temps

4.1. Rappel du contexte et principe de la stratégie utilisée

Dans I’article présentant le modele cinétique de croissance-sporulation, une stratégie
expérimentale a été proposée et utilisée pour évaluer la probabilité des cellules végétatives a
s’engager en sporulation au cours du temps. Cette probabilité étant définie par la proportion de
cellules s’engageant en sporulation parmi les cellules végétatives totales, la stratégie a consisté

a décrire I’évolution du nombre de cellules initiant la sporulation au cours du temps (Fig. 2.4).

a) c) FONCTION DE REPARTITION
COEEDFi® o 0 & e = cumulative de I
COOCGEe e .0 /.0 .0 8
OO OOEe e e e 3=

@ FY@ ., @ |Fluorescence moyenne = TE'
COCOOOCEs. ‘ g’_g FONCTION DE
UAJUF £5 DENSITE
% = cellules s’engageant par
b) o heure
FONCTION DE REPARTITION T h (
= cumulative de fluorescence (UA) g (h)

Probabilité de sporuler
Cellules s'engageant en sporulation

" Cellules non engagées en sporulation

d) PROBABILITE DE SPORULER P
FONCTION DE DENSITE

Fluorescence (UA)

o & 3

= . = Proportion de cellules
Temps (h) 2T /1, s'engageant en sporulation

P 52 ! \ par heure

m = ! \
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s N
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Fig. 2.4. Représentation schématique de la stratégie expérimentale pour évaluer la
probabilité d’engagement en sporulation.

La stratégie expérimentale repose sur le suivi de la fluorescence de la suspension de B.
subtilis SpolIAA-gfp au cours du temps de culture (a). Les cellules végétatives qui ne se sont
pas engagées en sporulation () ne produisent pas de fluorescence. Les cellules qui sont
engagées dans la sporulation ou cellules sporulantes (=®) produisent de la fluorescence.
Lorsque la cellule meére se lyse (“::®), la fluorescence est libérée dans le milieu de culture
avec la spore mdture ().
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Expérimentalement, ceci a été réalisé en mesurant I’augmentation de la fluorescence de la
souche SpollAA-gfp qui produit la Green Fluorescent Protein (GFP) lorsque le promoteur du
gene spollAA contrdlant I’initiation en sporulation, est activé (Fig. 2.4a). La courbe de
fluorescence avait une allure sigmoidale pouvant étre décrite par une loi de probabilité. Pour
une méme loi de probabilité, deux fonctions existent: la fonction de répartition et la fonction de
densité qui sont composées des mémes parametres. La fonction de répartition est la fonction
cumulative de la variable étudiée. Dans notre étude, la fonction de répartition permet de décrire
la courbe de fluorescence (UA) qui correspond, plus précisément, a 1’accumulation de la
fluorescence au cours du temps (Fig. 2.4b). En considérant que chaque cellule s’engageant en
sporulation émet une fluorescence moyenne, 1’accumulation de la fluorescence (UA)
correspondait a I’accumulation de cellules (UFC/ml) qui ont initié la sporulation ou cellules
sporulantes (Fig. 2.4c). Cette cumulative de cellules sporulantes est également décrite par la
fonction de répartition de la loi de probabilité. Ensuite, afin de convertir cette cumulative de
cellules sporulantes en évolution des cellules qui sporulent au cours du temps, ¢’est la densité
de probabilité de la loi qui est utilisée (Fig. 2.4c). Cette fonction de densité permet alors de
décrire le nombre de cellules s’engageant en sporulation par unité de temps, autrement dit
I’évolution de la vitesse d’engagement en sporulation (UFC/ml/h). Finalement, la probabilité
d’engagement en sporulation est calculée avec le rapport entre les cellules s’engageant en
sporulation et les cellules végétatives qui ne sont pas encore engagées en sporulation. Cette
derniére opération permet d’avoir acces a I’évolution de la probabilité d’engagement en
sporulation au cours du temps (h!) (Fig. 2.4d).

Quatre lois de probabilité ont été envisagées et testées pour décrire la probabilité
d’engagement en sporulation au cours du temps: la loi normale centrée, la loi log-Normale, la

loi de Weibull et la loi Gamma.

4.2. Meéthode

4.2.1. Acquisition des cinétiques de croissance, de sporulation et de fluorescence.

Les courbes de croissance, de sporulation et de fluorescence en unité arbitraire (UA) de
la souche de B. subtilis SpollAA-gfp ont été obtenues en milieu Luria Bertani a 27°C en erlens,
conformément au « Matériel et Méthodes » présenté dans la section précédente
(2. Differentiation of vevetative cells into spores : a kinetic model applied to Bacillus subtilis).

D’autre part, 14 cinétiques de croissance-sporulation de la souche sauvage B. subtilis

BSB1 ont été obtenues en fermenteurs, dans 2 1 de bouillon cceur-cervelle, dans différentes
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conditions de température, pH et aw. Les conditions de culture seront précisées dans le chapitre
4 (Effet des facteurs environnementaux sur la sporulation bactérienne). Brievement, un seul
facteur environnemental variait d’une expérience a I’autre (température, pH ou avw), les deux
autres étant maintenus constants. Six niveaux de températures (20°C ; 25°C ; 30°C ; 37°C;
45°C ;49°C), cinqg niveaux de pH (5,0 ; 5,2; 7,0 ; 8,0 et 8,8) et cinq niveaux d’aw (0,996; 0,985;
0,975; 0,960 et 0,945, par addition de chlorure de sodium) ont été testés avec une condition

commune entre les trois facteurs qui était la condition standard a 37°C, pH 7,0, aw 0,996.

4.2.2. Lois de probabilité testées

Pour chaque loi de probabilité, une fonction de répartition et une fonction de densité
correspondante existent. La fonction de densité de probabilité de la loi représente 1’évolution
d’une variable dans le temps et sa fonction de répartition associée est la cumulative de la

variable.

4.2.2.1.Loi normale centrée ou loi gaussienne

Sa fonction de répartition est rappelée avec 1’équation 6 :

1 ti—tmax
P(t;) = Pax X3 X (1 + erf (Gx—ﬁ) (6)

Et sa fonction de densité est rappelée avec I’équation 3 :

P(t) = Ppax X x exp (—0.5 x (mex)?) 3)

1
ox\2T xv2

avec P(t;) la probabilité a I’instant # (h'), Ppg, est la proportion maximale de cellules

sporulantes, #xqx est le temps moyen de sporulation auquel P.qx est obtenu, et o est I’écart-type

autour de #nax (h), la fonction erf est la fonction d’erreur de Gauss.

4.2.2.2.Loi log-Normale

Sa fonction de répartition est donnée par :
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Prmax 1 l (ti)—
P(t) =2+ xerf () (10)

Et sa fonction de densité est donnée par :

N—11)2
P(t;) =~ 4 exp (- LX) (11)

tixox+2I1 2x0?

avec P(t;) et Pnax qui sont les mémes parametres que pour la loi normale, i est I’espérance de

la variable (h), o est 1’écart-type (h), et erf est la fonction d’erreur de Gauss.
4.2.2.3. Loi de Weibull

Sa fonction de répartition est donnée par :

k
P(t) = Ppax X <1 — exp <— (“fﬂ)) ) (12)

Et sa fonction de densité est donnée par :

tie 1e tie

P(t) = Ppay X = x (tt—")k_1 X exp (— (m)k) (13)

avec P(t;) la probabilité a I’instant #; (h"), Ppqyx €t fmax, les mémes paramétres que dans la loi
normale centrée, #;. est le temps auquel les premieres cellules s’engagent en sporulation (h) et

k est un parametre de forme.
4.2.2.4.Loi Gamma

Sa fonction de répartition est donnée par :

a?

v(ap)
I'(a)

P(t;) = Pnax X (14)

Sa fonction de densité de probabilité est :
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1 _ t;
P(t;) = Ppax X Faxr@ ;%1 X exp(— E) (15)

avec P(t;) et Py qui ont la méme définition que les parametres des lois présentées

précédemment, et o et ff sont des parametres de forme.

4.2.3. Ajustement des lois de probabilité

Les cinétiques de sporulation ont été ajustées avec le modele de croissance-sporulation
(en utilisant les différentes lois de probabilité) en minimisant la somme des carrés des écarts
(SCE ou ESS en équation 7) entres les valeurs expérimentales et les valeurs calculées par le

modele, rappelée ci-apres :

SCE =Yy — 9:)* (7

ou y; est la valeur expérimentale (observée) de la concentration en spores (In (UFC/ml)) et y;

est la valeur calculée par le modele.

Les qualités d’ajustement des modeles aux données expérimentales ont été évaluées
avec la RMSE (équation 8) et ont été comparées entre deux modeles avec le critere

d’information d’ Akaike ou AIC (équation 16) (33, 45).

RMSE = [2£ ®)

AIC=nx n(3E) +nx m@m) +n+2x @+ 1) (16)

ou n est le nombre de points expérimentaux, SCE est la somme des carrés des écarts (équation

11) et p est le nombre de parametres.
Pour la loi de Weibull, le test de maximum de vraisemblance (équation 9 rappelée ci-

apres) a été utilisé pour vérifier si le parametre k pouvait €tre fixé a une constante, et non estimé

pour chacune des courbes de sporulation.
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SCE}, -
S, =nx In(—tk=s

€))

SCEj ajusté

ou n est le nombre de points expérimentaux, SCE est la somme des carrés des écarts entre les
valeurs calculées et les valeurs expérimentales dans le cas ol k a été imposé a 5 (SCE-=5) et

dans le cas ou k a été ajusté (SCEk gjust¢)-

L’hypothése du test est que les qualités d’ajustement sont comparables entre les deux mode¢les.
L’hypothese est vraie si S; < 3,84 d’apres la table du khi-deux pour un degré de liberté valant

1 (c’est-a-dire qu’une seule contrainte a été imposée, a savoir sur le parameétre k) et un risque o

de 5%.

4.2.4. Critéres de choix du meilleur modéle de probabilité

Le choix entre ces quatre lois de probabilités a été fait sur quatre criteres.

1) Le modéle doit tout d’abord ajuster correctement la courbe de fluorescence cumulée de la
souche SpollAA-gfp (amyE :: Psgpomas-gfp). Le critére d’ajustement de la courbe de
fluorescence est prioritaire sur 1’ajustement de la courbe de sporulation car la loi de
probabilité doit rendre compte de la réalité biologique qui est évaluée avec la fluorescence
de cette souche.

2) Le mode¢le doit contenir des paramétres ayant une signification biologique.

3) Une fois implémentée dans le modele de croissance-sporulation (équation 4), la loi de
probabilité doit également, permettre d’ajuster correctement la courbe d’apparition des
spores.

4) Le mode¢le doit comporter un minimum de parameétres.

4.3. Reésultats

4.3.1. Ajustement des cinétiques de fluorescence avec les 4 lois de probabilité

Les cinétiques de fluorescence de B. subtilis SpollAA-gfp obtenues en milieu LB ont été
correctement décrites avec les quatre lois de probabilités (résultats non montrés). Par exemple,
la cinétique de fluorescence (logio (UA)) obtenue a 27°C a été€ ajustée avec la loi normale, la
loi de Weibull, la loi Gamma et la loi log-Normale avec des RMSE respectives de 0,104, 0,102,

0,099 et 0,075. Les cinétiques de sporulation ont été correctement ajustées également, avec des
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RMSE allant de 0,062 pour la loi normale a 0,079 pour la loi de Weibull. Sur ce seul critere
d’ajustement des cinétiques de fluorescence et de sporulation, le choix de la loi n’a pas pu étre

effectué.

4.3.2. Signification biologique des parameétres

Selon le deuxieme critere qui concerne la signification biologique des parametres de la loi
de probabilité, la loi Gamma et la loi log-Normale ont été écartées. La loi Gamma possede deux
parametres de forme a et £ qui n’ont pas de sens biologique, et la loi log-Normale possede un
parametre, I’espérance, qui est également difficilement interprétable au niveau biologique. A
I’inverse la loi de Weibull et la loi normale possédent des parametres qui sont interprétables
biologiquement. Par exemple, ces deux lois contiennent un parametre qui rend compte de la
probabilité maximale de sporuler P et du temps auquel les cellules ont le plus de chances de
sporuler noté ... La loi de Weibull contient aussi le parametre ¢, qui correspond au temps
auquel la premicre cellule s’engage et la loi normale contient un parameétre qui refléte le
caractere hétérogene ou synchrone de la population pour I’engagement en sporulation, avec la
dispersion de la probabilité ¢. Nous nous sommes donc intéressés par la suite a ces deux lois de
probabilité pour leur capacité a répondre au 3°™ critere a savoir, leur capacité 2 ajuster les

cinétiques de croissance-sporulation de B. subtilis BSB1.

4.3.3. Ajustement des cinétiques de croissance-sporulation avec la loi de Weibull et

la loi gaussienne

Dans un premier temps, les 14 cinétiques de sporulation obtenues en fermenteur, ont été
ajustées avec la fonction de densité de la loi de Weibull (équation 13). Cette loi contient un
parametre supplémentaire par rapport a la loi normale (le parametre k) et ce parametre n’a pas
de signification biologique. Afin de s’affranchir de ce parametre k, sa valeur a été imposée a
une constante. La valeur moyenne de k a été déterminée en moyennant ses valeurs estimées
avec le modele de Weibull pour les 14 cinétiques. La moyenne obtenue sur les 14 cinétiques
était de 4,7 (Fig. 2.5) qui a été€ arrondie a 5 pour son utilisation dans le modele de Weibull.

Dans un deuxieme temps, les 14 cinétiques ont été ajustées avec la fonction de densité de

la loi de Weibull modifiée, avec k=5. Sa fonction de répartition devient alors:

P, = Prgx X (1 — exp (— (“‘tﬂ)s) (17)

tie
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avec P;la probabilité a I’instant ¢ (h!), P, est la proportion maximale de cellules s’engageant
en sporulation (h™!), . est le temps auquel Py est atteint et z/. le temps auquel les premiéres

cellules s’engagent en sporulation (h).

Estimations de k
10

Fig. 2.5 : Répartition des valeurs de k du modele de Weibull pour 14 cinétiques de
croissance-sporulation. La moyenne des valeurs de k pour les 14 cinétiques de croissance

sporulation (@) était de 4,67 (= m:).

Les qualités d’ajustement de la loi de Weibull a 4 paramétres (équation 13) et de la loi de
Weibull modifiée a 3 parameétres (équation 17) ont été comparées avec le critére statistique
I’Alkaike Information Criterion (AIC). L’ AIC permet de pénaliser le modele qui contient le
plus de parameétres. Sur ce critére, la loi de Weibull modifiée a 3 paramétres, était plus
satisfaisante pour 11 cinétiques sur 14. Pour les 3 autres cinétiques (25°C, 49°C et aw 0,985),
les qualités d’ajustement étaient significativement différentes entre les deux lois de Weibull
(test du maximum de vraisemblance S1>3,84) mais graphiquement, les courbes de sporulation
¢étaient tout de méme convenablement décrites en utilisant la loi de Weibull modifiée (Fig. 2.6).
Ainsi, la loi de Weibull modifiée ave £=5, a été jugée plus satisfaisante que la loi de Weibull a
4 parametres pour décrire les cinétiques de sporulation.

Finalement, la loi de Weibull avec k=5 et la loi normale contiennent trois parametres
qui ont une signification biologique. Pour les confronter et décider de la loi la plus adaptée, les
qualités d’ajustement des cinétiques de sporulation ont été comparées entre ces deux lois sur le
critere de la RMSE. L’ajustement des cinétiques était meilleur avec le modele gaussien dans 8
cas sur 14 (résultats non montrés). Les descriptions des 6 autres cinétiques de croissance et de
sporulation étaient néanmoins satisfaisantes avec la loi gaussienne avec des RMSE faibles
allant de 0,30 a 1,21 (logio UFC/ml). Les trois cinétiques qui ont été le moins bien ajustées
parmi les 6, ont été obtenues a 37°C, pH 5,0, aw 0,996, a 20°C, pH 7,0, aw 0,996 et a 30°C, pH
7,0, aw 0,996 et sont présentées en Fig. 2.7.
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Fig. 2.6. Cinétiques de croissance (==) et de sporulation (=) de B. subtilis en fermenteur, en milieu BHI a 25°C, pH 7,0, aw 0,996 (a et b),
a 49°C, pH 7,0, aw 0,996 (c et d) et a 37°C, pH 7,0, aw 0,985 (e et f).

Les concentrations en cellules totales (O) et en spores thermorésistantes (0) (a,c et e) ont été ajustées avec le modéle de croissance sporulation
(équations 1 et 2) en utilisant la fonction de densité de la loi de probabilité de Weibull modifiée avec k=5 (b, d et f).
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Fig. 2.7. Cinétiques de croissance (=) et de sporulation (—) de B. subtilis BSB1 cultivé en fermenteur en milieu BHI a 37°C, pH 5,0, aw
0.996 (a et b), a 49°C, pH 7,0, aw 0.996 (c et d) et a 37°C, pH 7,0, aw 0.985 (e et f).
Les concentrations en cellules totales (0) et en spores thermorésistantes (0) (a,c et e) ont été ajustées avec le modéle de croissance sporulation
(équations 1 et 2) en utilisant la fonction de densité de la loi normale (b, d et f).
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4.4. Discussion et conclusion

Quatre lois de probabilité (normale, log-Normale, Gamma et la loi de Weibull) ont été

testées pour décrire 1’évolution de la probabilité de sporuler au cours du temps et ont été

comparées sur plusieurs criteres (Tableau 2.3).

Tableau 2.3. Critéres de choix de la loi de probabilité pour décrire la probabilité
d’engagement en sporulation au cours du temps.

Critere Importance Loi Loi log- | Loide Loi de Loi
du critere Gamma | Normale | Weibull | Weibull k=5 | normale

biologique des
parametres (*)
Ajustement de ++ ++ ++ ++ ++ ++
la fluorescence
cumulée
Ajustement des ++ ++ ++ ++ + ++
cinétiques de
sporulation
Nombre de + + + 0 + +
parametres
Score 8 5 5 5 6-7 8

Les critéres ont été classés par ordre d’importance avec 1, 2 ou 3 points attribués par
critere au maximum. Pour chaque critére, un nombre de points a été accordé selon que la
loi deprobabilité remplit plus ou moins le critere. Le critere de signification biologique
des parametres était un parametre décisif (*) qui écarte automatiquement les lois de
probabilité qui ne remplissent pas ce critére (loi Gamma et loi log-Normale).

Le premier critere de choix est leur capacité a décrire les cinétiques de fluorescence de
B. subtilis SpollA-gfp qui représentent la probabilité d’engagement en sporulation. Cependant,
ce premier critere n’a pas permis de choisir parmi les quatre lois puisque chacune d’elles
s’ajustaient correctement aux cinétiques expérimentales de fluorescence.

Le deuxieme critere important est la signification biologique des parametres des lois de
probabilité. Ceci a conduit a écarter les lois log-Normale et Gamma qui contiennent des
parametres de forme ou des parametres difficilement interprétables biologiquement.

La troisicme étape a consisté a comparer la loi de Weibull et la loi normale. La loi de
Weibull contient un parametre supplémentaire par rapport a la loi normale. Ce parametre est le
parametre de forme k qui permet de décrire une asymétrie a droite de la courbe de probabilité.
Nous avons alors proposé de nous affranchir du parametre k pour obtenir une loi de Weibull
modifiée contenant 3 parametres a significations biologiques, comme pour la loi normale. Ce

parametre k a été fixé a 5 et correspond a la moyenne des valeurs de k estimées sur 1I’ensemble
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des cinétiques de croissance-sporulation réalisées. Le dernier critere pour choisir entre la loi de
Weibull a 3 parametres et la loi gaussienne est le bon ajustement des cinétiques de croissance-
sporulation. Ce critere a conduit a déterminer que la loi gaussienne était plus adaptée pour la
majeure partie des cinétiques de croissance-sporulation.

Pour conforter le choix de la loi normale, il est important de remarquer qu’une valeur de k=5
permet de générer des courbes de probabilité dont I’asymétrie est peu prononcée (Fig. 2.6 b, d
et e). En d’autres termes, la loi de Weibull a 3 paramétres avec k=5 s’apparente a une loi
normale, symétrique. De plus, une valeur de k=5 n’est pas justifiable biologiquement pour une
future utilisation du modé¢le, dans d’autres conditions ou pour d’autres espeéces ou genres

bactériens.

En conclusion, la loi normale centrée (ou loi gaussienne) a été choisie pour décrire
I’évolution de la probabilité d’engagement en sporulation au cours du temps. Ses parametres
refletent I’hétérogénéité de comportement de sporulation de la population bactérienne au cours
du temps. Le premier parametre est la probabilité maximale de sporuler Puqx qui correspond a
la proportion maximale de cellules qui peuvent sporuler en méme temps. Il représente donc
I’efficacité de la sporulation dans la population. Le second paramétre est le temps #,.qx auquel la
probabilité maximale est obtenue, c’est-a-dire le temps auquel les cellules ont le plus de chances
de sporuler. Le troisieme parametre est la dispersion ¢ de la probabilité qui permet d’évaluer le

caractere synchrone ou hétérogene de la population bactérienne a sporuler.

5. Focus 3: Comparaison du modele de
croissance-sporulation avec les modeles
logistiques de sporulation de la littérature

La précision du modele de croissance-sporulation pour décrire la cinétique de
sporulation a été comparée aux modeles logistiques de sporulation de Baril ez al. (2012) (20) et
de Das et Sen (2011) (21). Ces modeles ont été choisis pour leur simplicité d’application et
pour leur capacité a décrire différentes courbes de sporulation. De plus, par rapport a d’autres

modeles de sporulation (32, 46), ces modeles déja été utilisés pour ajuster des cinétiques

expérimentales de sporulation publiées.
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5.1. Méthode

Trois cinétiques de croissance-sporulation de B. subtilis BSB1 ont été obtenues dans des
conditions environnementales différentes (Fig. 2.8). La souche a été cultivée en fermenteur,
dans un volume de 2,5 I de bouillon cceur-cervelle, sous une agitation de 250 rpm, une aération
de 2 I/min, a 25°C, pH 7,0 et a 37°C, pH 5,0. Une troisieme culture a été réalisée en erlens de
250 ml, dans 100 ml de milieu Luria Bertani, sous une agitation de 100 rpm, a 37°C. Ces trois
conditions environnementales ont été choisies car les cinétiques de sporulation présentaient des

courbes d’allures différentes.

Les trois cinétiques de sporulation ont été ajustées avec les trois modeles : le modele de
croissance-sporulation (rappelé en équations 1 et 4), le modele de Baril et al. (2012) (équation
18) et le modele de Das et Sen (2011) (équation 19).

L’ajustement des cinétiques avec les 3 modeles a été fait par minimisation de la SCE (fmincon,
Optimization Toolbox; MATLAB 7.9.0; The Math-works, Natick, USA) qui a également servi
de critére de comparaison de la qualité d’ajustements des mode¢les.

A partir des ajustements des cinétiques avec le modele de croissance-sporulation (équations 1
et 4), les valeurs de temps d’apparition des premicres spores (tis) et de la concentration
maximale en spores (Smax) obtenues ont été calculées pour étre comparées aux valeurs estimées

par les modeles de Baril er al. (2012) et de Das et Sen (2011).

ln(NO), t; < A
C W 0

(1+M)Xe—umaxx(ti—l) -
No

avec N(t;) la concentration en cellules totales au temps t; (UFC/ml), Ny et Npax sont
respectivement les concentrations initiale et maximale en cellules totales obtenues (UFC/ml),

Umax est le taux de croissance (h!), A est la latence avant croissance (h).

0, t; <ty

{S(ti_l) + [N(t; — ) = S(ti—1)] X Prax X [ = X exp( 0.5 X ( ;\7_“’()2)] 6=ty @

S) =

avec S(t;)la concentration en spores au temps ti, Py 4, €st la proportion maximale de cellules

s’engageant en sporulation, obenue au temps #uax (h), et o est la dispersion de la probabilité (h).
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0, t; <ty
1—exp(—usX(ti—tys)) (18)

log,o((S(t)) = )
l 1+exp(—psx(ti—t1s))’ i 2 tis

loglO(Smax) X

avec S(t;) la concentration en spores (UFC/ml) au temps t;, Snax est la concentration maximale
en spores (UFC/ml), u; est le taux maximal de sporulation (h™!), #;, est le temps d’apparition de

la premiere spore (h).

S(t) = Smax X | 1 — exp <— (t‘—tl> (19)

Hs

avec les mémes parametres que décrits précédemment (équation 18).

5.2. Résultats et discussion

Les courbes des cinétiques de sporulation expérimentales obtenues dans les trois
conditions testées étaient de formes variables. La cinétique de sporulation en fermenteur a 25°C,
pH 7,0 présentait une apparition abrupte des spores entre 36 h et 46 h de culture alors que la
cinétique a 37°C, pH 5,0 présentait une apparition plus progressive des spores de 18 ha 70 h
de culture environ. La cinétique en erlen a 37°C comportait deux phases d’apparition des
spores : une premiere correspondant a une apparition abrupte d’une premicre population de
spores (environ 3 logio (UFC/ml)) a 12 h de culture puis une apparition plus progressive des
spores de 20 h a 100 h de culture (Fig. 2.8).

Le modele de Das et Sen a permis de décrire des cinétiques abruptes comme celle
observée a 25°C, pH 7.0 en fermenteur. En revanche, il ne permet pas de décrire des apparitions
progressives des spores au cours du temps comme a 37°C, pH 5,0. Dans ces cas, la cinétique
de sporulation n’a pas été décrite correctement, avec un temps d’apparition des premieres spores
tis et une concentration maximale en spores Smax largement surestimés par rapport a la réalité
biologique. Par exemple, I’estimation de Syax était de 1’ordre de 10" UFC/ml a 25°C, pH 7,0 et
4 37°C, pH 5,0 et a été estimé a 5,0 x 10" UFC/ml a 37°C pH 7,0. De plus les SCE étaient
toujours les plus élevées avec ce modele par rapport aux deux autres modeles (Tableau 2.4).
Ces mauvais ajustements des cinétiques progressives d’apparition des spores sont
principalement dus au fait que ce sont les concentrations en spores sous leurs formes non
transformées (UFC/ml) qui sont décrites et pas leurs formes logarithmiques (logio (UFC/ml)).
Ceci conduit a des taux de sporulation uj trés élevés (de I’ordre de 107 a 10%) et donc a des

valeurs 1/u; trés faibles qui n’ont alors plus d’impact sur la qualité d’ajustement de la cinétique.
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Fig. 2.8. Cinétiques de sporulation de B. subtilis BSB1 cultibée en fermenteur en BHI,
25°C, pH 7,0, aw 0,996 en fermenteur (a), en BHI, 37°C, pH 5,0, aw 0,996, en fermenteur
(b) et en LB, 37°C, pH 7,0, aw 0,996, en erlen (c).

Les cinétiques expérimentales ( @ ) ont été ajustées avec le modéle croissance sporulation
(=), le modele de Das et Sen (2011) (--..) et avec le modele de Baril et al. (2012) (== == ).
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Tableau 2.4. Estimations des parametres de sporulation des modeéles de Baril ef al. (2012),
de Das et Sen (2011) et du modele de croissance-sporulation pour trois cinétiques de

sporulation.

Parameétres BHI, 25°C, | BHI, 37°C, | LB, 37°C, pH 7,0
pH 5,0 en|pH 5,0 en |enerlen
fermenteur | fermenteur

Modele de Baril et | t15(h) 333 11,3 -17,2
al. (2012) [32,4-34,2] [4.8-17,7] [(-24,0)- -1(0,4)]

us (h) 0,267 0,053 0,022
[0,213-0,322] | [0,0,35-0,072] [0,017-0,027]

Smax 18,15 16,15 21,89

(In (UFC/ml)) | [17,62-18,67] | [15,04-17,26] [20,16-23,62]

SCE 4,77 27,36 56,56

Modele de Das et | t75(h) 39,1 60,6 82,4
Sen (2011) [14,1-64,1] [23,7-97.4] [65,1-99,7]
1/us (h) / / /

Smax 18,57 16,78 21,81

(In UFC/ml) [17,76-19,38] | [16,11-17,45] [21,46-22,17]

SCE 193,61 850,46 3888,41

Modele de No 9,35 8,33 7,02
croissance- (In (UFC/ml)) [8,43-10,27] [7,25-9,40] [6,32-7,72]
sporulation A (h) 9,9 1,6 0,6
[9,1-10,6] [0,3-3,0] [0,1-1,0]
fmax (W) 220 1,291 2,389
[1,74-2,66] [0,998-1,584] [2,159-2,620]

Nmax 20,55 19,73 21,10

(In (UFC/ml)) | [20,14-20,97] | [19,43-20,02] [20,73-21,47]

Prmax 0,087 0,0226 1
[0,028-0,146] | [0,0049-0,040] [0,331-1]

tmax (h) 40,3 68,1 139,6

[38,3-42,2] [57,8-78,4] [123,7-155,4]

o (h) 2,54 12,65 29,123

[2,05-3,02] [10,16-15,14] [25,78-32,46]

Smax 18,86 15,93 20,62

(In (UFC/ml))

(non estimé)

trs (h) (non 34 18 12

estimé)

SCE 7,17 29,38 2391

tis est le temps d’apparition des premiéres spores ; us est le taux de sporulation ; Smax est la
concentration maximale en spores ; Ny est la concentration initiale en cellules végétatives ;
/ est le temps de latence avant la croissance ; Nmax est la concentration maximale en cellules
totales ; Pmax est la proportion maximale de cellules qui s’engagent en sporulation en méme
temps, tmax est le temps auquel Puax est obtenu et ¢ est la dispersion de la probabilité
d’engagement en sporulation.
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C’est pourquoi il a été impossible d’estimer les valeurs de us qui ont alors été considérées
comme des valeurs nulles dans nos cas d’étude (Tableau 2.4). Ce parametre perd alors son
utilité¢ et donc son sens biologique. Dans les travaux de ces auteurs, seule la phase de
ralentissement d’apparition des spores a partir de 10’ UFC/ml a pu étre décrite avec leur modele,
mais pas la cinétique totale (voir Bioresource technology (102) p. 9663, Fig.2).

Le modele de Baril est efficace pour décrire des cinétiques abruptes (25°C, pH 7,0) et
progressives (37°C, pH 5,0) de sporulation. Cependant, ce modele ne convient pas lorsque la
cinétique présente deux phases: une phase abrupte puis une phase progressive observée a 37°C,
pH 7,0. Dans cette condition, le mod¢le de Baril estime 1’apparition de la premiére spore par
millilitre 2 un temps antérieur au temps to d’inoculation de la bactérie dans le milieu de culture.
De plus, ce modele estime que la concentration maximale en spores est supérieure a la
concentration maximale en cellules totales. Ces estimations sont incohérentes avec la réalité
expérimentale et la réalité biologique, ce qui souleve la question de la signification biologique
de ces deux parametres du modele de Baril.

Le modele de croissance-sporulation a permis de décrire correctement les trois
cinétiques de sporulation. Pour les deux cinétiques en milieu BHI, les qualités d’ajustement
étaient comparables entre ce modele et le modele de Baril (Tableau 2.4). En revanche, le modele
de croissance-sporulation a permis de calculer précisément le temps d’apparition des premieres
spores tis a 37°C, pH 7,0, (2 12 h de culture) et de détemriner une valeur de concentration
maximale en spores cohérente avec la réalité expérimentale et biologique. L’avantage du
modele de croissance-sporulation est qu’il contient des parameétres qui qualifient le processus
de sporulation dans sa définition, a savoir un processus de différenciation des cellules
végétatives en spores. Ainsi, la concentration maximale en spores ne peut pas €tre estimée a
une valeur supérieure a la concentration maximale en cellules végétatives. De plus, le modele
n’autorise pas une estimation du temps d’apparition des premieres spores tis a un temps

inférieur au temps nécessaire pour compléter ce processus de sporulation #.

6. Conclusions du chapitre 2

Le modele cinétique développé dans cette étude, répond aux objectifs et contraintes
fixées. Il permet de décrire la dynamique de sporulation a 1’échelle populationnelle avec des
parametres explicatifs du processus de sporulation. Plus précisément, c’est un modele de
différenciation des cellules végétatives en spores (Focus 1) qui décrit une cinétique de

sporulation a partir d’une cinétique de croissance grace a deux parametres qui qualifient la
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sporulation : la probabilité des cellules végétatives a se différencier en spores au cours du temps
et le temps de formation de la spore une fois les cellules engagées en sporulation.

La signification biologique de ces deux parametres de sporulation a été évaluée
expérimentalement en utilisant un variant de B. subtilis BSB1: la souche SpollAA-gfp
(amyE:: Psponaa-gfp) qui produit une molécule fluorescente, la Green Fluorescent Protein (GFP)
lorsque le promoteur du gene précoce de sporulation spolIAA est activé, autrement dit, lorsque
la cellule initie la sporulation (Article). Le temps de formation de la spore a pu étre estimé a
des valeurs comprises entre 4,0 h (a49°C) et 7.4 h (a 27°C) dans nos conditions expérimentales.
La probabilité d’engagement en sporulation dans la population bactérienne suit une loi de
probabilité normale (Focus 2) qui permet d’évaluer 1’hétérogénéité d’entrée en sporulation de
la population bactérienne au cours du temps.

Le modele de croissance-sporulation a été testé pour ajuster des cinétiques obtenues
dans d’autres conditions expérimentales et a prouvé son efficacité pour décrire les cinétiques
de sporulation par rapport aux modeles de la littérature comme celui de Das et Sen (2011) et

celui de Baril et al. (2012) (Focus 3).
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CHAPITRE 3 :

CARACTERISATION DE LA
CROISSANCE DE

Bacillus subtilis BSB1
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1. Introduction

En microbiologie prévisionnelle, la modélisation des effets des facteurs
environnementaux sur un processus bactérien se réalise généralement en deux étapes. La
premiere étape décrit la cinétique du processus et la deuxieme décrit les effets des facteurs
environnementaux sur les parametres cinétiques. Dans le chapitre précédent, un modele
cinétique de croissance-sporulation a été développé. La deuxieme étape consiste alors a décrire
et modéliser les effets de facteurs environnementaux sur la croissance et la sporulation de
Bacillus subtilis BSB1. Les facteurs environnementaux d’intérét sont ceux qui constituent un
levier pour limiter la croissance et la sporulation bactérienne en industrie.

La croissance bactérienne est le processus bactérien dont dépend d’autres processus de
différentiation cellulaire tels que la formation de biofilm, I’entrée dans un état de compétence,
le cannibalisme ou encore la formation de spores. C’est pourquoi, dans certaines études, les
caractéristiques de croissance ont été proposées pour prévoir la résistance des spores aux
traitements thermiques ou leur capacité a émerger et rependre une croissance (Mtimet et al.,
2015; Trunet et al., 2015). Généralement, ces caractéristiques de croissance sont les valeurs
cardinales de croissance, c’est-a-dire les valeurs minimales, optimales et maximales des
facteurs environnementaux pour lesquelles la bactérie est capable de se développer. 1l est donc
nécessaire de disposer d’estimations précises et fiables des valeurs cardinales pour prévoir les
comportements bactériens de maniere générale. Curieusement alors que de nombreuses
connaissances sont disponibles sur B. subtilis a différents niveaux (physiologiques,
métaboliques) et pour caractériser ses différents comportements cellulaires (croissance,
formation de biofilms, formation de spores, résistance des spores), ses valeurs cardinales ne
sont pas connues.

L’objectif de ce chapitre consiste a décrire les effets des facteurs environnementaux sur
la croissance et de déterminer les valeurs cardinales de croissance de B. subtilis BSB1 pour la

température, le pH et I’activité de 1’eau.
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2. Determination of the cardinal values of
growth of Bacillus subtilis BSB1 with a
classical factorial design and a sequential
D-optimal design.
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2.1. Abstract

In the field of predictive microbiology, the cardinal values (minimal, optimal and
maximal values) of growth are commonly used to predict the ability of microorganisms to grow
according to environmental conditions. In this study, a factorial design with 51 experiments and
a D-optimal design with 30 experiments were performed independently to estimate the cardinal
values of growth of Bacillus subtilis BSB1 for temperature, pH and water activity. The
D-optimal design provided more accurate estimations of the cardinal values of growth than the
factorial design. However, the estimates which were the most reliable biologically were those
obtained with the factorial design. From these results, we encourage the scientific community
to use D-optimal designs as it allows reducing the workload and it increases the accuracy of the
estimations. Somehow, D-optimal designs should be used carefully as they are efficient if good
guesses on the cardinal values of growth of the microorganism studied are made.
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2.2. Introduction

Predictive microbiology aims to predict bacterial growth or inactivation according to
the processes applied in the food industry (Mejlholm et al., 2010; Pinon et al., 2004; Teleken
et al., 2011). It offers a good support for the preservation of food safety and food quality that
could be affected by the presence or the activity of microorganisms. A way to predict bacterial
growth is based on the use of the cardinal of growth values as modeling parameters. The
cardinal values of growth are the minimal, optimal and maximal values of environmental factors
characterizing the growth of the microorganisms. They are classically determined with a two-
steps procedure. The first step consists in fitting the growth kinetics with a primary model in
order to determine the growth parameters such as the maximal growth rate (tmax). The values
of maximal growth rates are obtained for different levels of the environmental factors studied,
following a given experimental design. The second step consists in fitting a secondary model
as the cardinal model of (Rosso et al., 1995), on the estimated growth rate. The main

environmental factors studied are the temperature, the pH, and the water activity (aw).

In the field of predictive microbiology experimental designs used are often full factorial
designs which allow evaluating the effects of environmental factors independently (Box and
Cox, 1964). Optimal designs based on the confidence ellipsoid parameters (the D-, A-, E-
optimal designs) have been mathematically justified for models linear in their parameters, as
polynomial models (Atkinson and Donev, 1992; Atkinson and Hunter, 1968). Despite the
cardinal model of growth is nonlinear in its parameters, the optimal designs are useful to set up
experiments in static or for dynamic environmental conditions (Bernaerts et al., 2002; Van
Derlinden et al., 2008). Rigorous and mathematically based approaches exist for nonlinear
models (see for instance (Pronzato and Pdzman, 2013) but the designs are too heavy to compute

when more than 4 parameters have to be estimated.

The major objective of this study is (i) to obtain accurate estimates of the cardinal values
of growth, and their confidence intervals and (ii) to reduce workload at the laboratory scale. For
this, we propose a strategy based on a sequential procedure of two D-optimal designs. The first
design is computed and used to obtain first estimations of the cardinal values, what is useful
when no knowledge is available on the cardinal values of the studied microorganism. These
first estimations are then used as a priori values to compute the second D-optimal design which
is performed to refine the estimations of the cardinal values. The sequential D-optimal design

were compared to a classical full factorial design on different criteria: the workload, the
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accuracy of the predictions, and the reliability of the estimates of the cardinal values of growth,

in a biological point of view.

Many studies used the growth rate (um«) values under their “square-root form” to
estimate the parameters of the secondary model. Whereas this practice is used to have a
Gaussian distribution of the residues, this transformation is not always rigorously justifiable
from a statistical point of view (Rosso and Robinson, 2001; Zwietering et al., 1994). The
approach we propose takes into account the heterogeneity of the variance of the maximal
growth rate (umax), contributing to more accurate estimations of the cardinal values and their

confidence intervals.

2.3. Material and methods

2.3.1. Bacterial strain and conservation

The strain used in this study was Bacillus subtilis BSB1 which is a trp+ derivative of B.
subtilis 168 (Buescher et al., 2012; Nicolas et al., 2012) kindly provided by the Micalis
institute, at the National Institute for Agricultural Research (INRA) of Jouy-en-Josas in France.
The strain was isolated on Luria Bertani (LB) plates (Difco™, Becton, Dickinson and
Company) and incubated overnight at 37 °C. A colony was re-suspended in LB broth, under a
100 rpm agitation at 37 °C until it reached an absorbance at 600 nm (Asoo) of 1.0. From this
pre-culture, a 100-fold dilution was performed in a 100 mL of LB broth in flasks, in the same
culturing conditions during 3 h. A second dilution was then performed in the same conditions.
When the Asoo of the suspension reached 1.0, glycerol was added to the culture at a final
concentration of 25% w/w and the mix was dispended in cryovials. Conservation was then
performed at -80 °C. These stocks were renewed every month to guarantee the level of cell

recovery with a concentration closed to 1.0 x 10° UFC/mL.

2.3.2. Medium preparation, bacterial cultures and monitoring of growth

Each experiment was performed in modified Luria Bertani broth sterilized by filtration
(0.22 um). The water activity of the medium was adjusted with sodium chloride. The pH was
adjusted with sodium hydroxide 1 M or hydrochloric acid 1 M.

From bacterial stocks at -80 °C, an adequate dilution was performed in Tryptone Salt

broth (Biokar Diagnostics, Allonne, France) and 1 mL of this dilution was inoculated in 250
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mL flask containing 100 mL LB broth, in order to obtain an initial concentration of
10° UFC/mL. Bacterial cultures were performed under 100 rpm agitation in thermostatically
controlled ovens. Note that the culture medium was previously set to the studied temperature
before the inoculation. The growth kinetics were performed by enumeration of total cells after
adequate dilutions in TS broth, including three different dilutions in nutrient agar medium
(Biokar Diagnostics, Allonne, France) and incubation at 37 °C during 24 h. Only plates
containing between 15 and 300 colonies were used for enumeration.

The growth limits of the strain were assessed experimentally with Growth/No Growth
(G/NG) experiments. Bacterial cultures were performed as previously described and the
bacterial suspensions were incubated during 21 days and an enumeration of total cells was
performed after 3, 7 and 14 days to assess the bacterial growth. We considered that bacterial
growth occured when the concentration was 10-fold the initial concentration of the inoculum.
The environmental conditions tested were between pH 4.8 and 5.00, between pH 8.90 and 9.30
in intervals of 0.05, between 5 °C and 13 °C and between 53 °C and 59 °C in intervals of 2 °C
and between aw 0.920 and 0.940 in intervals of 0.05.

2.3.3. Models of growths

2.3.3.1. Primary model of growth

The logistic growth model with delay of Kono (1968) modified by Rosso et al. (1996)

was used to fit the experimental growth kinetics (equation 1).

In(Np), t; < A
In(N(t)) = ln< g >;ti - (1)
(1"‘ No )xeXp(_Umax(ti_A))

with Ny the concentration of the inoculum (CFU/mL), N, the maximal total cell concentration

(CFU/mL), / the lag before growth (h) and zmax the maximal vegetative growth rate (h™').

2.3.3.2. Secondary model of growth

The maximal growth rate ym« was modelled as a function of temperature (T), pH and

aw (equation 2).
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p—max(T: pH' aw) = |>10pt X CMZ(T) X CMO.l(pH) X CMl(aw) X ((T' pH' aw) (2)

with tmay, the maximal growth rate obtained in the given conditions of temperature, pH and a,
and uop: is the growth rate obtained in optimal conditions of environmental factors. The effects
of each environmental factors CM, and the effects of the interactions between
factors {(T,pH, a,,) on the optimal growth rate are multiplicative and are calculated with
equation 3 for temperature, equation 4 for pH, equation 5 for aw and equations 5 to 7 for the
interactions between the three factors (Augustin et al., 2000; Augustin and Carlier, 2000; Le
Marc et al., 2002).

O; T < Tmin
CM2 (T) = { (T=Timax) (T=Tmin)* (3)
y Tin < T < T,
(Topt_Tmin)[(Topt_Tmin)(T_Topt)_(Topt_Tmax)(Topt+Tmin_2T)] man max
CMy . (pH) =
O' pH = pHmin
(PH=DPHmax) ®H-DHmin)*" pHmin <
(pHopt_pHmin)0'1 [(pHopt_pHmin)(pH_pHOpt)_(pHopt_pHmax)x(_O-g PHopt+PHmin —0.1 pH) ’
PH < pHypax 4)
0, a, < Aw min
CMz(a )= (aw—awmin) (5)
" 1—awn:;n » Qwmin < ay < AW imax
1if <05
¢\ TpH,a, = {201 —P)if 05 <y <1 (6)
0ifp=1
where:
( Topt—T )3 ( pHopt—-pH )3
W= Topt=Tmin PHopt—PHmin

3 3t 3 3
2 1_( pHope—pPH ) 1- Awopt~aw 2 1_( Topt—T ) 1- Awopt~aw
PHopt—PHmin AWopt~Wmin Topt—Tmin Awopt~YWmin
3
(prns)
Awopt~wmin

2 1_( Topt—T )3 1_( PHopt—pH )3
Topt—Tmin PHopt—PHmin

(7)

29 ¢

with “min”, “max” and “opt” the minimal, maximal and optimal values of the environmental

factors T, pH and ay for which the bacteria are able to grow.
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Therefore, the eight parameters which have to be estimated are:

0 = {ugpt' Tmin ’ Tmax ’ Toptr pHmin ’ pHmax ’ pHopt» anin} (8)

2.3.4. The factorial design

The first experimental design was composed of three independent factorial designs to
evaluate the effect of temperature (17 experiments), the effect of pH (21 experiments) and the
effect of water activity (13 experiments) (Table 3.2). This factorial design was initially built
with equi-distributed coordinates from 5°C to 60 °C, from pH 4.0 to 10.0 and from ay 0.910 to
0.996 . Depending on the results obtained through the performing of experiments, new
coordinates were chosen more or less arbitrarily and integrated into the final factorial design.
In this way, the factorial design was built in the course of experiments in order to get closer to

the growth limits.

2.3.5. Computation of the optimal design

2.3.5.1. The statistical model

We considered simultaneously the classical statistical nonlinear regression model

(equation 9)

Y =n(,0)+e¢ 9)

where Y was the vector of the total number of observations N, n (¢, 8) was the maximal growth
rate tmqc evaluated with the secondary model of growth, for each experiment of the
experimental design & (equation 10), 6 was the p-dimensional vector of the p parameters to be
estimated (equation 8). € was the N-vector of the errors and in this paper we assumed that each
&u (u=1,...,N), was independently normally distributed as N (0,6%), u=1,...,N, with mean equals

to zero and a variance equals to ¢2,.
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X1 v Xj o Xng
$= SNy = {7”1 o T e Ty w

with N, was the support points, x; was a 3-dimensional support point for the three environmental

factors (T, pH, aw), {r}=ry,...1y,, was the repetition scheme with r; the repetition number of the

microbiological experiment at the support point x;. Let us note that r; >1 and Y¥5, r; = N.

For the estimation of the parameters 8, we used the nonlinear weighted least squares estimator

0 (equation 11).

min

@=Arg{6€®

Ay wlye — 1 )12 (11)
where &, was a given row of the & matrix (u= 1 to N), y,, where the experimental values of ymax,

and the weights w,, were assumed to be equal to the inverse of the variance 1/6%..

Generally, the o2, are unknown. Then, it is necessary to have some estimates 62, of the
0%, that will lead to the weight estimates, @, =1/8,. Therefore, the estimatesé? have to be

computed from anterior available data (see results section).

Numerous criteria exist to build optimal designs and several books are devoted on this
matter (Atkinson and Donev, 1992; Walter and Pronzato, 1997). Hereafter, we will only provide

some basic elements.

2.3.5.2. Optimal design for parameter estimation

The aim of the D-optimality criterion is to obtain accurate estimations of the parameters,
when the # model (the growth model) is linear relatively to its 8 parameters. Indeed this criterion
leads to minimize the volume of the usual parametric confidence ellipsoid. In the case where
the # model (in this study, the secondary model of growth) is nonlinear relatively to its &
parameters, an experimental strategy based on the D-optimality criterion is only an approximate
and local optimal strategy (Walter and Pronzato, 1997). But the computation of the
corresponding optimal designs for an exact criteria takes a too long computing-time for models

with many parameters as in our case (p=8).
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The D-optimal design, for a beforehand chosen N, is defined as:

max
EI?,N;"{T*} = Arg {E,NS,{T} € E det(M(ErNS'{r}' 6))} (12)

where (& v (r), ©) is the Fisher Information (pxp)-Matrix , Ng and r* are the optimal values of

Ng and {r} of the D-optimal design to obtain the most accurate estimations of the cardinal values

of growth.

The Fisher Information Matrix where the errors are assumed independent and the

Gaussian is given in equation 13:

M(Engiry ©) =T CEngiry O)TWIEng iy 67 (13)

where J(§ v ¢3,0) is the (Nxp) jacobian matrix (whom the general term is {M(;VTLZW}, i=1,..., Ng,
J

k=I1,...,1i, j=1,...,p) and W= Diag{w,, i=1,...,N}.

Note that the Fisher Information Matrix depends on the unknown parameters 8. Then, a guess

0, of these parameters will be needed for the computations.

2.3.5.3. Sequential approach and experimental constraints

As the choice of the guess 8, can be problematic, a better way is to use a sequential
approach based on at least two D-optimal designs (Ford and Silvey, 1980; Wu, 1985). The first
D-optimal design D1 is based on guess on the parameters 8, and their bounds, coming from
the literature (Table 3.1). This first design is performed experimentally and allows obtaining
the first estimates of the parameters 8. Then, the next D-optimal design D2 is based on new 6,
which are equal to the 8 obtained with the preceding D-optimal design D1. For the building of
each discrete D-optimal design, we used the double-exchange algorithm proposed by (Fedorov,
1972), implemented in the OPTEX procedure of the SAS/QC software.

Moreover, the calculation of the two designs D1 and D2 took into account experimental
constraints on the values of the environmental factors. The limits of the temperature, pH and
water activity tested were chosen so that every combination of the three environmental factors

allows a bacterial growth according to the cardinal model. As constraints on materials exist

117



also, steps were imposed for each environmental factors (2 °C for temperature, 0.2 for pH and

0.005 for aw) (Table 3.1).

2.3.6. Data processing

The growth kinetics were fitted with the kinetic model of growth by minimizing the sum
of squared error of the kinetic model (tool nlinfit, MATLAB and Statistics Toolbox Release
2013a, The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United States) with Eq. (14) and standard
deviations (SD) of the estimations were calculated from the confidence intervals 95% calculated
with the tool nlparci (MATLAB). A stochastic (global) minimization algorithm based on a
random search with learning (Pronzato et al., 1984) coded in Matlab software, was used to

estimate the parameter values 8.

ESS = Y (yi — 91 (14)

with y;the experimental data for the concentration of total cells or spores (In (CFU/mL))) and y;

the value calculated with the model.

The error of the model was evaluated with the RMSE (Root Mean Square Error):

RMSE = /@ (15)

with y and J the observed and predicted values of the concentration of total cells (In(CFU/mL))

or the growth rate (h'!) and m is the number of experimental data.

For the estimations of the cardinal values of growth with the secondary models, an
approximate parameter confidence interval for every éj, j=1,...,p, elements of 8, was computed.

It is a classical one based on an asymptotic (1-a) % confidence interval defined in equation 16:

~ AT ~\"1
) £ tn-pi1-ay2 (] (Ensiry ©) Weey o) (f,zvs,{r}ﬁ))j ] (16)

where ty_p;1-q/2 18 the (1-0/2)-percentile for the Student distribution with (N-p) degrees of
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freedom, for a given risk a (¢=0.05). The j subscript means that the diagonal element of the
inverse of Eq. (14) is involved, W Nir) J =diag(wy, ..., W,) withw,, = 1//var(3},),

u=1,....N.

Let us note that the estimations of the cardinal values were bounded to the a priori

values of the inferior and superior bounds of the guesses (Table 3.1).

Table 3.1. The a priori values of the cardinal values and of the optimal growth rate of B.
subtilis and experimental constraints for the computation of the D-optimal design.

The guesses Oyof the cardinal values of growth come from the literature. (Holtmann and
Bremer, 2004; Nichols et al., 1995; Pandey et al., 2013; Pant et al., 2015; Tapia et al., 2007).

Parameter | A priori values 6, of the cardinal Experimental constraints for the
@) values computation of the optimal designs
[inferior bound, superior bound] D1 and D2
Tin (°C) 11[6, 16] 23 -47
Tnax (°C) 52 [47, 57] (step: 2°C)
Top: (°C) 37 [32, 42]
P Humin 5.0[4.0, 6.0] [5.6 —8.4]
pHmax 9.0 [8.0, 10.0] (step: 0.2)
PpHopt 7.0 [6.0, 8.0]
Qw min 0.910 [0.860, 960] [0.970 — 0.997]
(step: 0.05)
Mopt 3.000 [2.000, 4.000]

2.4. Results and discussion

The objective of this work was to estimate the cardinal values of growth of B. subtilis
BSB, the most precisely and the most exactly as possible. From guesses on the cardinal values
of growth (Table 3.1), a classical factorial design (Table 3.2) and a D-optimal design composed
of two sequential optimal designs D1+D2 (Table 3.3) were performed. The estimations of the
cardinal values obtained with these two designs were compared for two criteria: the precision
of the estimations and their biological reality. In order to assess the precision of the estimations,
their standard deviations were compared and in order to verify the biological reality of the
estimations, the parameter estimates were compared with the growth limits evaluated with the

Growth/No Growth experiments.
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Table 3.2. Estimations of the growth rates of B. subtilis BSB1 in LB for the factorial

design (51 experiments).

T(C) pH aw  fma (WD) +/-SD |T(°C) pH aw  fmar (N +/- SD
37 49 0997 2.18 +/- 0.20 25 70 0997  0.99 +/- 0.09
37 50 0.997 2.76 +/- 0.22 25 70 0997  0.74 +/-0.04
37 52 0997 2.13 +/-0.20 30 7.0 0997 137 +/-0.11
37 54 0997 2.54 +/-0.10 37 70 0997 2.80+/-0.13
37 58 0997 3.13 +/-0.27 35 70 0997 222+/-0.10
37 60 0.997 3.06 +/- 0.15 41 70 0997  2.09 +/-0.12
37 60 0.997 2.89 +/- 0.26 45 70 0997  3.63 +/-0.06
37 6.5 0.997 2.96 +/- 0.14 45 70 0997  3.67 +/- 0.06
37 6.6  0.997 3.42 +/-0.32 50 7.0 0997 3.00+/-0.14
37 700 0.997 3.02 +/- 0.13 50 7.0 0997 3.87+-0.18
37 700 0.997 2.60 +/- 0.08 50 7.0 0997 4.14+/-0.22
37 75 0.997 3.40 +/- 0.13 54 70 0997 1.0 +/-0.09
37 76  0.997 3.19 +/- 0.50 37 70 0997  2.63+/-0.21
37 79  0.997 2.84 +/-0.10 37 7.0 0985 244 +/-0.23
37 79  0.997 2.72 +/-0.13 37 70 0985 229 +/-0.42
37 79  0.997 3.07 +/- 0.09 37 7.0 0980  3.45+/-0.23
37 83  0.997 3.09 +/- 0.27 37 70 0976  5.60 +/-0.73
37 84  0.997 2.67 +-0.12 37 70 0976  2.66 +/- 0.61
37 87  0.997 2.24 +/-0.30 37 7.0 0968  1.09+/-0.10
37 88  0.997 0.94 +/- 0.09 37 70 0968  1.29+/-0.11
37 90  0.997 1.39 +/-0.18 37 7.0 0959  1.37+/-0.08
15 70 0997 027 +- 0.01 37 7.0 0959  1.35+/-0.08
15 70 0.997 0.90 +/- 0.13 37 70 0954  2.02+/-453
15 70 0997 0.54 +/- 0.02 37 7.0 0954  0.94+/-0.09
18 70 0.997 0.57 +/- 0.04 37 70 0953 043 +/-0.21
18 70 0997 0.50 +/- 0.06

Table 3.3. Estimations of the growth rates of B. subtilis BSB1 in LB for the optimal
design composed of the optimal designs D1 (14 experiments) and D2 (16 experiments).

D-optimal design D1

D-optimal design D2

Limax (1) +/- SD

T (°C) pH Q T(°C) pH Qw Umax (W) +/- SD
23 56 0970  0.474 +/-0.021 23 56 0970  0.471+/-0.086
23 56 0970  0.318 +/- 0.065 23 84 0970  0.348 +/-0.012
23 84 0997  0.742 +/- 0.082 23 8.0 0.997  0.849 +/- 0. 034
23 80 0997  0.692 +/- 0.047 23 6.4 0997  0.824 +/-0.049
23 64 0970  0.585 +/- 0.052 47 56 0970  1.078 +/-0.122
20 56 0997  1.702 +/- 0.094 47 84 0997 2379 +/-0.229
20 84 0970  0.588 +/-0.189 47 6.4 0997  2355+/-0.143
20 80 0970  1.097 +/- 0.053 47 76 0970 1292 +/-0.122
47 56 0997  0.383 +/-0.037 33 56 0997  1.670+/-0. 199
47 84 0970  0.282 +/- 0.100 33 84 0.997  1.601 +/-0.253
47 80 0970  0.616 +/-0.144 33 6.4 0970  1.220+/-0. 146
41 84 0997  3.357 +/- 0.303 33 7.6 0970  1.187 +/-0.087
41 6.0 0970  0.852+/-0.306 45 56 0997  2.685 +/-0.344
41 8.0 0997  3.415+/-0.543 45 84 0970  1.209 +/-0.133

45 6.4 0970  1.166+/-0.071
45 7.6 0997  3.186 +/-0.472
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Table 3.4. Comparison of the estimations of the cardinal values obtained from the first D-optimal design D1, the D-optimal design (D1+D2)
and the factorial design, with the growth limits assessed with the Growth/No Growth experiments.

Parameter Estimations (+/- SD) Estimations (+/- SD) from the data obtained Estimations (+/- SD) from the data
from the data obtained for the D- for the D-optimal design (D1+D2) obtained for the factorial design
optimal design D1

Tmin (°C) 9"s 13.0 13¢ 9”8 11.2 138 9"s 8.3 138
+/-5.0 +/- 4.8 +/-1.9

Tnax (°C) 55" 47.7 57¢ 55" 48.4 57¢ 55" 57.0 57¢
+/- 1.0 +/-1.4 +/- 2.6

Top: (°C) 394 40.5 42.0
+/- 4.2 +/-2.5 +/- 1.9

PHmin 488 4.5 498 488 4.2 498 488 4.1 498
+/-2.9 +/-5.0 +/- 3.7

PHmax 9.0¢8 9.5 9.1"¢ 9.0¢8 8.4 9.1"¢ 9.0¢ 8.8 9.1"¢
+/-2.9 +/- 1.1 +/-0.4

PHopi 7.2 7.8 7.8
+/- 1.5 +/-5.0 +/- 2.6

Aw min 0.930" 0.931 0.935% 0.930" 0.946 0.935% 0.930"s 0.931 0.9358

+/- 0.025 +/- 0.008 +/- 0.149
Uopr (h) 3.143 3.337 3.170
+/- 1.588 +/- 0.760 +/- 260
RMSE 1.61 2.97 5.61

&: Value of the environmental factor close to the growth limit, where growth was observed experimentally,
"g: Value of the environmental factor close to the growth limit where no growth was observed experimentally.
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The estimations of the cardinal values for temperature Tonin, Timax, Topr, and the minimal
water activity a. min Were different between the optimal design and the factorial design.

The use of the factorial design allowed estimating the minimal and maximal growth

temperatures at 8.3 °C and 57.0 °C with an optimal temperature at 42.0 °C and the minimal
water activity for growth was estimated at 0.931 (Table 3.2). T, and T'ax were badly estimated
as they corresponded to the bounds of the guesses on the a priori values of the maximal and
optimal temperature for growth (Table 3.1). The use of the D-optimal design allowed estimating
the cardinal values of growth for temperature to 11.2 °C, 40.5 °C and the minimal water activity
to 0.946. These 4 values were correctly estimated as no estimations corresponded to the bounds
of the guesses on the cardinal values. Moreover, the cardinal model described more accurately
the effects of temperature, pH and aw with the estimations obtained with the D-optimal design
than with the factorial design when regarding the RMSE (Table 3.2).
To resume, the cardinal values were estimated more precisely with the D-optimal design than
with the factorial design. This could be explained because the building of the D-optimal design
was specifically built to take into account the heteroscedasticity of the experimental variance
on the untransformed maximal growth rate pmax. This meant that the contribution of each
experimental value of um«x was weighted with its corresponding variance on umax for the
calculation of the parameter estimates. In other words, a higher weight was attributed to the
support points where environmental conditions allowed a good repeatability of the response
Umax. On the contrary, the heterogeneity of the variance on the umu«x was not taken into account
for the building of the factorial design.

In a biological point of view, the cardinal values of growth estimated with the factorial
design were more reliable than those estimated with the D-optimal design. The estimations of
the cardinal values of growth with the factorial design were more consistent with the growth
limits evaluated with the G/NG experiments. More notably, the maximal temperature for
growth was largely underestimated with the D-optimal design (48.4 °C) whereas growth is
possible between 55 °C and 57 °C (Table 3.2). The minimal water activity was overestimated
to 0.945 whereas growth is possible between 0.930 and 0.935. Moreover, the estimation of the
maximal pH for growth was closer to the biological reality with the factorial design (pHnax=8.8)
than with the D-optimal design (pH».=8.4) as a bacterial growth was observed between 9.0
and 9.1 with G/NG experiments. One explanation for these results is that, contrary to the
experiments performed for the factorial design, some experiments of the D-optimal design were
performed for combinations of temperature, pH and aw where interactions between these three
factors could be observed (for example at 23°C, pH 5.6 and aw 0.997). The effects of the

interactions were calculated and represent an eventual source of error for the estimation of the
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parameters if the the module { for the calculation of these interactions (Eq. 6) is not correct.
Then, as previously explained, higher weights were attributed to the support points which were
the most repeatable, for the calculation of the parameter estimates. As an example, if higher
weights are attributed to values obtained at favorable values of environmental factors, the values
in unfavorable conditions will contribute in a less extent to the estimations of the cardinal values

whereas they are points of interest in a biological point of view.

2.6. Conclusions

In the field of predictive microbiology, the cardinal values of growth of pathogen or
spoilage microorganisms are commonly used to predict their ability to grow according to
environmental conditions. In this study we proposed to use a sequential D-optimal design for
the estimation of the cardinal values of growth of B. subtilis BSB1. The use of the D-optimal
design displayed the advantages of taking into account experimental requirements and
constraints such as the number of experiments to perform and the limits of the materials.
Moreover, in a statistical point of view, the parameters are accurately estimated with the D-
optimal design. However, one limit for the use od D-optimal designs is the requirement of a
high background in statistics and a high knowledge on the experimental designs. Otherwise, the
use of a D-optimal design relies on a priori on the mathematical model (the cardinal model),
on the guesses on the cardinal values of growth (the parameters of the secondary mode of
growth) and their bounds. False guesses on these input values lead to estimate parameter values
which are not consistent with the biological reality. This innovative study aims at encouraging
the use of D-optimal designs for the determination of cardinal values of growth, provided that
safe choices are made for the inputs needed to compute the design, i.e. the cardinal model, the

cardinal values of growth and their bounds.

3. Résultats complémentaires

3.1. Introduction

Précédemment, les valeurs cardinales de croissance et le taux optimal de croissance de
Bacillus subtilis BSB1 (8 parametres) ont ét¢ déterminées avec un plan d’expériences factoriel
composé de 3 plans indépendants pour le pH, la température et 1’aw, et un plan d’expériences

D-optimal. Les valeurs cardinales les plus fiables étaient celles obtenues avec le plan factoriel
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car elles étaient plus proches de la réalité biologique. Toutefois, il est important de rappeler que
pour une comparaison rigoureuse des estimations des valeurs cardinales obtenues avec les deux
plans, les parametres ont été estimés par la méme méthode avec les deux plans, en imposant
une contrainte sur les bornes des parametres (Tableau 3.1). En d’autres termes, ceci a conduit
a la majeure contrainte que les valeurs des parametres ne pouvaient pas étre estimées en dehors
des bornes (Tableau 3.1). Cette méthode a conduit a de mauvaises estimations des températures
maximales T (57°C) et optimales T,y (42°C) avec le plan factoriel qui correspondaient aux
bornes des parametres a priori. De plus, ces mauvaises (et méme fausses) estimations de 7, et
Trax ont eu un impact sur I’estimation de tous les autres parameétres puisque les 8 parametres
du modele cardinal de croissance sont estimés de maniere globale, a partir de I’ensemble des
données des trois plans factoriels. Ainsi, les valeurs cardinales de croissance estimées avec le
plan factoriel ne sont pas fiables dans 1’étude présentée précédemment.

Classiquement, la méthode pour estimer les valeurs cardinales consiste a utiliser la forme
« racine carrée » du taux de croissance maximal (v/umax) pour stabiliser la variance sur tous
les points expérimentaux (Rosso and Robinson, 2001; Zwietering et al., 1994) et aucune borne
sur les valeurs estimées n’est imposée. Afin d’évaluer les impacts de la pondération de la
variance et des contraintes sur les bornes des parametres sur les estimations, les valeurs
cardinales de B. subtilis BSBlestimées dans I’étude précédente ont été comparées aux valeurs

cardinales estimées par la méthode classique.

3.2. Matériels et méthodes

Les données expérimentales des taux maximaux de croissance umqx en fonction de la
température, pH et I’aw sont ceux du Tableau 3.2 pour le plan factoriel et ceux du Tableau 3.3
pour le plan D-optimal (D1+D2). Le taux de croissance maximal est calculé en fonction du taux

de croissance optimal et des effets des facteurs environnementaux selon 1’équation 19.

\/Hmax = \/uopt X ¥o1(PH) X y2(T) X yo1(aw) X e(pH,T,ay) (19)

avec Y, (T) (équation 3) I’effet de la température, y,1(pH) est ’effet du pH (équation 4),
Yo1(ay) est 'effet de I’aw (equation 5) et e(pH, T, a,,) est le module d’interactions (equations
6et7).

Les parametres du modele secondaire (valeurs cardinales de croissance et uop) ont été

estimés par minimisation de la somme des carrés des écarts (SCE, équation 14) entre les valeurs
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observées et les valeurs calculées de /g, (fmincon, Matlab 2013a) et les intervalles de

confiance a 95% ont été calculés (nlparci, Matlab 2013a).

3.3. Résultats et discussion

3.3.1. Le plan factoriel

Dans la section précédente (2. Determination of the cardinal values of growth of
Bacillus subtilis with a classical factorial design and a sequential D-optimal design), malgré des
valeurs cardinales plus cohérentes avec la réalité biologique que celles obtenues avec le plan
D-optimal, les estimations restaient mauvaises avec le plan factoriel. Par exemple, le pH
minimum était estimé a 4,1 alors qu’aucune croissance n’a été observée expérimentalement en-
dessous de pH 4,8. Les températures optimale et maximale ont été estimées aux bornes des

valeurs a priori (42°C et 57°C).

Tableau 3.5. Estimations des valeurs cardinales de croissance de B. subtilis BSB1 avec le
plan D-optimal avec et sans contraintes sur les bornes des parametres.

Parameétre | Estimations sans contraintes sur les Estimations avec contraintes sur les
bornes des parametres bornes des parametres
et intervalles de confiance 95% et intervalles de confiance 95%
Tin (°C) 91 5,5 138 9" 8.3 13¢
+/- 29,0 +/-1.9
Tnax (°C) 55" 55,7 578 55" 57.0 578
+/-21,9 +/-2.6
Top: (°C) 46,9 42.0
+/- 26 +/-1.9
PHnin 4,88 4,8 4.9"¢ 4.8¢ 4.1 4.9"¢
+/- 5,6 +/- 3.7
PHmax 9,08 9,2 9.1 9.0¢ 8.8 9.1
+/- 3,0 +/-0.4
pHopt 6,8 7.8
+/- 10,0 +/-2.6
Qw min 0,930" 0,929 0.9358 0.930"8 0.931 0.935¢
+/- 0,186 +/- 0.149
Uopt (h™h) 4,041 3.170
+/- 27,61 +/- 260
RMSE 0,45 5,61

L’estimation des valeurs cardinales par la méthode classique, sans imposer de contraintes aux
bornes des paramétres, a permis d’obtenir des estimations des valeurs cardinales plus proches
de la réalité biologique (Tableau 3.5). En effet, les pHs minimum et optimum ont été estimés a

4,8 et 9,2 respectivement, sachant qu’expérimentalement, les limites de croissance étaient
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comprises entre pH 4,8 et 4,9 et entre pH 9,1 et 9,2. Les températures optimale et maximale ont
été estimées a 46,9°C et 55,4°C et effectivement, I’optimum de croissance a été observé autour
de 45°C (Tableau 3.2) et la limite supérieure de température a été évaluée entre 54°C et 56°C.
Finalement, la valeur d’ay minimale de 0,929 était également cohérente puisque la limite a été
évaluée entre ay 0,930 et aw 0,935. Ces meilleures résultats révelent I’inconvénient d’imposer
des bornes aux valeurs a priori des parametres du modele (les valeurs cardinales de croissancea

dans la méthoe d’estimation.

3.3.2. Le plan D-optimal

Précédemment, nous avons supposé que les erreurs d’estimation avec le plan D-optimal
étaient le résultat de mauvais a priori sur les valeurs des parametres et plus particulierement sur

les bornes des parametres.

Tableau 3.6 Estimations des valeurs cardinales de croissance de B. subtilis BSB1 avec le
plan D-optimal avec et sans contraintes sur les bornes des parametres.

Parametre | Estimations sans contraintes sur les Estimations avec contraintes sur les
bornes des parametres bornes des parametres
et intervalles de confiance 95% et intervalles de confiance 95%
Tin (°C) 91 6,0 138 9" 11,2 138
+/- 1104 +/- 4,8
Tnax (°C) 55" 47,9 57¢ 55" 48,4 57¢
+/- 15,1 +/-1,4
Top: (°C) 42,6 40,5
+/- 3,4 +/-2,5
PHnin 4,88 4,6 4.9 488 4,2 4.9
+/-2,0 +/-5,0
PHnax 9,08 8,5 9.1 9.0¢ 8.4 9.1
+/- 2,6 +/- 1,1
PHopt 7,8 7,8
+/- 11,9 +/-5,0
Aw min 0,930"¢ 0,946 0.9358 0.930" 0,946 0.9358
+/- 0,111 +/- 0,008
Uopt (hh) 3,337 3,337
+/- 5,868 +/- 0,760
RMSE 0,39 2,97

Cependant, les valeurs cardinales estimées par la méthode utilisant la contrainte des bornes des
parametres sont comparables a celles obtenues avec la méthode classique (Tableau 3.6). Les
valeurs estimées ne sont toujours pas cohérentes avec la réalité biologique avec la méthode

d’estimation classique. Ceci signifie que les estimations des paramétres n’ont pas €t€ impactées
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par la contrainte des bornes sur les parametres mais plutot par la structure générale du plan D-
optimal. Ces résultats confirment nos précédentes conclusions, a savoir que les a priori sur les

parametres conditionnent fortement la structure du plan et donc les estimations des parametres.

4. Conclusions du chapitre 3

La caractérisation de la croissance d’une souche bactérienne repose sur la connaissance de
ses valeurs cardinales (minimale, optimale et maximale) de croissance pour les facteurs
environnementaux étudiés. Afin de les déterminer de maniere précise, une approche utilisant
un plan d’expériences D-optimal a été proposée et a été comparée a une approche classique
utilisant des plans factoriels. Les qualités d’estimations des valeurs cardinales de croissance
avec ces deux approches ont ét€ comparées sur différents criteres tels que les contraintes
expérimentales, la précision des estimations et leur cohérence avec la réalité biologique (Fig.

3.1).

FORCES FAIBLESSES
- Résultats cohérentes de la réalité biologique - Charge de travail
OPPORTUNITES MENACES

- Plan réalisable par la majeure partie de la] -Estimations moins précises
communauté de biologistes

Fig. 3.1. Analyse SWOT des plans factoriels et des plans D-optimaux pour I’estimation
des valeurs cardinales de croissance.
Les forces, faiblesses, opportunités et menaces des plans factoriels (bleu) et des plans D-
optimaux (bleu) ont été comparées.

D’une part, les plans factoriels sont simples a construire, nécessitent peu de pré-requis sur

les modeles de croissance et les valeurs cardinales de croissance, mais requicrent beaucoup de

données expérimentales. Les estimations des valeurs cardinales estimées sont cohérentes avec
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la réalité biologique mais les estimations sont peu précises par rapport a la charge de travail
réalisée. D’autre part, les plans d’expériences optimisés ont pour avantage de prendre en compte
des contraintes expérimentales et de réduire la charge de travail mais leur construction nécessite
des connaissances accrues en statistiques et en biologie et nécessitent des pré-requis sur les
valeurs a priori des valeurs cardinales et des mod¢les de croissance. En effet, s’ils permettent
d’obtenir des estimations précises des valeurs cardinales, ils peuvent conduire a des estimations
qui ne sont pas cohérentes avec la réalité biologique si les a priori sur les modeles de croissance
et sur les limites de croissances sont fausses.

La qualité des estimations des parametres repose sur deux criteres que sont la précision
des estimations et la réalité biologique de ces estimations. Un compromis est nécessaire entre
ces deux criteres de qualité mais pour une future application en agroalimentaire, il est préférable
d’utiliser les valeurs cardinales les plus proches de la réalité biologique. Dans le cadre de cette
étude, nous avons donc choisi d’utiliser les valeurs cardinales estimées par la méthode classique

avec les plans factoriels.
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CHAPITRE 4:

EFFETS DES FACTEURS
ENVIRONNEMENTAUX SUR LA
CROISSANCE ET LA SPORULATION DE

Bacillus subtilis BSB1
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1. Introduction

Dans le chapitre précédent (chapitre 3), les effets de la température, du pH et de I’activité
de I’eau ont été évalués sur la croissance de B. subtilis BSB1. Les valeurs cardinales de
croissance de cette souche ont été déterminées avec un modele secondaire de croissance
classique : le modele cardinal de Rosso et al. (1995). Les modeles de microbiologie
prévisionnelle sont couramment utilisés pour prévoir la croissance bactérienne en fonction de
facteurs environnementaux, dans les aliments (Mejlholm et al., 2010; Membre et al., 2005;
Pinon et al., 2004; Teleken et al., 2011). En revanche, aucun modele prévisionnel de sporulation
n’a ét¢ développé a ce jour, et il existe peu de données quantitatives de 1’impact de facteurs
environnementaux sur la formation des spores (Baril et al., 2012; Dawes and Mandelstam,
1970; Monteiro et al., 2005; Yazdany and Lashkari, 1975).

L’objectif de ce chapitre est d’évaluer I’impact de la température, du pH et de 1’activité
de I’eau sur les paramétres cinétiques de sporulation de B. subtilis BSB1 et de modéliser ces
effets. Pour cela, le modele de croissance-sporulation développé dans le chapitre 2 a été utilisé.
Ce modele présente plusieurs avantages ; il ajuste bien les cinétiques de croissance-sporulation

et contient des parametres ayant une signification biologique.

133
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2.1. Abstract

Spore-forming bacteria are incriminated in cases of food spoilage or food poisoning. In
their sporulated form, they are resistant to physical and chemical treatments applied in the food
industry and can persist throughout the food chain. Some cases of bacterial sporulation have
been reported in the processing of dairy products or vegetables, which leads to an increase in
the concentration of resistant forms in final products or on food lines. In order to identify
sporulation environments in the food industry, it is necessary to be able to predict bacterial
sporulation according to environmental factors. As sporulation occurs after bacterial growth, a
kinetic model of growth-sporulation was used to describe the effects of temperature, pH and
water activity on the growth and the sporulation abilities of Bacillus subtilis BSB1. The effects
of environmental factors on both growth and sporulation could be described with a single
cardinal model and only the cardinal values of growth were used as inputs to predict these
effects. These findings suggest that both growth and sporulation can be predicted with a single
simple model: the cardinal model of Rosso et al. (1995).
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2.2. Introduction

Spore-forming bacteria have been responsible for 30 to 40% of foodborne illness cases
in France over years (InVS, 2015, 2014, 2013). They can produce spoilage enzymes
(Rosenkvist and Hansen, 1995; Sorokulova et al., 2003; Pavic et al., 2005) or toxins that make
food unfit for human consumption. They are natural contaminants of raw materials in their
sporulated form. Throughout the food chain, from farm to fork, contaminating spores can
encounter environmental conditions that enable their germination, producing vegetative cells
which are able to complete a full cell cycle. Indeed, they can grow until they reach high
concentrations when they can form biofilms or they can differentiate into resistant spores. The
sporulation conditions have a strong impact on the production of spores and their resistance
properties. These newly-formed spores will be sources of re-contamination of food products,
end products and food lines, and can be resistant to subsequent treatments. Many studies aim at
gaining a better understanding of (1) ecological niches of spore-formers (Heyndrickx, 2011;
Miller et al., 2015; Postollec et al., 2012) , (i1) the abilities of vegetative cells to grow in foods
according to environmental factors (Doyle and Buchanan, 2012; Pinon et al., 2004; Sant’ Ana,
2017) and (ii1) the abilities of spores to resist chemical and physical treatments (Baril et al.,
2012b; Mah et al., 2008; Mtimet et al., 2015; Nguyen Thi Minh et al., 2011; Pefia et al., 2009).
However, few studies have identified the sporulation niches and the steps of food processes that
would be favorable to bacterial sporulation in foods and on food lines.

Predictive microbiology provides useful tools for predicting bacterial behavior
according to environmental factors, such as bacterial growth according to the environmental
factors (Augustin et al., 2000; Pinon et al., 2004; Rosso et al., 1995), or the resistance of spores
according to physical and chemical treatments (Baril ef al., 2011; Gaillard et al., 1998; Mafart
et al., 2010). As far as sporulation is concerned, primary models are sparsely developed (Baril
et al., 2012a; Das and Sen, 2011). Some studies have investigated the effects of temperature,
pH or water activity on sporulation (Baril ef al., 2012a; Lundgren, 1967; Monteiro et al., 2005;
Mtimet et al., 2015) but, to our knowledge, no secondary model has been suggested to quantify
and predict these effects. Sporulation and growth are two closely linked bacterial processes as
sporulation starts with DNA replication as for bacterial division, so the two processes share
molecular machineries (Narula ef al., 2016b).

The objective of this work was to (i) assess the effects of environmental factors on the
growth and the sporulation of Bacillus subtilis BSB1 and (ii) to suggest a secondary model to

describe these effects. The environmental factors studied were those which could have a
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significant impact on the sporulation behavior and which could be easily adjusted in the food

industry to limit sporulation (Gauvry et al., 2017): temperature, pH and water activity.

2.3. Materials and methods

2.3.1. Biological material

The strain used in this study was the bacterial model Bacillus subtilis BSB1 which is a trp+
derivative of B. subtilis 168 (Buescher et al., 2012; Nicolas et al., 2012) kindly provided by
the Micalis institute, at the National Institute for Agricultural Research (INRA) center in Jouy-

en-Josas, France.

The strain was isolated on Luria Bertani (LB) plates (Difco™, Becton, Dickinson and
Company) and incubated overnight at 37 °C. A colony was re-suspended in LB broth, under
100 rpm agitation at 37 °C until it reached an absorbance Agoonm Of 1.0. From this pre-culture,
a 100-fold dilution was performed in 100 mL of LB broth in a flask, in the same culturing
conditions for 3 h. A second dilution was then performed in the same conditions. When the
Asoonm reached 1.0, glycerol was added to the bacterial suspensions at a final concentration of
25% wiw in cryovials. Conservation was performed at -80 °C and the stocks were renewed

every month to avoid cellular death overtime in the cryovials.

2.3.2. Assessment of the impact of temperature, pH and water activity on gsrowth

2.3.2.1. Assessment of growth limits

Growth/No Growth (G/NG) experiments were performed to evaluate the growth limits for
temperature, pH and aw. Different pH values were tested between pH 4.5 to 5.0 (5 values) and
between pH 8.9 and 9.3 (4 values). The temperatures tested were 5 °C, 10 °C, 13 °C and 15 °C
for the lower limits and between 54 °C and 60 °C with a step of 2 °C for the upper limits. The

values of ay tested were comprised between 0.910 and 0.940 with a step of 0.05.

From a cryovial, a convenient dilution was performed in Tryptone Salt broth (Biokar

Diagnostics, Allonne, France) and 1 mL of this dilution was inoculated in a 250 mL flask
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containing 100 mL LB broth, in order to obtain an initial concentration of
3 logio (CFU/mL). Cultures were performed under an agitation of 100 rpm and the standard
conditions of temperature, pH and aw were 37 °C, pH 7.00 and ay 0.996. Total cell counts were
performed for each culture after 3 days, 7 days and 14 days, by pouring 1 mL of adequate
dilutions into TS broth in Nutrient Agar (Biokar Diagnostics, Allonne, France), with incubation

of the plates for 24 h at 37 °C and counting of the colonies.

2.3.2.2.. Effects of temperature, pH and a,, on growth

The effects of pH, temperature and water activity on the bacterial growth were evaluated
with three independent experimental designs (Table 4.1), from pH 4.9 to 9.0, from 15 °C to
54 °C and from aw 0.996 to 0.940 respectively. For each environmental factor tested, the other
factors were set to the standard values of 37 °C, pH 7.0 and maximal aw (aw 0.996). Bacterial
cultures were performed in 100 mL of LB in 250 mL shaking flasks under an agitation of 100
rpm. The inoculation was performed as previously described. The growth kinetics were

monitored by total cell counts over time.

2.3.3. Assessment of the impact of pH, water activity and temperature on growth and

sporulation abilities

2.3.3.1. Evaluation of sporulation limits

Sporulation abilities were assessed with Sporulation/No Sporulation (S/NS) at 5 °C, 9 °C,
13 °C and 15 °C for the lower limits and between 48 °C to 60 °C with a step of 2 °C for the
upper limits. The values of aw tested were comprised between 0.910 and 0.945 with a step of
0.05. The effects of pH could not be evaluated in these conditions because the pH could not be
maintained at a constant value throughout the culture in the shaking flasks. Indeed, the pH of
the medium decreases during bacterial growth and increases at the onset of and during
sporulation. The conditions of culture were the same as for the evaluation of the growth limits.
The spore count was performed after 3, 7 and 14 days of culture. To do so, the total bacterial
suspension was treated for 10 minutes at 80 °C by the capillary method (Baril, 2011) in order
to eliminate vegetative forms. With this method, the detection limit of the concentration of
spores was 10 CFU/mL.
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2.3.3.2. Effects of temperature, pH and a,, on growth and sporulation

The effects of pH (5.0; 5.2; 7.0; 8.0; 8.8), temperature (20 °C; 25 °C; 30 °C; 37 °C;
45 °C; 49 °C) and ayw (0.945; 0.960; 0.975; 0.985; 0.997) were evaluated on the growth and the
sporulation of B. subtilis BSB1 in batch cultures. Only one environmental factor changed
between experiments, the two other environmental factors were set to the standard values which
were 37 °C, pH 7.0 and aw 0.996. For each condition tested, the bacterial cultures were

performed in triplicate.

B. subtilis BSB1 was cultivated in batches, in an Applikon bioreactor (Applikon
Biotechnology, Netherlands) in 2 L Brain Heart Infusion (BIOKAR Diagnostics, Beauvais,
France) supplemented with sporulation salts (Hageman et al., 1984), under 250 rpm agitation
and an aeration of 1.5 L/min. The initial inoculum of 10> CFU/mL was made from an adequate
dilution of a cryovial in TS broth. The water activity of the medium was adjusted with sodium
chloride. The pH was maintained at a constant value across the culture, by adding sodium
hydroxide 2 M or hydrochloric acid 2 M sterilized on 0.22 pum filters. At each measurement
point, 5 mL were sampled, and the total cell count and spore count were performed as

previously described.

2.3.4. Primary and secondary modellings

2.3.4.1. Kinetic model of growth and sporulation

The growth parameters were evaluated for the different conditions tested (Table 4.1).
The data of the natural logarithm for the total cell concentration were plotted against time and

the logistic model of growth (Rosso et al., 1995) was used to fit experimental data with Eq. (1).

In(Ny), t; <A
In(N () = m(  Mne )ii >3 (D
(1+ No )XeXP(_P-maxX(ti_/D)
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with N(t;), the concentration of total cells at time t; , Ny the initial concentration of vegetative
cells and Nyax the maximal total cell concentration (CFU/mL), 4 the lag before growth (h) and

Umax the maximal vegetative growth rate (h™).

The sporulation kinetics in batch cultures were fitted with the primary model of Gauvry
et al. (2017) (results for submission in the journal Applied and Environmental Microbiology)

given by equations Eq. (2):

0, t; <t

St = {S(ti—l) + [N(ti —tf) — S(ti—1)] X Prax X [Ulﬁ X exp <_0'5 X (%)2)] oty ?

with N(¢; — t;) the concentration of total cells at time ¢; — t; (CFU/mL) given in Eq. (1), S¢,_, ,
the concentration of spores at time t;_; (CFU/mL). The sporulation parameters were Py,
(unitless), tmax (h) and o (h). Py, is used to weight the maximal proportion of cells which are
able to sporulate at the time . (h). Consequently the probability of sporulating at time #uax

can be easily calculated as follows:

1
P(tmax) = Prnax X oxV2r (3)

Pax 1s obtained at the time #,qx which mainly has an impact on the time at which the first cells
initiate sporulation and subsequently, on the time until the first spores appear. Lastly, the
parameter o 1is the scattering of the probability curve which accounts for the heterogeneity of
the bacterial population’s sporulation behavior over time, which majorly influences the shape

of the sporulation curve i.e. the appearance rate of spores over time.

2.3.4.2. Modeling the impact of temperature, pH and a, on growth and sporulation

The effects of temperature, pH and water activity on bacterial growth were described with

the cardinal model of Rosso et al. (1995) with equations Eq. (4) and Eq. (5)

Yinax(T°C,pH, a,) = Yopt X CM, (T°C) x CMy,(pH) x CM,(a,,) (4)
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CM,(X) =

_ _y._ . \n
— (X~ Xma) (X~ Xmin) ,Xmin < X < Xmax
(Xopt_Xmin) ><[(Xopt_Xmin)X(X_Xopt)_(Xopt_xmax)x(Xopl:"’Xmin_nx)] (5)

0,X < Xminou X = Xmax

with Y, the growth and sporulation parameters (and more exactly timax, 1/4, - (10210 (Pmax)), tmax
and o) and X, the environmental factor (pH, temperature or water activity). Xmax, Xmin and Xop:
were the maximal, minimal and optimal values of the environmental factors at which the strain
was able to grow, and n, a shape parameter. The values of the shape parameter used to describe
the effects of temperature, pH and water activity on the growth and sporulation parameters were

2, 0.1 and 1 respectively and we made the approximation that aw max = aw opt = 0.996.

The cardinal values of growth were estimated based on the combined data of yuax of the
three factorial designs, obtained in LB in Erlenmeyer flasks. The effects of temperature, pH and
water activity on the lag before growth A were described with the cardinal values as inputs and
the optimal value of 1/4 was estimated.

The optimal values of the sporulation parameters were estimated in a two-step procedure.
The growth and sporulation kinetics obtained in favorable conditions for growth and
sporulation (45 °C, pH 7.0, aw 0.996) were fitted with the primary model given by Eq. (1) and
Eq. (2) in order to estimate the growth and sporulation parameters in this particular condition.
The values of these parameters ( Y., (45°C,pH 7.0, a,, 0.996)) were used to calculate the optimum
values Y. with Eq. (4). The effects CM (45°C,pH 7.0, a,, 0.996) were calculated with Eq. (5) and

the use of the cardinal values of growth as inputs.

2.3.5. Fitting of the growth and sporulation curves and estimation of the cardinal

values of srowth and sporulation

The growth and the sporulation parameters were estimated by minimizing the Sum of
Square Error (SSE) in Eq. (6) between the experimental values and the values calculated by the
kinetic models (functions nlinfit or fmincon, MATLAB and Statistics Toolbox Release 2013a,
The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United States). The standard deviations of the
estimates were calculated from the confidence intervals at 95% (function nlparci). Triplicates

were performed for each condition tested for the growth and sporulation kinetics in batch
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cultures. As there was little biological and experimental variability, estimations of the growth

and sporulation parameters were made on the global data of the triplicates.

SSE = X — %)* (6)

with y;the experimental data of the concentration of total cells or spores In (CFU/mL) and ¥;

the corresponding concentrations estimated with the model.

From the fitted or simulated kinetics of growth and sporulation with Eq. (1) and Eq. (2),
criteria of interest to characterize the efficiency of sporulation in reference to previous works
(Baril et al., 2012a; Carvalho et al., 2010; Monteiro et al., 2014) could be calculated. These
criteria are the maximal concentration of spores Smax (CFU/mL) and the time to see the first
spore tis (h) i.e. the time at which the first spore (1 CFU/mL) appears.

The goodness of fit of the model was assessed with the Root Mean Square Error (RMSE)
in Eq. (7). The relative error (RE) in Eq. (8) was used to assess the mean error between
(i) observed and predicted values of 1/4 and (ii) between estimated and predicted values of the
time to see the first spores (tis) and the maximal concentration of spores Smax (In (CFU/mL))

(Ross, 1996).

RMSE = |2£ (7)
n-p

with SSE calculated in Eq. (6), n the number of experimental data of 1/ A (h™"), ti5 (h) or Smax (In
(CFU/mL)), and p the number of parameters of the model.

RE (%) = 100 X @ ©)

i

with y; the experimental data of 1/4 or the estimated values of the sporulation parameters
(—log10 (Pmax)), tmax, 0, and ¥; the corresponding predicted values calculated with the cardinal

model.
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2.4. Results

2.4.1. Characterization of the growth of B. subtilis BSB1 according to temperature, pH

and water activity

The Growth/No growth experiments allowed determining that B. subtilis BSB1 could grow
between 13 °C and 54 °C, between pH 4.9 and pH 9.1 and at water activities superior to 0.935
(filled black rounds on Fig. 4.1).

Table 4.1. Growth limits and estimations of the cardinal values of B. subtilis BSB1
determined based on the maximal growth rate.

Parameter | Lower boundaries Estimates (+SD) Upper boundaries

Tin (°C) 10" 5.5 (£3.9) 138

Topt (OC) 469 (i36)

Tmax (°C) 54.08 55.7 (£2.9) 568

PHumin 4.8m8 4.8 (+0.8) 4.98

pHopt 6.8 (i14)

PHnax 0.12 9.2 (x0.5) 9.2m¢

Ay min 0.925"8 0.929 (+0.026) 0.9308

Hopt (M) 4.040 (£1.000)

1/ (h!) 0.82 (x0.25)
& growth was observed at the corresponding temperature, pH or a, with the
G/NG experiments.

"8: no growth was observed at the corresponding temperature, pH or a, with the
G/NG experiments.

The cardinal values of growth were estimated for temperature, pH and aw based on the
maximal growth rates pmqx (Fig. 4.1 and Table 4.1). B. subtilis BSB1 had an optimal growth
rate U of 4.040 h'! in optimal conditions i.e. at 46.9 °C, pH 6.79 and maximal a 0.996. It had
a minimal latency of 1.2 h. According to the cardinal model, the ranges of temperature, pH and
water activity for which the strain was able to grow were from 5.5 °C to 55.7 °C, from pH 4.8
to 9.2 and beyond aw 0.929.

The impacts of the three parameters on the lag before growth could be correctly predicted
with a mean relative error of 27% for the 47 experiments. The maximal concentration of total
cells Nyqx could be considered as a constant with a mean value of In (Nqax) of 20.76 (+/- 4.36%)

i.e. 1.04 x 10° CFU/mL.
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Fig. 4.1. Effect of temperature, pH and aw on the growth rate and the lag before growth of B. subtilis BSB1.

The experimental data (0) of tmax (a, c and e) and 1/4 (b, d and f) were plotted against temperature (a and b), pH (c and d) or ay, (e and f). The conditions
in which no growth was observed are indicated by bold empty circles on the horizontal axis (2) and the conditions in which growth was observed in the
Growth/No Growth experiments are indicated by black filled circles (o). The cardinal values of growth were estimated based on pmax with the cardinal
model (solid lines). These estimated cardinal values were used as inputs to estimate 1/2,,: and then describe the effects of environmental factors on 1/ A.
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2.4.2. Characterization of the sporulation of B. subtilis BSB1 according to
temperature, pH and water activity

2.4.2.1. Typical impacts of environmental factors on sporulation kinetics

In order to show to what extent sporulation could be affected by the environmental
factors, three characteristic curves of growth and sporulation obtained in batch culture in Brain
Heart Infusion (BHI) are depicted in Fig. 4.2. As previously indicated, the effects of pH were
also evaluated but suboptimal pH affected growth and sporulation in the same manner as for
suboptimal temperature.

The first one was obtained at 49 °C, pH 7.0 and ay 0.996 (Fig. 4.2a) which was a
favorable condition for growth with a maximal growth rate of 3.80 h™! and a lag before growth
of 3.5 h. The production of spores was high (2.0 x 10’ CFU/mL) and the appearance of spores
was gradual over time as the spores appeared after 14 h and until more than 100 h of culture. In
the second case, at 25 °C, pH 7.0 and aw 0.996 (Fig. 4.2c), the growth started 6 h later and the
maximal growth rate was lower (2.2 h'). The production of spores was also high
(1.06 x 10® CFU/mL) but they appeared more synchronously from 29 h to 60 h of culture.
Lastly, at 37 °C, pH 7.0 and aw 0.945 (Fig. 4.2e), bacterial multiplication started after 8.2 h of
latency and the maximal growth rate was strongly affected (tmq=0.42 h''). The spores appeared
synchronously and sooner, at 9 h of culture, compared to 14 h and 29 h at 49 °C and 25 °C
respectively. Moreover, the production of spores at aw 0.945 was affected 5000-fold compared
to what was obtained at 25 °C, with a maximal concentration of spores of 3.00 x 10* CFU/mL.

The sporulation rates can be explained by the shape of the probability curves (Fig. 4.2b,
d and f). The spores appeared rapidly at 25 °C (Fig. 4.2c) and aw 0.945 (Fig. 4.2¢) because the
probability scatterings were low with respective values of ¢ of 4.8 h (Fig. 4.2d) and 3.1 h
(Fig. 4.2f) and because the maximal probability of sporulating was obtained soon at 25 °C
(tmax=48.2 h) and aw 0.996 (tnw=13.4 h). Inversely, at 49 °C, the maximal probability of
sporulating was reached later (#,.:=87.0 h) and the cells sporulated less synchronously as the
sporulation probability over time was much more scattered (6= 25.6 h). At ay 0.945, what was
characteristic was that the maximal probability of forming a spore was 10-fold higher than at
25 °C (Fig. 4.4) whereas the spore yield was 400 times lower at ayw 0.945. This could be
explained by the maximal sporulation probability which was reached much sooner at

tmax= 13.4 h of culture when the concentration of total cells was only 1.20 10* x CFU/mL.

144



a) BHI, 49°C, pH 7.0, a,, 0.996 G) BHI, 25°C, pH 7.0, a,,0.996 e) BHI, 37°C, pH 7.0,a,0.945

(=]

e — —
E z T z
- 8 T Y d= —~ - -y L8 -
2 ® — 2 g 2
2 ¢ o o ¢
ﬁ v St e a0y -
i 4 3 u% 4
] 5] 5]
— 2 — ot
0 - . : 0 oo s : 0 : : :
0 50 100 150 200 0 50 100 150 0 50 100 150 200
Time (h) Time (h) Time (h)
b) .. | | -
gy 1 - 001 003
2 = = 0,025
< o0s ; 0.008 =,
£ 0.02
Ees = 0006 - E
S — 'S 0.015
® 04 8 0.004 ©
£ ] 2 oo
=t o i
a 02 0.002} & 0.005
00 50 100 150 200 Oﬂ 50 _1[70 UD _1[!] 150 200
Time (h) Time (h) Time (h)

Fig. 4.2. Growth and sporulation kinetics of B. subtilis BSB1 obtained in BHI, in batch cultures at 49 °C, pH 7.0 and aw 0.996 (a and b), at
25 °C, pH 7.0 and aw 0.996 (c and d) and at 37 °C, pH 7.0 and aw 0.945 (e and f).

The experimental data of total cells (o) and heat resistant spores (®) (logio (CFU/mL)) were fitted with the growth-sporulation model in Eq. (1)
and Eq. (2) (solid lines). The probability of vegetative cells sporulating over time (h!) is represented below the corresponding growth and
sporulation kinetics (b, d and f).
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On the contrary, the maximal sporulation probability was obtained at 48.2 h of culture at 25 °C
when the bacterial concentration was 8.0 x 10° CFU/mL. Consequently, despite the fact that
the maximal proportion of cells was lower at 25 °C, this proportion concerned a higher amount

of vegetative cells, which explains the more efficient production of spores at this temperature.

2.4.2.2. Effects of environmental factors on sporulation kinetics

In the Sporulation/No Sporulation experiments, the limits of sporulation were
comprised between 10 °C and 15 °C for the lower limits, between 50 °C and 52 °C and the
minimal aw for sporulation was between 0.935 and 0.940. However, estimations of the
sporulation limits directly depend on the spore detection limit (10 CFU/mL), inherent to the
experimental procedure. Consequently, the sporulation limits were underestimated with this
method.

We defined the optimal conditions for sporulation as the conditions in which the spores
appeared the soonest and in which the highest amount of spores was obtained. The spores
appeared sooner in the most optimal conditions for sporulation and this time increased when

we approached the sporulation limits (Fig. 4.3a, ¢ and e).
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Fig. 4.3. Effects of temperature (a and b), pH (c and d), and water activity (e and f) on the
inverse of the calculated time to see the first spore 1/tis (a, ¢ and e) and the calculated
maximal concentration of spores reached Smax (logio (CFU/mL)) (b, d and f).

For example, while the first spores appeared at 14 h of culture at the three temperatures 37 °C,

45 °C and 49 °C, they appeared at 29 h at 20 °C and at 51 h at 25 °C. An exception was observed
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at aw 0.945 (Fig. 4.3e) for which the first spores appeared at 10 hours of culture. The spores
appeared more synchronously in suboptimal conditions while they appeared more gradually
over time in more optimal sporulation conditions (Fig. 4.2). The maximal concentration (Syax)
of spores was not strongly affected by the temperatures and the pH values tested (Fig. 4.3b and
d) with a mean value of Sy of 2.5 x 107 UFC/mL. However, the maximal concentration of
spores was more strongly affected as the water activity decreased (Fig 4.3f) with 3.0 x 10*
CFU/mL obtained at ay 0.945 while the maximal concentration of spores obtained was 6.54 x
10® CFU/mL at 37 °C, pH 7.0 and aw 0.996.

In optimal conditions for growth (at 45 °C, pH 7.0, aw 0.996), the probability of forming
a spore was 7.32 x 10° h'!, the time #,u.q at which cells had the highest probability of sporulating
was 109.8 h and the optimal probability scattering o was 21.7 h. Interestingly, as the
environmental conditions came closer to the growth limits, the maximal sporulation probability
increased from 7.32 x 10° h' in optimal conditions to 1.10 x 102 h' at 25 °C or
3.38 x 10 h'! at ay 0.945. The time fmax at which the cells had the maximal sporulation
probability decreased as we neared the growth boundaries until values of 35.1 h at pH 8.80 or
13.2 h at aw 0.945 for example. Lastly, the probability scattering dropped as the temperature,
pH or water activity became more and more drastic for growth and sporulation. For example,
the values decreased from 22.1 h in optimal conditions to 3.7 h at aw 0.945, 5.7 h at pH 8.8 or
7.4 h at 20 °C. Our observations indicated that when we neared the growth boundaries, the cells
sporulated more synchronously and in higher proportions. However vegetative cells sporulated
sooner, when the concentration of vegetative cells was low, ultimately leading to fewer amounts

of sporulating cells.

2.4.3. Prediction of the effects of environmental factors on the growth and

sporulation of Bacillus subtilis BSB1.

The optimal conditions for growth (45 °C, pH 7.0, aw 0.996) were used as a background
to calculate the optimal values of the probability parameters that would be obtained in optimal
conditions for growth i.e. at 46.9 °C, pH 6.79, ay 0.996. The values of Puax, tmax and o in these
optimal conditions for growth were 3.98 x 102, 111.7 h and 22.1 h respectively. The growth
limits and the optimal values of the sporulation parameters were used as inputs of the cardinal
model to describe the effects of the temperature, pH and water activity on P (Fig. 4.4a, d and

), tmax (Fig. 4.4b, e and g), and o (Fig. 4.4c, d and e).
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Fig. 4.4. Effects of temperature, pH, and water activity on the maximal proportion of
vegetative cells sporulating (-logio (Pmax)) (a, d and g), the time to reach the maximal
sporulation probability #... (b, e and h) and the probability scattering & (c, f and i).

The cardinal values of growth (Tab. 1) were used as inputs for the cardinal model (solid
lines).

The predicted kinetics of growth and sporulation gave a good prediction of the time to
see the first spores with a mean relative error of 23.9 % and the predictions were generally safe
(underestimated). The maximal concentration of spores (logio (CFU/mL)) could be predicted

with a mean relative error of 17.8%.

2.4. Discussion

B. subtilis is able to grow between 5.5 °C and 55.6 °C, between pH 4.8 and pH 9.2 and
beyond aw 0.996. These values were consistent with the growth boundaries evaluated with the
Growth/No Growth experiments and are consistent with previous observations (Holtmann and
Bremer, 2004; Pandey et al., 2013; Pant et al., 2015; Tapia et al., 2007). As the environmental

conditions were increasingly drastic for growth, the latency before growth increased and the
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growth rate decreased. The experiments were performed with bacterial cells which were in the
same physiological states and the size of the inoculum was high enough (3.0 logio (CFU/mL))
to neglect the heterogeneity of behavior between cells. Consequently, a linear relationship could
be observed between the growth and the inverse of the latency before growth as previously
observed elsewhere (Munoz-Cuevas et al., 2010; Robinson, 1998).

Predictive microbiology has proven its efficiency to predict the bacterial growth rate according
to environmental factors by using a cardinal model. This model uses the cardinal values of
growth i.e. the minimal, optimal and maximal values of environmental factors for which
bacterial growth is possible. As a relationship could be established between the growth rate and
the latency before growth, the cardinal model could be used to predict both these growth
parameters. On the contrary, the environmental condition tested did not have a significant
impact on the maximal concentration of total cells. Consequently, the maximal bacterial
concentration could be considered as a constant of 1.04 x 10° UFC/mL in the culture conditions
tested. This also means that provided that vegetative cells are able to grow, they will
theoretically meet the conditions of starvation and quorum sensing that trigger sporulation

(Grossman and Losick, 1988).

Close to the optimal conditions for growth, the first spores appeared the soonest and the
highest concentrations of spores were obtained (Fig. 4.3). These criteria are commonly used to
define the efficiency of sporulation (Baril et al., 2012a; Carvalho et al., 2010; Monteiro et al.,
2005) and are of interest for food applications. Consequently, we defined the optimal conditions
for sporulation being identical to the optimal conditions for growth.

The maximal concentration of spores was not strongly affected by suboptimal
temperature and pH conditions. These results are consistent with previous results on B. subtilis
(Monteiro 2005) and were also observed for other species such as B. weihenstephanensis
KBAB4 (Baril et al., 2012a). On the contrary, water activity had a strong effect on the maximal
concentration of spores as also observed for B. weihenstephanensis KBAB4. In our study, this
could be related to the rapid mortality observed after the stationary phase at low water activity
(results not shown). Indeed, sporulation is a last resort differentiation option for survival but,
before committing to sporulation, a checkpoint is activated to assess whether the cell will
succeed or fail to complete the sporulation process (Lemon et al., 2000; Stephens, 1998;
Veening et al., 2009). In suboptimal conditions, the spores of B. subtilis BSB1 appeared later
as observed for B. weihenstephanensis KBAB4 and B. licheniformis AD978 (Baril et al., 2012a)
but they appeared more synchronously contrarily to what is commonly observed in the

literature.
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The effects of environmental factors on the sporulation kinetics can be explained by
their effects on the sporulation probability over time. Surprisingly, when the conditions are not
optimal for sporulation, the maximal probability of sporulating increases and both the time fax
at which P is reached and the probability scattering decrease. These results mean that
vegetative cells sporulate more synchronously and in higher proportions in suboptimal
conditions for sporulation. However, each of the three sporulation parameters has an impact on
the sporulation kinetics. More specifically, the vegetative cells can sporulate very early, before
the maximal concentration of total cells is reached. Consequently, although a high proportion
of cells sporulate in the same range of time (Puax), this corresponds to a small amount (or
concentration) of cells as depicted at aw 0.945 (Fig 4.2e). This also means that in suboptimal
conditions, vegetative cells overcome the factors needed for sporulation i.e. nutrient starvation
and communication between cells. These findings suggest that too drastic environmental

conditions do not only modulate sporulation but can also be triggers of sporulation.

Sporulation and growth are strongly linked as a linear relationship exists between the
maximal growth rate and the sporulation rate (Baril, 2011; Dawes and Mandelstam, 1970),
because these two bacterial processes share common molecular machineries (Mendez et al.,
2004; Narula et al., 2016a; Reder et al., 2012). In our study, a linear relationship was also
observed between the maximal growth rate ym«x and the probability scattering o which mostly
impacts sporulation. Moreover, the sporulation boundaries were consistent with the growth
boundaries and the optimal conditions for sporulation (in which the spores appear rapidly and
in high concentrations) matched with the optimal condition for growth. Lastly, the temperature,
pH and water activity affected both the growth (Fig. 4.1) and sporulation (Fig. 4.4) parameters
in the same way. These observations led us to suggest that the sporulation parameters could be
described with the same model as growth, i.e. the cardinal model with the cardinal values of
growth as inputs. The only information needed to predict sporulation in any environmental
conditions was the “optimal values” of the sporulation parameters which would be obtained in
optimal conditions i.e. at 46.9°C, pH 6.8, aw 0.996. Only one set of experimental values for the
growth and sporulation kinetics in favorable conditions for sporulation is required as a set of
calibration kinetics to calculate these optimal values with Eq. (4) and Eq. (5). Thanks to these
optimal parameter values and the cardinal values of growth, the cardinal model efficiently
described the growth and sporulation kinetics obtained in the 13 other conditions tested for the
batch. With this model, the data of interest for food applications such as the time until the first
spores appear and the maximal concentration of spores could be satisfactorily and safely

predicted (by calculation) with mean relative errors of 23.9% and 17.8% respectively.
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3. Conclusions du chapitre 4

The objective of this work was to assess the effects of environmental factors on the
growth and sporulation of B. subtilis BSB1 and to predict these effects. The optimal conditions
for growth and for sporulation were the same and the boundaries’ values of growth and
sporulation were also the same. In suboptimal conditions for growth and sporulation, growth
starts later and the growth rate decreases, the spores appear later, more rapidly and in lower
proportions. The environmental factors (temperature, pH, aw) affected the sporulation and
growth parameters in the same way. This led us to propose a single, common model to describe
and predict both growth and sporulation. As the cardinal model is efficient in predicting
bacterial growth, this model was used with the cardinal values of growth as the sole inputs. The
model correctly described all the growth kinetics as well as the sporulation kinetics. The sole
exception was the maximal concentration of total cells which reached an average concentration
of 1.04 x 10° CFU/mL in every condition tested.

To conclude, despite the fact that we did not propose an innovative model to describe
and predict the effects of environmental factors on sporulation, we proved that a single cardinal
model of growth-sporulation can be used to predict both the growth and sporulation of B.
subtilis. For further applications in the food industry, such a model is simple to use and only
requires the growth boundaries as inputs and a single set of experimental growth-sporulation

kinetics to calibrate the optimal values of the parameters.
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CHAPITRE 5:

EVALUATION DE LA
ROBUSTESSE DES MODELES DE
SPORULATION :

DOMAINES ET LIMITES
D’APPLICATION
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1. Introduction

Un modele cinétique de croissance-sporulation a été développé dans le chapitre 1. I
permet de décrire a la fois la croissance des cellules végétatives et leurs différenciations en
spores. La croissance est décrite avec quatre parametres : la concentration initiale Ny et la
concentration maximale en cellules végétatives Ny, la durée de la latence avant la croissance
Aetle taux de croissance tmax. La sporulation a été décrite avec quatre parametres : le temps de
formation de la spore #, la probabilité maximale de sporuler P, le temps tuax auquel cette
probabilité maximale est obtenue et la dispersion de la probabilité ¢. Ces trois derniers
parametres décrivant la probabilité d’une cellule végétative a s’engager en sporulation au cours
du temps. Ce modele a prouvé son efficacité pour décrire différentes cinétiques de croissance
et de sporulation de Bacillus subtilis BSB1 obtenues dans des conditions statiques de
température, pH et d’aw. Dans le chapitre précédent (chapitre 4), les effets des facteurs
environnementaux sur les parametres cinétiques de croissance et de sporulation de B. subtilis
BSBI1 ont été quantifiés et ont pu étre décrits par un modele secondaire. Ce modele secondaire
est un modele cardinal qui integre les valeurs dites cardinales de croissance (valeurs minimales,
optimales et maximales de température, pH et aw pour lesquels la souche est capable de se
multiplier) ainsi que les valeurs optimales des parametres de croissance et de sporulation. Ces
valeurs optimales (Lopt, Amin, Pmax opts tmax opt, Gopt) sont spécifiques du couple souche-aliment et
de I’environnement. Les valeurs cardinales de croissance et les valeurs optimales de sporulation
pour le pH et la température et 1’aw ont été déterminées précédemment (chapitre 3 et chapitre
4, respectivement).

Dans ce chapitre, I’objectif est d’étudier la robustesse et la généricité des modeles de
sporulation. Ces modeles ont été développés a partir de données de croissance et de sporulation
obtenues dans des conditions particulieres de culture (en fermenteur, dans 2 1 de milieu BHI,
avec une agitation de 250 rpm, une aération de 2 1/min et la température, le pH et ’activité de
I’eau étaient maintenus constants au cours des cultures). Afin de valider une utilisation plus
générale de ces modeles, la question suivante s’est posée : les modeles développés sont-ils
utilisables dans d’autres conditions de culture et pour d’autres especes ? Pour y répondre, la
validité des modeles a été testée pour différents milieux de culture (BHI, LB et lactosérum),
pour des conditions dynamiques de température ou de pH, et pour une autre espece bactérienne,

Bacillus licheniformis.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel biologique et conservation des souches

Les deux souches bactériennes étudiées sont B. subtilis BSB1, dérivée trp+ de la souche
modele BSB168, fournie par I'institut MICALIS, de I'INRA de Jouy-en-Josas, et Bacillus
licheniformis AD978, une souche d’origine industrielle isolée a partir d’un produit laitier par le
laboratoire ADRIA Développement.

B. subtilis BSB1 a été fourni sous forme de colonies étalées sur une gélose Luria Bertani
(LBA, Biokar Diagnostics, Beauvais, France). Une colonie a été re-suspendue dans 100 ml de
milieu LB dans un erlen de 250 ml. L’incubation s’est faite sous une agitation de 100 rpm a
37°C pendant 4 h. Une dilution au 1/100°™ a ensuite été réalisée dans un milieu LB frais, dans
les mémes conditions pendant 3 h. Cette suspension bactérienne a ensuite été diluée au 1/100°™
dans les mémes conditions pendant 5 h jusqu’a atteindre la phase stationnaire (Asoonm = 1). La
suspension bactérienne a ensuite été supplémentée par 25% vol/vol final de glycérol et la
suspension a été répartie en cryotubes de 1,5 ml qui ont ensuite été conservés a -80°C.

B. licheniformis Ad978 a été fourni en cryotubes qui contenaient uniquement des
cellules végétatives conservées a -20°C en bouillon coeur-cervelle (BHI, BIOKAR Diagnostics,

Beauvais, France) (70%) et de glycérol (30%) et conservées a -20°C a des concentrations de

I’ordre de 1,0 x 108 UFC/ml.

2.2. Conditions testées

Les milieux de culture testés ont été le BHI, le LB ou lactosérum. Les milieux LB et
BHI ont été stérilisés par autoclavage et le lactosérum a été préparé a partir de poudre de
lactosérum de cheddar déshydratée a une concentration de 6,5 g pour 100 ml d’eau distillée. La
solution a été stérilisée par filtration sur des filtres ayant des pores de 0,22 um de diametre
(EMD Millipore™ Steritop™, Fisher Scientific, Brant, France). Les conditions de culture
testées ont été en erlen de 250 ml avec 100 ml de milieu, avec une agitation de 100 rpm, et en
fermenteur dans 2 1 de milieu, avec une agitation de 250 rpm, une aération de 2 1/min et le pH
pouvait étre contrdlé au cours du temps. A partir des cryotubes, des dilutions adéquates ont été
réalisées en bouillon tryptone-sel (TS, Biokar Diagnostics, Beauvais, France) pour une

inoculation a une concentration initiale d’environ 10° UFC/ml.
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Afin d’évaluer la robustesse du modele, différentes combinaisons de milieux de culture
et de conditions de culture ont été testées.
Pour tester I’effet du milieu de culture, B. subtilis BSB1 a été cultivé en erlen dans les milieux
BHI, LB et lactosérum.
Pour tester 1’effet des conditions de culture, des cinétiques de croissance et de sporulation de
B. subtilis BSB1 ont été obtenues en milieu BHI en fermenteurs (en conditions statiques de
température, pH et aw) et en erlens.Pour tester la validité des modeles en conditions dynamiques
de facteurs environnementaux, différentes conditions de culture ont €té testées :
- En milieu BHI en erlen et une incubation :
1) a 37°C tout le long de la culture ;
ii) a 37°C pendant 16 h puis la suspension bactérienne a été placée a 10°C ;
i) a 37°C pendant 16 h, puis la suspension bactérienne a été placée a 10°C pendant
24 h et replacée a 37°C.
- En milieu BHI en fermenteur:
1) a pH 7,0 tout le long de la culture ;
i1) a pH 7,0 pendant 23 h, puis le pH a été abaiss€¢ a 5,0 pendant
40 h, puis a pH 4,5 pour la fin de I’incubation.

Pour vérifier si les modeles de croissance et de sporulation sont applicables pour
d’autres microorganismes, B. licheniformis a été choisi car c’est une espece génétiquement
proche de B. subtilis (Rey et al., 2004). Sur les 139 geénes de sporulation de B. subtilis, tous ont
un orthologue chez B. licheniformis sauf 6 genes impliqués dans la synthése d’un
polysaccharide du manteau (Kunst et al., 1997). B. licheniformis Ad978 a été cultivé dans 2 1
de milieu Hageman (Hageman et al., 1984) supplémenté de 1% (vol/vol) de milieu BHI en
fermenteur (Applikon Biotechnology, Hollande) avec une agitation de 300 rpm et une aération

de 3 1/min, a 45°C et pH 7,2, 2 45°C et pH 5,8 et 2 20°C et pH 7,2.

2.3. Suivi de la croissance et de la sporulation

Les dénombrements des cellules totales ont été effectués par inclusion dans la gélose
nutritive (GN, Biokar Diagnostics, Beauvais, France) pour B. subtilis BSB1 et dans la gélose

ceeur-cervelle pour B. licheniformis AD978, apreés des dilutions adéquates dans du bouillon
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tryptone-sel (TS). Les spores ont été dénombrées apres un traitement thermique a 80°C pendant
10 min de la suspension bactérienne totale par la méthode des capillaires (Baril, 2011). Les
boites gélosées ont ensuite été incubées 24 h a 37°C pour B. subtilis BSB1 ou une nuit a 30°C

avant lecture pour B. licheniformis Ad978.

2.4. Modeles de croissance et de sporulation

2.4.1. Modéles cinétiques de croissance, mort et sporulation bactériennes

La croissance bactérienne a été décrite avec le modele logistique de croissance avec

délai (Rosso et al., 1995):

In(Ny), &; < A
ln(N(ti)) = ll’l< Nmax >'ti > 2 (D

(1+M1\'I‘%)xexp(—umaxx(ti—l))

avec N (t;) la concentration en cellules a un instant donné #;, No est la concentration initiale en
cellules (UFC/ml), Ny est la concentration maximale en cellules totales (UFC/ml), 4 est le

temps de latence (h) avant d’observer la croissance et tnax est le taux de croissance maximum

(hh).

La sporulation bactérienne (équation 2) a été décrite a partir de la croissance bactérienne
(équation 1). Pour certaines cinétiques, un déclin cellulaire a été observé et a été décrit avec

I’équation 3 inspirée des modeles log-linéaires d’inactivation (Geeraerd et al., 2005).

0, t; <ty
Sy) = 1

S(tioy) + [N(t; = t) = S(ti1)] X Prax X [axm X exp (—0.5 x (%)2)] >t )

avec S(t;), la concentration en spores (UFC/ml) au temps donné t; (h), N(t; —t;) est la
concentration en cellules totales (UFC/ml) calculée avec le modele de croissance (équation 1),
tr est le temps de formation de la spore (h), Puax (sans unités) est la proportion maximale de
cellules s’engageant en sporulation qui est atteinte au temps #nax (h) et o est la dispersion de la

probabilité autour de fyax (h).
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ln(Nmax) ’ ti < tm

In(N(t;)) = {ln(Nres) + I((Nimax — Nyes) X exp(—k X (t; — tp)) , t; =ty

3)

avec Ny.s la concentration en cellules totales résiduelles (ou survivantes) (UFC/ml), k est le taux
de mort cellulaire (h'') et #, (h) est le temps a partir duquel le déclin cellulaire est observé.

A partir des cinétiques simulées ou ajustées, des critéres d’intérét qui caractérisent la
sporulation ont pu étre calculés comme le temps d’apparition des premieres spores (tis) ou la

concentration maximale en spores obtenue (Smax).

2.4.2. Modele cardinal de croissance-sporulation

Les effets de la température, pH et ay sur les parametres de croissance (4 et tmax) et de

sporulation (Prax, tmax €t o) ont été décrits avec le modele cardinal suivant (équations 4 et 5) :

Yy, = Yopi X [T, CM,,(X,) 4)

0, X >Xpeeor X <Xpin
CM,(x) = XK ma) XX~ Xnin)"
(Xuptfxmin n_lX[(Xuptfxmin)X(Xfxnpt)f(xnptfxmax)X(Xapt+xmin7nx)] ’

5
Xmin SXSXmax ( )

avec Yy les valeurs des parametres de croissance et de sporulation obtenues dans les conditions
de facteurs environnementaux X; et Y, sont les valeurs obtenues dans les conditions optimales
de croissance. Les paramétres de croissance décrits par ce modele sont gmqx (h!) et 1/4 (h'!) et
les parametres de sporulation sont -logio (Pmax), tmax (h) et o (h). X est le niveau d’un facteur
environnemental (pH, température ou aw), Xmax, Xmin €t Xopr les valeurs maximales, minimales
et optimales des facteurs environnementaux caractérisant le comportement de la souche
bactérienne, et n est un parametre de forme. Pour le pH, ce parametre de forme vaut 0,1 pour
B. subtilis BSBI1 et il vaut 1 pour I’aw, et I’approximation suivante a été faite : aw max = aw opt =

0,996.
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2.5. Prévision des cinétiques de croissance-sporulation

2.5.1. Prévision des cinétiques de croissance-sporulation de B. subtilis BSB1
dans des conditions et des milieux de culture différents

Pour prévoir les cinétiques de croissance-sporulation dans un milieu (ou matrice) et des
conditions de culture différentes de celles utilisées pour le développement du modele
secondaire, deux étapes sont nécessaires.

La premiere étape consiste a estimer les parametres cinétiques caractéristiques de la
condition de culture, de la matrice et de la souche bactérienne. Pour cela, les parametres
cinétiques ont été déterminés a partir des cinétiques de référence obtenues dans des conditions
favorables a la croissance et a la sporulation bactérienne. Ces parametres d’intérét sont les
parametres de croissance A, Umax €t Npuax €t les parametres de sporulation Py, tmax, 0. Pour B.
subtilis BSB1, ces conditions de références étaient a 37°C, pH 7,0, aw 0,996 et pour B.
licheniformis Ad978, elles étaient a 45°C, pH 7,2, aw 0,996. En utilisant les équations 4 et 5 et
les valeurs cardinales de croissance (Tableau 5.1), les valeurs optimales (Y,,:) de ces parametres
ont été calculées dans les conditions optimales pour la croissance de la facon suivante :

Yx,

—————— Les conditions optimales de croissance et de sporulation sont données par

Yopt =

les valeurs cardinales de croissance (Tableau 5.1) c’est-a-dire a 46,9°C, pH 6,8 et aw 0,996 pour
B. subtilis BSB1 et a 50,9°C, pH 6,9 et aw 0.996 pour B. licheniformis Ad978.

La seconde étape a pour objectif de simuler la cinétique de croissance-sporulation dans
une condition environnementale de température, pH et aw particuliere. Pour cela, les parametres
cinétiques (Umax, Pmax, tmax, €t ) ont été calculés pour chaque condition environnementale testée
a partir des équations 4 et 5 utilisant les valeurs cardinales de croissance et des valeurs optimales
des parametres Y,p:. La concentration initiale en cellules végétatives Ny utilisées était la valeur
observée (déterminée expérimentalement) et la concentration maximale en cellules totales Nyax
a été considérée constante, quelle que soit la condition environnementale. Sa valeur a été
estimée avec la cinétique de référence. Une fois, ’ensemble des paramétres cinétiques
disponibles, les équations 1, 2 et 3 ont été utilisées pour simuler I’évolution des cellules totales

et des spores.

Dans les conditions variables de température ou de pH, des variations brutales (shifts)
ont été réalisées en modifiant ces facteurs environnementaux par paliers de pH de 7,0 a 5,0 puis
a4,5 ou par paliers de température de 37°C a 10°C et de 10°C a 37°C. Pour simuler la croissance

et la sporulation dans ces conditions, nous avons supposé que les modeles développés en
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conditions constantes étaient valides en conditions dynamiques. Pour deux conditions
environnementales successives A et B, la probabilité d’initier la sporulation évolue d’abord
selon les parametres Poax A, tmax A €t 0. A I'instant du shift environnemental (tshite), I’ hypothese
émise a été que la probabilité d’initier la sporulation redevient instantanément nulle et les
parametres cinétiques varient en fonction de la nouvelle condition environnementale B. Ainsi,
au moment du shift, la probabilité démarre de zéro et évolue avec les parametres de la condition

B avec un décalage de tsnirc dans le temps : Ppax B, (fmax B+ tshife) €t 0B.

Tableau 5.1 : Caractéristiques de croissance de B. subtilis BSB1 et de B. licheniformis

Ad978.
Les caractéristiques de croissance sont les valeurs cardinales (minimales, optimales et

maximales) de croissance pour la température, le pH et I’ay,.

Paramétres cardinaux | B. subtilis BSB1 ' | B. licheniformis Ad978>
Tinin (°C) 5.5 8.6
Top: (°C) 46.9 50.9
Tnax (°C) 55.7 56.1
DHyuin 438 53
DHops 6.8 6.9
pHmax 9.2 8.5

Valeurs cardinales de B. subtilis BSBI déterminées dans le chapitre 3
2 Baril et al., 2012

La simulation des cinétiques de croissance-sporulation permet d’avoir accés au temps
d’apparition des premicres spores ;5 et a la concentration maximale en spores obtenues Syax.
Ces valeurs ont été déterminées pour les cinétiques ajustées aux données expérimentales et
seront appelées par la suite « valeurs observées » tis observé €t Smax observé, €t ces valeurs ont été

déterminées pour les cinétiques prévues par le modele secondaire tis prévu €t Smax prévu.

2.5.2. Analyses statistiques : ajustements et erreurs de prévision

2.5.2.1. Ajustement des cinétiques de croissance et de sporulation

Pour ajuster les cinétiques de croissance et de sporulation, les valeurs des parametres ont
été estimées par minimisation de la somme des carrés des €carts (équation 6) (fmincon, Matlab,
Statistics Toolbox Release 2013a, The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United States).
Les intervalles de confiance a 95% ont été calculés a partir de la régression linéaire obtenue
avec les estimations des parametres (nlparci, Matlab, Statistics Toolbox Release 2013a, The

MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United States).
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SCE =Y (yi — 3)* (6)

ou y; est la valeur expérimentale (observée) de la concentration en spores ou en cellules totales

(In (UFC/ml)) et y; est la valeur calculée par le modele.

Par la suite, les cinétiques ajustées aux données expérimentales seront appelées « cinétiques

observées ».

2.5.2.2. Erreurs de prévision des cinétiques prévues par rapport aux cinétiques observées

Pour chaque cinétique expérimentale de croissance-sporulation (données de concentrations
en cellules totales et en spores), les cinétiques observées et les cinétiques prévues par les
modeles ont été tracées. Les qualités d’ajustement des cinétiques observées et des cinétiques
prévues, aux données expérimentales, ont été estimées avec 1’erreur type (Root Mean Square

Error, RMSE) selon I’équation 7:

RMSE = /Z(y—‘W 7
n-p

ou y; est la valeur expérimentale de la concentration en cellules totales ou en spores (In
(UFC/ml)), y; est la valeur observée (estimée) ou prévue par le modele, n est le nombre de points

expérimentaux et p est le nombre de parametres du modele.

Afin de vérifier si les cinétiques observées et les cinétiques prévues décrivent les
cinétiques expérimentales de maniere significativement différente, le critere du maximum de

vraisemblance a été utilisé (équation 8).

_ SCEprévue
SL —nx ln(SCEobservée) (8)

ou n est le nombre de points expérimentaux, SCE est la somme des carrés des écarts entre les
valeurs calculées par le modele de croissance-sporulation et les valeurs expérimentales (ou
observées) dans le cas des cinétiques prévues (SCEpévue) €t dans le cas des cinétiques observées

(SCEobservée) avec le modele de croissance-sporulation (équations 1 et 3).
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Le degré de liberté a été défini par le nombre de parametres estimés par le modele cinétique, a
savoir tous les parametres sauf la concentration initiale No qui n’est pas prédite par le modéle
cardinal, soit 6 parametres (A, tmax, Nmax, Pmax, tmax €t 0). Les cinétiques observées et prévues
décrivent de manicre significativement différente les cinétiques observées si la valeur Sy est
supérieure a 12,59 d’apres la table du Khi-deux, pour un degré de liberté de 6 avec un seuil de

tolérance a=5%.

Dans les cas ou les cinétiques observées étaient significativement différentes des

cinétiques prévues (Sp>12.59), I’erreur de prévision de la cinétique prévue a été définie par le

RMSE de la cinétique prévue

rapport avec la RMSE calculée selon 1’équation 7.

RMSE de la cinétique observée

Par ailleurs, les qualités d’ajustement aux données expérimentales des concentrations en

cellules totales ou en spores ont été dissociées : RMSEn et RMSE:s.

2.5.2.3. Erreurs de prévision de la concentration maximale en spores et du temps
d’apparition des premiéres spores.

Les erreurs de prévision du temps d’apparition des premicres spores tis et de la
concentration maximale en spores Smax ont été évaluées en calculant les erreurs relatives (Oscar,
2005) entre les valeurs prévues (tis prevu €t Smax prevu) €t les valeurs observées (tis observe €t

Smax observé) (équation 9).

ER (%) = 100 x (yprévu—yobsemé) o

Yobservé

aveC Yprepye, l€s valeurs prévues de tis ou 10g10 (Smax) €t Yopserve sont les valeurs observées (par

ajustement des cinétiques avec le modele de croissance-sporulation).

z N

Le risque associé a une apparition rapide des premieres spores est surestimé si ER<0

pour tis et le risque associé a un grand nombre de spores est surestimé sir ER>0 pour Smax.
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3. Résultats et discussion

3.1. Evaluation de la robustesse des modeles de croissance et de
sporulation pour prévoir les cinétiques de B. subtilis BSB1 dans des
conditions et milieux de culture différents

3.1.1. Effet de la condition de culture : fermenteur et erlen en milieu BHI

Le modele cinétique de croissance-sporulation développé et le modele cardinal de
croissance et de sporulation ont été proposés pour décrire les cinétiques de B. subtilis BSB1
obtenues en milieu BHI en fermenteur. Lorsque B. subtilis BSB1 est cultivé en erlen dans les
mémes conditions de pH, température et d’aw, les comportements de croissance et sporulation
sont affectées (Fig. 5.1). En erlen, la concentration maximale en cellules totales Nyqx est 6 fois
inférieure a celle obtenue en fermenteur et la concentration maximale en spores Smax est affectée
d’un facteur environ 200. Ce résultat s’explique en partie par une probabilité maximale de
sporuler (Pmax) plus faible d’un facteur environ 40, en erlen (Tableau 5.2)

Dans les deux conditions de culture, les cinétiques d’apparition des spores présentent
deux phases. Dans une premiére phase, les spores (environ 10* UFC/ml) apparaissent de
maniere abrupte puis, durant la seconde phase, elles apparaissent de maniere progressive.
Néanmoins, I’apparition des spores est beaucoup plus lente au cours de la seconde phase en
erlen qu’en fermenteur. Cette évolution plus lente de la concentration en spores en erlen est
directement liée a une dispersion de la probabilité de sporuler o (6=61,7 h) plus élevée qu’en
fermenteur (6=19,8 h). Ces différents effets des conditions de culture sur la sporulation peuvent
s’expliquer car en fermenteur, le pH est contrdlé tout le long de la culture, ’agitation est plus
¢élevée qu’en erlen et le milieu est aéré a 2 1/min. Ces conditions de culture sont plus favorables

a une production plus importante de spores (Monteiro et al,, 2005; Posada-Uribe e? al., 2015).

3.1.2. Effet de la matrice : BHI, LB et lactosérum en erlen

En erlens, les cinétiques de sporulation présentent des concentrations maximales en
spores similaires (Fig. 5.1) avec une moyenne de 1,05 x 10°® UFC/ml. Les cinétiques de
sporulation présentent des courbes d’allures similaires en milieu LB et en lactosérum alors que

la courbe d’apparition des spores est plus lente, plus progressive en milieu BHI.
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a) BHI, 37°C, pH 7,0, a,, 0,996 en fermenteur

c) BHI, 37°C, pH 7,0, a,, 0,996 en erlen

e) LB,37°C, pH 7,0, a, 0,996 en erlen g) Lactosérum, 37°C, pH 7,0, a,, 0,996 en erlen
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Fig. 5.1. Cinétiques de croissance—sporulation de B. subtilis BSB1 dans différents milieux de cultures, en conditions favorables a 37°C, pH
7,0, (aw 0,996).
Les données expérimentales de concentrations en cellules totales (©) et en cellules thermorésistantes (0) ont été ajustées avec le modele de

croissance (

) et de SpOrulation ((m) et constituent alors les cinétiques observées (a, c, e et g). Les courbes de probabilité de sporuler

au cours du temps correspondantes (b, d, f et h) sont présentées sous les cinétiques obtenues en BHI en fermenteur (a et b), et en erlen dans
les milieux BHI (c et d), LB (e et f) et lactosérum (g et h).
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Tableau 5.2. Estimations des parametres de croissance et de sporulation de B. subtilis BSB1 cultivé dans différents milieux, en conditions
optimales de température, pH et aw.
B. subtilis BSBI a été cultivé en fermenteur dans le milieu BHI et en erlens dans les milieux BHI, LB et lactosérum a 37°C, pH 7,0 et a,, 0,996.
Les intervalles de confiance 95% des paramétres estimés sont indiqués entre crochets.

Parametres Signification BHI, BHI, LB, Lactosérum,
37°C, pH 7,0, ay 0,996 | 37°C, pH 7,0, a,, 0,996, | 40°C, pH 7,0, a,,0,996, | 37°C, pH 7,0, a,, 0,996,
en fermenteur erlen erlen erlen
Ny Concentration initiale en cellules 6,69 6,59 13,41 9,58
(In (UFC/ml)) végétatives [5,97-7,41] [6,10-7,07] [12,76-14,05] [8,84-10,32]
4 (h) Latence avant la croissance 1,1 6,6 2,1 2,2
[0,6-1,6] [6,2-7,0] [1,4-2,8] [1,4-3,0]
Hmax (W) Taux maximal de croissance 2,672 3,695 1,970 3,285
[2,287-3,063] [2,831-4,566] [1,232-2,711] [1,840-4,730]
Nuax Concentration maximale en cellules 21,53 19,74 19,75 19,01
(In (UFC/ml))  totales [20,87-22,19] [19,37-20,14] [19,35-20,15] [18,73-19,29]
P Proportion maximale de cellules 5.64 x 107 1,40 x 1073 2.90x107 8,70 x 1073
s’engageant en sporulation [-0,0240-0.137] [-1,44 x 10*-3,00 x 107] [7,0 x 104-5,1 x 1073] [2,50 x 1073-1,48 x 1072]
tax (h) Temps auquel les cellules ont la 62,1 146,0 64,5 103,2
probabilité maximale de sporuler [58,5-137,9] [61,4-230,7] [41,1-87,9] [78,3-128,1]
o (h) Dispersion de la probabilité 14,1 61,7 23,8 43,8
[10,5-17,7] [24,1-99.4] [14,2-33,37] [30,4-57,2]
tis (h) Temps d’apparition des premieres 13 17 9 11
spores (calculé)
Smax (UFC/ml)  Concentration maximale en spores 1,23 x 108 526 % 10° 1,08 x 10° 1,54 x 10°
(calculée)
RMSEN RMSE associée aux cellules totales 1,34 1,49 0,49 0,72
RMSEs RMSE associée aux spores 0,59 0,45 0,93 1,11
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Ceci s’explique notamment par des valeurs de dispersion de la probabilité de sporuler (¢) et un
temps pour obtenir la probabilité maximale de sporuler (#.4x) plus €levée qu’en milieu LB et en
lactosérum (Tableau 5.2). Les temps d’apparition des premieres spores étaient de 9 h en milieu
LB, 11 h en lactosérum et 17 h en milieu BHI. L apparition des spores plus tardives en milieu
BHI en erlen peut s’expliquer par un taux d’inoculation plus faible ainsi qu’un temps de latence
plus élevé de 4 h environ, par rapport aux croissances dans les deux autres milieux. La
concentration maximale en cellules totales est alors obtenue plus tardivement, ainsi que la
concentration en cellules suffisante (5,6 x 10° UFC/ml) et nécessaire pour que les premiéres

cellules puissent initier la sporulation.

3.1.3. Prévision des effets de la température sur la croissance et la sporulation
dans les trois matrices.

Les valeurs estimées des parametres de croissance et de sporulation estimées en
conditions favorables de croissance et de sporulation a 37°C, pH 7,0, aw 0,996 (Tableau 5.2),
ont été utilisées pour le calcul des parametres a deux autres températures (Tableau 5.3). Pour
chaque température testée, les cinétiques observées et les cinétiques prévues par les modeles
prévisionnels ont été tracées (Fig. 5.2). Etant donné que les modeles de croissance et de

sporulation ont été développés pour des cultures en fermenteur, les erreurs de prévision

(

RMSE de la cinétique prévue

— —) a 25°C et 49°C en fermenteur sont donc considérées comme les
RMSE de la cinétique observée

erreurs de prévision du modele. Pour les cultures en milieu BHI en fermenteur (Fig. 5.2a et
5.2b), les erreurs de prévision du modele associées aux spores sont de 6,2 et 3,7 a 25°C et a
49°C respectivement. A 25°C, la différence entre la cinétique observée et la cinétique prévue
est notamment due a un décalage du temps d’apparition des premieres spores tis d’environ 22
h (Tableau 5.2). Malgré ce décalage, I’allure de la courbe décrivant I’évolution du nombre de
spores au cours du temps est correctement décrite par la cinétique simulée par le modele.

Les cinétiques de croissance-sporulation prévues décrivent correctement I’évolution des
concentrations en cellules totales et en spores avec des erreurs de prévisions inférieures ou
égales a I’erreur du modele. Les modeles de croissance et de sporulation permettent de prévoir
correctement les temps d’apparition des premicres spores dans 5 conditions sur 8. Néanmoins,
en lactosérum a 25°C et en milieu BHI & 25°C en fermenteur, les temps d’apparition des
premieres spores sont sous-estimés de 8 h et 22 h respectivement (avec des erreurs relatives
ER=50% et ER=65% respectivement). En milieu LB a 45°C, la valeur est surestimée mais avec

une erreur de prévision de 2 h seulement (ER=17%).
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a) BHI, 25°C, pH 7,0, a,, 0,996 en fermenteur
10;

b) BHI, 49°C, pH 7,0, a,, 0,996 en fermenteur
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Fig. 5.2. Comparaison des cinétiques de croissance-sporulation observées et prévues de B.

subtilis BSB1 cultivé dans différents milieux, a deux températures.

Les données expérimentales des concentrations en cellules totales (0) et en cellules

thermorésistantes (0) ont été ajustées avec le modeéle de croissance (

(

) et de sporulation

) et constituent les cinétiques observées. Ces cinétiques observées sont comparées

aux cinétiques de croissance (sn=nun) et de sporulation (s=====), prévues par le modele
cardinal pour des cultures de B. subtilis BSB1 en fermenteur en BHI a 25 °C (a) et 49°C (b),
et en erlens dans les milieux BHI a 25°C (c) et 48°C (d), LB a 27°C (e) et 45°C (f), et

lactosérum a 25°C (g) et 48°C (h).
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Tableau 5.3. Comparaison des valeurs des parametres de croissance et de sporulation estimés et prévus par le modele cardinal pour
B. subtilis BSB1 cultivé dans différents milieux de culture a des température sous-optimales pour la croissance et la sporulation.
Les intervalles de confiance 95% des estimations des parameétres sont indiqués entre crochets.

Parametres BHI 25°C BHI 49°C BHI 25°C BHI 48°C LB 27°C LB 45°C Lactosérum 25°C | Lactosérum 48°C
fermenteur fermenteur
ajusté | calculé | ajusté | calculé | ajusté | Calculé ajusté calculé | ajusté | calculé | ajusté | calculé | ajusté | calculé | ajusté | calculé
No 9,35 / 5,46 / 5,12 / 7,50 / 9,86 / 5,86 / 10.17 / 9.57
(In [8,43- [4,69- [4,58- [3,65- [8,40- [4,48- [9.27- [8.89-
(UFC/ml)) 10,27] 6,23] 5,66] 11,40] 11,32] 7,24] 11.06] 10.25]
4 (h) 9,9 2,6 3,49 11,8 15,6 0 4,9 2,8 4,7 0,6 1,8 2.2 53 2.3 1.7
[9,1- [3,0- 0,8 [10,7- [-5,51- [1,1- [-0,1- [0.7- [1.7-
10,6] 3,9] 12,9] 5,51] 4,6] 1,3] 3.4] 2.9]
Hmax (h-1) 2,204 3,804 3,544 1,137 1,248 0,978 2,643 2,290 0.814 2.627 4.39
[1,744- 1,130 [3,045- [1,004- 1,56 [0,231- 4,952 [0,763- | 0,873 [2,293- [0.669- 1.39 [1.828-
2,665] 4,558] 1,270] 2,265] 1,194] 2,993] 0.959] 3.426]
Nmax 20,56 21,53 18,53 21,53 20,17 19,38 19,78 19,75 21,62 19,75 19.99 19.01 19.24 19.01
(In [20,14- [28,2- [19,83- 19,74 [14,33- 19,74 [19,26- [20,95- [19.59- [19.00-
(UFC/ml)) 20,97] 18,8] 20,50] 24,44] 20,30] 22,29] 20.39] 19.49]
Pumax 0,087 0,297 7,15 2,21 2,5 6,22 1,31 x 1,52 1,40 7,50 4,76 1,12 1.57 1.4 5,06 1.8
[0,028- x 1072 x 1072 x 102 x 102 107 x 10 x 1073 x 1072 x 10 x 1073 x 102 x 107! x 1072 x 1073
0,146] [1,63 [8,4 [-1,2 [1,54 [-6,47 [1.5 [-0.13-
x1072 x1073 x10 x10* x 10 x 1072 0.23]
1,27 4,1 1,5 2,60 0,0016] 1.6
x 1071 x 102 x104] x 1073 x 102
tmax (h) 40,25 26,3 87,0 82,3 2253 61,7 2223 73,2 28,6 31,6 75,0 137.5 43.6 548.7 138.0
[38,3- [64,5- [194,5- [-4397,3- | 1953 [44,4- [-179,7- [107.7- [253.2-
42,2] 109,6] 256,1] 4841,9] 102,0] 242 9] 167.3] 844.1]
o (h) 2,5 6,0 25,1 18,7 51,1 26,1 149,8 26,4 10,5 81,5 27,7 37,0 18.5 132.7 58.5
[2,0- [18,1- [43,1- [-1048,1- 82,5 [12,96- [-154,6- [26.8- [86.8-
3,0] 32,1] 59,0] 1347,7] 39,86] 317,6] 47,2] 178.7]
t1s (h) 34 12 14 12 30 26 17 15 15 8 12 14 16 8 14 11
Smax 7,1 5,7 7,7 49 1,42 2,1 4,61 5,61 5,39 2,42 1,76 4,20 7.52 2.26 1.06 3.21
(UFC/ml) x 107 x 108 x 100 x 107 x 107 x 107 x 103 x 10* x 105 x 107 x 105 x 10° x 10° x 107 x 107 x 10°
RMSEN 0,81 2,75 0,72 20,4 1,22 1,95 1,23 2.51 0,77 1,26 1,06 3,26 0.81 1.12 0.55 1.58
RMSEs 1,03 6,36 0,34 1,26 1,42 5,48 0,95 2.35 0,65 5,1 3,72 5,81 1.81 6.23 0.71 2.94
(*) 2/3 3/3 0/3 2/3 2/3 2/3

(*) Dans les conditions de culture utilisées pour le développement des modeles (en BHI en fermenteur), les températures défavorables conduisent a une
augmentation de P, et une diminution de ty.. et 6. Pour chaque matrice (BHI, LB ou lactosérum) et température testées pour des cultures en erlen, le
score indique le nombre de paramétres qui sont impactés de la méme maniere (augmentation ou diminution) par la température.
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Les concentrations maximales en spores Smax sont prévues avec des erreurs relatives (logio
(UFC/ml)) qui n’excédent pas 30% pour les 6 cinétiques en erlens. Ces concentrations sont
légerement surestimées pour 5 cinétiques sur 6, I’exception étant a 48°C en lactosérum ou
ER=-21,8%. Dans cette condition, la valeur observée de la concentration maximale en spores
Smax observée (par ajustement de la cinétique) est probablement surévaluée a cause d’un manque
de données expérimentales en fin de culture. En effet, les points expérimentaux s’arrétent a 200
h de culture alors que la cinétique prévoit une concentration maximale en spores atteinte a plus
de 500 h de culture. Les prévisions de tis et Smax vont dans le sens d’une surestimation des
risques associés a une apparition rapide des spores et une forte production de spores. De plus,
ces prévisions restent dans le domaine d’acceptabilité défini par (Oscar, 2005) ¢’est-a-dire que
les erreurs de prévisions n’excedent pas 30% lorsque le risque lié a la présence des spores est

surestimé et n’excéde pas 15% lorsque le risque est sous-estimé.

3.2 Evaluation de la robustesse des modeles de croissance et de
sporulation pour prévoir les cinétiques de B. subtilis BSB1 dans des
conditions dynamiques de pH et de température.

3.2.1. Méthodologie : comment évolue la probabilité de sporuler en fonction des

changements des facteurs environnementaux ?

Lorsqu’un changement des conditions environnementales est appliqué, d’une condition
A a une condition B, deux hypotheses ont été proposées : soit la probabilité de sporuler repart
de zéro et évolue selon I’effet de la condition B (hypothese n°1), soit la probabilité continue
d’évoluer selon ’effet de la condition B, mais a partir de la probabilité de sporuler obtenue a
I’issue de la phase A, sans repartir de zéro (hypotheése n° 2). En conditions dynamiques de
facteurs environnementaux, les qualités de prévision des cinétiques de sporulation sont
meilleures lorsque la probabilité repart de zéro (hypothese 1, résultats non montrés). En
conditions dynamiques de température, les RMSE associées aux spores (RMSEs) sont de 0.23
avec I’hypotheése n°1 et 1.20 avec I’hypotheése n°2, et en conditions dynamiques de pH, les
RMSE;s sont de 0.45 avec I’hypothése n°1 et 0.60 avec I’hypothése n°2. D’un point de vue
physiologique, des changements brutaux de facteurs environnementaux imposent un temps
d’adaptation aux cellules a différents niveaux physiologiques, métaboliques et/ou moléculaires
(Beales, 2004). Par exemple, le passage d’une condition favorable a une condition défavorable
pour la croissance bactérienne se traduit par un temps de latence plus élevé en lien avec
I’adaptation des cellules a leur nouvel environnement (Guillier et al., 2005; Wilks et al., 2009).

En ce qui concerne la sporulation, nous avons suppos¢ qu’un temps d’adaptation est également
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nécessaire, ce qui expliquerait les meilleurs ajustements obtenus lorsque la probabilité repart
de zéro que lorsqu’elle se poursuit, a chaque shift environnemental. De ce fait, ce sont les
prévisions utilisant une probabilité qui repart de zéro et qui évolue selon 1’effet des conditions
environnementales imposées (hypothese n°1), qui seront présentées et discutées dans les figures

suivantes (Fig. 5.3 et Fig. 5.4).

3.2.2. Description et prévision des cinétiques de croissance-sporulation en

conditions dynamiques de température.

Les cinétiques de croissance et de sporulation de B. subtilis BSB1 cultivé en milieu BHI,
en erlens, ont été acquises dans une condition statique de température (a 37°C) et dans deux
conditions dynamiques de température (Fig. 5.3). Dans ces trois scénarios testés, les cinétiques
de croissance ne sont pas statistiquement différentes (p<5%). La concentration maximale en
cellules totales atteint 2,9 x 10® UFC/ml. Néanmoins, les cinétiques de sporulation sont
fortement impactées par les différents profils de température.

En condition statique de température, a 37°C, les spores apparaissent a partir de 13 h de
culture et en deux phases. Une premicre phase correspond a une apparition abrupte d’une
premiére population de spores (environ 10° UFC/ml) puis les spores apparaissent plus
progressivement dans une deuxiéme phase jusqu’a atteindre la concentration maximale en
spores Smax de 2,8 108 UFC/mL 2 environ 150 h de culture.

Dans le second scénario, B. subtilis BSB1 est cultivé 16 h a 37°C puis est incubé a 10°C
pour le reste du temps de culture, ce qui provoque une stagnation de la concentration en spores
au cours du temps. A partir de la cinétique de sporulation ajustée en condition statique de
température (37°C), la cinétique a été décrite a 37°C jusqu’a 16 h de culture ou la concentration
en spores atteint 1,3 x 10> UFC/ml. A partir de 16 h de culture, la température de 10°C n’est
plus favorable a la sporulation. La probabilité de sporuler prévue est donc nulle et la
concentration en spores est considérée constante au cours du temps, avec une valeur de
1,3 x 10> UFC/ml. Cette prévision est logique car les basses températures conduisent A une
répression des genes de sporulation (Budde ef al., 2006) et ralentissent fortement les réactions
enzymatiques (Movahedi et Waites, 2002) qui seraient méme bloquées a 10°C. Ainsi, méme
les cellules qui se seraient déja engagées en sporulation au moment du passage a 10°C, ne
peuvent pas terminer le processus de sporulation jusqu’a la formation d’une spore
thermorésistante. Ces hypotheses sont confortées par nos résultats puisque la concentration en

spores n’évolue pas a partir du moment ou les suspensions bacteriennes sont incubées a 10°C.
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Fig. 5.3. Cinétiques de croissance-sporulation B. subtilis BSB1 dans différentes conditions
dynamiques de température.

Les concentrations en cellules totales (@) et en cellules thermorésistantes (O) en conditions
statiques de température (37°C) ont été ajustées avec le modele de croissance () et de
sporulation ( ). A partir de ces cinétiques ajustées, les cinétiques de sporulation ont
été prévues dans les deux conditions suivantes : B. subtilis BSB1 a été cultivé 16 h a 37°C
puis placée a 10°C (O) et sa cinétique de sporulation a été simulée (m= == ) et B. subtilis
BSBI a été cultivé 16 h a 37°C, puis placée a 10°C pendant 24 h puis de nouveau placée a
37°C (O) et la cinétique de sporulation correspondante a été simulée (sus=uss). Les
changements de température sont indiqués par les lignes verticales en tirets.

Dans le 3°™ scénario, B. subtilis BSB1 est cultivé 16 h a 37°C puis incubé a 10°C
pendant 24 h (comme dans le 2°™ scénario) et finalement, la suspension bactérienne est de
nouveau replacée a 37°C. Lorsque la suspension bactérienne est de nouveau replacée a 37°C,
la cinétique d’apparition des spores se poursuit et correspondait a la cinétique en condition
statique (2 37°C) avec un décalage de 24 h dans le temps jusqu’a atteindre la concentration
maximale en spores de 2,8 x 108 UFC/ml. L’évolution du nombre de spores au cours du temps
dans cette condition dynamique de température est correctement décrite avec la méthodologie
utilisant les modeles prévisionnels de sporulation et une probabilité repartant de zéro a chaque

changement environnemental (RMSEs=0,23).
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3.2.3. Description et prévision des cinétiques de croissance-sporulation en
conditions dvnamiques de pH

Les cinétiques de croissance et de sporulation de B. subtilis BSB1 cultivé en milieu BHI,
en fermenteur, sont comparées dans une condition statique de pH (pH 7,0) et dans une condition
dynamique de pH (Fig. 5.4). Dans ces deux conditions, les cinétiques de croissance ne sont pas
statistiquement différentes (p<5%). La concentration maximale en cellules totales atteint

2,2 x10° UFC/ml.
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Fig. 5.4. Prévision des cinétiques de croissance et de sporulation de B. subtilis BSB1 en
condition dynamique de pH.

Les données de cellules totales (®) et de cellules thermorésistantes en condition statique de
pH 7,0 (O) ont été ajustées avec le modéle primaire de croissance ( ) et de sporulation
( ). L’évolution du nombre de spores en condition dynamique de pH
(0) a été décrite avec la cinétique prévue par les modeéles prévisionnels de croissance-
sporulation (— — -). Les changements de pH sont indiqués par les lignes verticales en tirets.

En condition statique de pH (pH 7,0), les spores apparaissent en deux phases : une
premiere phase correspond a une apparition abrupte d’une premicre population de spores
jusqu’a environ 10* UFC/ml puis, au cours de la seconde phase, une apparition plus progressive
des spores est observée jusqu’a atteindre la concentration maximale en spores Smax de
7,8 x 108 UFC/ml. Les cinétiques de croissance et de sporulation sont ajustées dans cette

condition statique, a pH 7,0 (lignes continues en Fig. 5.3) et les valeurs des parametres de
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sporulation (Prax, tmax €t o) a pH 7,0 sont utilisées pour le calcul des parametres a pH 5,0 et pH
4.5 et pour la simulation des cinétiques de sporulation en condition dynamique de pH.

En condition dynamique de pH, B. subtilis BSB1 est cultivé pendant 23 h a pH 7,0
jusqu’a atteindre une concentration d’environ 10> UFC/ml. A t=23 h, le pH est abaissé et
maintenu constant & pH 5,0 pendant 40 h (jusqu’a 63 h de culture) jusqu’a atteindre une
concentration en spores de 2,3 x 105 UFC/ml. Au temps t=63 h, la concentration en spores est
40 fois supérieure 2 pH 7,0 avec une concentration en spores de 6,3 x 10’ UFC/ml. A partir de
63 h de culture, le pH est de nouveau abaissé et maintenu constant a une valeur de 4,5, non
favorable a la sporulation, ce qui explique que la concentration en spores reste constante a partir
de 63 h de culture. La cinétique de sporulation est prévue avec les parametres ajustés a pH 7,0
jusqu’a 23 h de culture ou la concentration en spores est de 7,4 x 10* UFC/ml. De 23 h 263 h
de culture, la cinétique de sporulation est simulée avec les parametres de probabilité calculés a
pH 5,0 (et en partant d’une valeur nulle de probabilité¢ de sporuler). A 63 h de culture, la
concentration en spores simulée est de 6,9 x 10° UFC/ml et est ensuite considérée constante 2
partir de 63 h de culture quand le pH est abaissé a pH 4,5, défavorable a la sporulation. La
cinétique prévue décrit correctement 1’évolution de la concentration en spores au cours du
temps, en condition dynamique de pH avec une RMSE associée aux spores de 0,23.
Notamment, elle permet de décrire le ralentissement de ’apparition des spores au cours du
temps lorsque le pH est abaissé a pH 5,0 par rapport a une cinétique a pH constant de 7,0. La
concentration maximale en spores est 1égérement sous-estimée 4 une valeur de 1,3 x 10° UFC/ml
par rapport a la concentration maximale en spores déterminée expérimentalement qui est de
3,3 x 10° UFC/ml (RE= 6,2%). Le ralentissement de I’apparition des spores peut étre expliqué
au niveau physiologique par une baisse de la production de SigmaH a bas pH, sous-unité
transcriptionnelle nécessaire a I’activation de SpoOA en SpoOA~P (Cosby et Zuber, 1997). Par
ailleurs, de faibles valeurs de pH conduisent a la production d’especes réactives de I’oxygene

qui inhiberaient également la sporulation (Wilk ez al., 2009).
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3.3. Extrapolation des modéeles de croissance et de sporulation pour

la souche Bacillus licheniformis Ad978.

3.3.1. Evaluation de la robustesse du modéle cinétique de croissance-sporulation

pour décrire les cinétiques de B. licheniformis Ad978.

Des cinétiques de croissance et de sporulation de B. licheniformis AD978 ont été
obtenues, en milieu Hageman, additionné de 1% de milieu BHI, a 45°C, pH 7,2, a 45°C,
pH 5,8 et 2 20°C, pH 7,2 (Fig. 5.5 et Tableau 5.5).

Le modele cinétique de croissance-sporulation s’ajuste correctement aux trois cinétiques
expérimentales de B. licheniformis AD978 (Fig. 5.5) et permet d’estimer correctement la
concentration maximale en spores et le temps d’apparition des premieres spores (Tableau 5.4).
Un cas particulier a été remarqué a 45°C pH 5,8 ol un déclin cellulaire concommitant a la
sporulation est observé. Dans ce cas, la description de ce déclin cellulaire impacte fortement les
estimations des parametres de croissance et de sporulation (résultats non montrés). Si la mort
cellulaire n’est pas modélisée (équations 1 et 3), I’évolution du nombre de cellules totales n’est
pas convenablement décrite avec une SCE associée aux cellules totales SCEx de 150,7 contre
une SCEn de 13,5 lorsque le déclin cellulaire est pris en compte. Lorsque la mort cellulaire n’est
pas décrite, la concentration maximale en cellules totales Nyax est sous-estimée d’un facteur 10,
la probabilité maximale de sporuler est sous-estimée d’un facteur 1000 et est obtenue 50 h plus
tard par rapport aux estimations obtenues lorsque la mort cellulaire est modélisée. 1l est donc
nécessaire de décrire le déclin cellulaire pour une estimation correcte des parametres de
croissance et de sporulation. Pour B. subtilis BSB1, des cas de déclins cellulaires existent mais
n’ont été observés qu’une fois la concentration maximale en spores atteinte. Par conséquent, le

déclin cellulaire n’impactait pas les estimations des parametres de croissance et de sporulation.

3.3.2. Evaluation de I’impact des facteurs environnementaux sur les parameétres de

croissance et de sporulation de B. licheniformis Ad978.

Parmi les trois conditions testées, la condition la plus favorable a la croissance et la

sporulation est a 45°C, pH 7,2 (Fig. 5.5a et b).
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Fig. 5.5. Ajustement des cinétiques de croissance ( ) et de sporulation ( ) de B. licheniformis Ad978 avec le modele de croissance-
(déclin)-sporulation (équations 1 a 3), avec un temps de formation de la spore #s de 7,0 h, en milieu BHI, a 45°C pH 7,2 et aw 0,996 (a et b),
a45°C pH 5,8 et aw 0,996 (c et d) et a 20°C, pH 7,2, aw 0,996 (e et f).
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Tableau 5.4. Estimations des parametres de croissance, (de mort) et de sporulation pour
les cultures de B. licheniformis Ad978 en fermenteur, en milieu BHI, a 45°C, pH 7,2, 45°C,

pH 5,8 et 20°C pH 7,2.
Parametres Signification BHI
45°C, 45°C, pH 20°C,
pH 7,2 5,8 pH 7,2
Ny Concentration initiale en cellules 6,59 5,62 7,02
(In (UFC/ml)) végétatives [5,00-7,18] [5,03- [6,42-7,61]
6,21]
A (h) Latence avant la croissance 5,0 5,0 0,0
[4,1-6,0] [4,32-5,59] [-4,3-4,3]
Hmax (1) Taux maximal de croissance 1,25 2,81 0,14
[1,11-1,40] [2,25- [0,13-0,15]
3,36]
Nmax Concentration maximale en cellules 21,21 20,80 21,57
(In (UFC/ml)) totales [20,86- [20,35-21,25] [21,23-
21,57] 21,90]
Temps auquel le déclin cellulaire / 19,03 /
tm (h) démarre [17,35-20,72]
Taux de mortalité / 7.48 x 1072 /
[5,27 x 1072 -
k (h') 9,68 x 102]
Nres Concentration en cellules totales / 14,54 /
(In (UFC/ml)) restantes ou survivantes [13,80-15,29]
Puax Proportion maximale de cellules 1,00 0,48 1,00
s’engageant en sporulation [0,40-1,60] | [-0,45-1,40] | [0,29-1,71]
tmax (h) Temps auquel les cellules ont la 20,7 156,0 297.7
probabilité maximale de sporuler (17.9-23,5] | [111,7-200,3] [32361358]
o (h) Dispersion de la probabilité 4,0 30,9 65,2
[2,9-5,2] [23,2-38,5] [55,3-75,0]
tis (h) Temps d’apparition des premicres 15 17 41
spores (calculé)
Smax Concentration maximale en spores 9,42 9,41 1,41
(CFU/ml) (calculée) x 108 x 10 x10°
RMSEx RMSE associée aux cellules totales 0,90 0,69 1,25
RMSE;s RMSE associée aux spores 1,99 0,62 1,78

Dans cette condition, les premieres spores apparaissent plus tot qu’a 20°C pH 7,2 et en plus
grand nombre qu’a 45°C, pH 5,8. Ces conditions sont également favorables a la croissance avec
un taux de croissance tmax plus élevé qu’a 20°C, pH 7,2, un temps de latence faible qu’a 45°C,
pH 5,8 et une concentration maximale en cellules totales de 1,63 x 10° UFC/ml (Tableau 5.4).
A 20°C, pH 7,2 (Fig. 5.5¢ et ), aucune latence n’est observée mais le taux maximal de
croissance est 9 fois inférieur a celui obtenu en conditions plus favorables. Les premieres spores

apparaissent 26 h plus tard qu’en conditions plus favorables, et de manicre plus progressive de
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42 h a 200 h de culture jusqu’a atteindre une concentration maximale en spores de
1,41 x 10° UFC/mL. Ces observations s’expliquent par la probabilité maximale de sporuler qui
est affectée d’un facteur 16 et obtenue 270 h plus tard, et la probabilit¢ est plus dispersée
(0=65.2 h).

A 45°C pH 5,8 (Fig. 5.5c et d), la croissance est plus favorable qu’a pH 7,2 avec une
latence de 5,0 h et un taux de croissance environ 2 fois supérieur (uma=2,81 h!). En revanche,
un important déclin cellulaire est observé de 20 h a 100 h de culture pour atteindre une
concentration en cellules résiduelles Nyes de 2,06 x 10® UFC/ml. Le rendement de sporulation
(0.09%) est environ 700 fois inférieur a celui obtenu en conditions favorables. La probabilité
maximale de sporuler est obtenue 136 h plus tard qu’a 45°C, pH 7,2 et la probabilité est plus
dispersée (0=65,2 h).

A partir de ces observations, et en considérant que la condition 45°C, pH 7,2 est la
condition la plus favorable a la croissance et la sporulation, les effets de température et pH
défavorables (20°C ou pH 5,8) sur les parametres de croissance et de sporulation sont
rassemblés dans le tableau 5.5 et sont comparés a ceux observés sur B. subtilis BSB1. Les
conditions défavorables conduisent & une augmentation du temps d’apparition des premieres
spores tis et a une concentration finale en spores Smax plus faible chez les deux especes. Ces
premieres observations laissent supposer que les conditions défavorables ont des effets
similaires sur la sporulation des deux especes. Mais [’'utilisation du mod¢le cinétique de
croissance-sporulation permet de mettre en évidence des comportements physiologiques de
sporulation différents entre ces deux especes. Les conditions défavorables de sporulation
amenent a des évolutions opposées des trois parametres de sporulation B. subtilis BSB1 et de
B. licheniformis Ad978 (Tableau 5.5). Les cellules de B. subtilis initient la sporulation plus tot
(évalué avec fnqx) et de maniere plus synchrone (évalué avec o) en conditions défavorables de
croissance et de sporulation alors que les cellules de B. licheniformis initient la sporulation plus
tard et de maniere plus hétérogene, conduisant a une apparition plus progressive des spores au
cours du temps, en conditions défavorables de pH et de température. Ces résultats sont
cohérents avec de précédentes données indiquant que 1’apparition des spores est plus lente (taux
d’apparition des spores plus faible) en conditions sous-optimales de pH et de température (Baril
et al., 2012). Au regard de ces différences de comportement entre les deux especes, le modele
cardinal qui a été validé chez B. subtilis ne peut pas étre extrapolé a 1’évolution des parametres

de sporulation de B. licheniformis Ad978.
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Tableau 5.5. Comparaison des effets du pH et de la température sur les parameétres de
croissance et de sporulation de B. subtilis BSB1 et B. licheniformis Ad978

Effets des conditions
sous-optimales de

Effets des conditions
sous-optimales de

pH température
Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus
Parametres Signification subtilis  licheniformis | subtilis licheniformis
BSB1 AD978 BSB1 AD978
2 (h) Latence avant la
croissance / / / /
Hmax () Taux maximal
de croissance \ \ \ \
Nmax Concentration _ _ _ _
(UFC/ml) maximale en - - - -
cellules totales

Non ou ?

N\

Mort cellulaire pendant la Oui
sporulation
Puax (b)) Probabilité
maximale de
sporuler
Temps auquel
les cellules ont
la probabilité
maximale de
sporuler
Dispersion de la
probabilité
Temps
d’apparition des
premieres spores
(calculé)
Concentration
maximale en \
spores (calculée)

Les conditions défavorables de facteurs environnementaux conduisent a une diminution

A

tmax (h)

o (h)

tis (h)

NN

/
/
/

NN N/
NN\

S max

(UFC/ml)

), @ une augmentation ’ ou ne modifient pas (=) les valeurs des parameétres.

3.3.3. Quel est le comportement général de sporulation des bactéries sporulées ?

Les deux especes B. subtilis et B. licheniformis sont deux especes mésophiles proches
génétiquement et présentent néanmoins des comportements de sporulation différents. Ces
observations soulévent alors la question suivante: le comportement de sporulation de B. subtilis
BSBI1 est-il représentatif du comportement des bactéries sporulées, en général ou ce modele

bactérien a-t-il un comportement atypique?
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Le comportement plus généralement observé dans la littérature est celui décrit chez
B. licheniformis Ad978. Par exemple, chez Bacillus weihenstephanensis KBAB4, les
conditions défavorables a la sporulation conduisent a une apparition plus lente, plus
progressive, des spores au cours du temps comme pour B. licheniformis Ad978 (Baril et al.,
2012). Des comportement similaires ont aussi été€ observés pour trois souches de Bacillus cereus
(ATCC 4342, 7004 et 981) qui sporulent plus lentement en conditions défavorables de
température (Gonzdlez et al., 1999) et de pH (Mazas et al., 1997). 1l est également intéressant
de noter qu’une sporulation plus lente en conditions défavorables d’activité¢ de 1’eau a été
observée pour une autre souche de B. subtilis (ATCC 31324). Néanmoins, des comportements
similaires a B. subtilis BSB1 ont aussi été observés pour d’autres microorganismes. Chez
Bacillus cereus NCIB 5893, I’apparition des spores est plus rapide en condition défavorable de
température (40°C) par rapport a une condition plus favorable (entre 30°C et 35°C) (Lundgren,
1967). En conditions alcalines (condition défavorable de pH), les spores de Bacillus anthracis
apparaissent plus tot que dans la condition contrdle (Baweja et al., 2008). Ces données montrent

que le comportement de sporulation est espece-dépendant mais aussi souche-dépendant.

6. Conclusion

Le modele cinétique de croissance-sporulation développé dans le chapitre 2 est un outil
efficace pour décrire les cinétiques de B. subtilis obtenues dans divers milieux et conditions de
culture. Pour chaque milieu testé (LB, BHI et lactosérum), la température a les mémes effets
sur les parameétres de croissance et de sporulation. Ceci justifie 1’utilisation du modéle cardinal
pour prévoir les effets de la température sur ces deux processus biologiques. Les modeles
permettent de prévoir correctement les cinétiques de croissance et de sporulation et des données
d’intérét (temps d’apparition des premicres spores et concentration maximale en spores) en
fonction de la température. Pour aller plus loin, une méthodologie efficace a été proposée pour
prévoir les cinétiques de croissance et de sporulation en conditions dynamiques de pH et de
température. Elle repose sur la probabilité de sporuler des cellules végétatives, qui évolue au
cours du temps, selon I’effet du facteur environnemental appliqué.

L’utilisation du modele cinétique de croissance permet de mettre en lumiere des
comportements physiologiques différents entre deux especes génétiquement proches :
B. subtilis et B. licheniformis. Un déclin cellulaire pendant la sporulation de B. licheniformis a
été observé et a été décrit avec un module de décroissance cellulaire qui a été implémenté dans

le modele cinétique. Malgré des effets des facteurs environnementaux visiblement identiques
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sur la sporulation des deux espéces, au regard du temps d’apparition des premieres spores et de
la concentration maximale en spores, les parametres de sporulation qui refletent le
comportement physiologique de sporulation, sont impactés de maniere différente entre les deux
especes. Ces observations révelent les limites d’utilisation du modele cardinal de sporulation
pour prévoir 1’évolution des parameétres de sporulation de B. licheniformis Ad978 en fonction
de la température, du pH et de 1’aw. Une connaissance minimale du comportement du
microorganisme étudié est nécessaire pour étre capable de prévoir ces effets mais il est difficile
de présager du comportement de sporulation d’un microorganisme donné puisque ce

comportement de sporulation est dépendant de 1’espece et méme de la souche bactérienne.
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Synthese des résultats

Les bactéries sporulées sont a 1’origine de risques sanitaires et d’altération des
produits alimentaires. Peu d’informations sont disponibles sur la formation de nouvelles
spores au cours des procédés alimentaires. Pourtant, la sporulation au cours d’un procédé
alimentaire contribue a 1’augmentation de la charge en spores. Celles-ci peuvent étre plus ou
moins résistantes a des traitements subséquents selon les conditions dans lesquelles elles sont
produites. Afin d’identifier les niches de sporulation des matiéres premiéres jusqu’au produit
fini, il est nécessaire de déterminer les conditions environnementales qui favorisent ou qui
limitent la sporulation bactérienne. Pour cela, la microbiologie prévisionnelle est un outil
utile pour prévoir, les effets de facteurs environnementaux sur les processus bactériens, a
I’aide de mod¢les mathématiques. Néanmoins, aucun mode¢le prévisionnel n’a été développé
pour prévoir la sporulation, a ce jour. L’objectif de cette thése a été de développer des modeles
mathématiques afin de prévoir la sporulation bactérienne en fonction des conditions

environnementales. Pour atteindre cet objectif, plusieurs étapes ont été nécessaires (Fig. C).

La premiere étape (®@ Fig. C), a été de développer un modele cinétique de sporulation
qui décrit I’évolution du nombre de spores produites au cours du temps. Etant donné que les
nombreuses informations sur la physiologie de la sporulation indiquent que la croissance et la
sporulation sont deux processus bactériens étroitement liés, un modele associant la sporulation
a la croissance bactérienne a été développé. Plus précisément, c’est un modele de
différenciation des cellules végétatives en spores qui permet de décrire une cinétique de
sporulation a partir d’une cinétique de croissance. La croissance a été décrite avec un modele
de croissance classique : le modele logistique de Kono (1968) modifié par Rosso et al. (1995).
Ce modele integre quatre parametres de croissance : la concentration initiale en cellules No
(CFU/mL), 1a latence avant la croissance /A (h), le taux maximal de croissance tmar (h!') et la
concentration maximale en spores Nu« (UFC/mL). Le lien entre les spores et les cellules
végétatives a été fait avec quatre parametres qui qualifient la sporulation. La probabilité de
sporuler des cellules végétatives au cours du temps a été décrite avec une loi gaussienne (ou loi
normale) qui permet d’évaluer 1’hétérogénéité d’entrée en sporulation de la population
bactérienne au cours du temps avec trois parametres. Le premier parametre de cette gaussienne
est la probabilité maximale de sporuler Py (h™) qui a été définie par la proportion maximale

de cellules végétatives capables de s’engager en sporulation en méme temps. Ce parametre a
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plus particulierement un impact sur la concentration maximale en spores obtenue. Le deuxieme
parametre de probabilité est le temps tnqc (h) auquel la probabilité maximale de sporuler est
obtenue et impacte plus particulierement le temps d’apparition des premieres spores. Le
troisieme parametre de cette loi normale est la dispersion de la probabilité ¢ (h) autour de #ax
qui rend compte du caractere synchrone ou hétérogene de la population bactérienne pour
I’engagement en sporulation. Ce dernier parametre a plus particulierement un impact sur la
vitesse d’apparition des spores. D’autre part, la différenciation des cellules végétatives en
spores a été qualifiée avec le temps de formation de la spore ¢4, une fois les cellules engagées
en sporulation. La signification biologique des parametres de sporulation a été évaluée
expérimentalement en utilisant une souche dérivée de B. subtilis BSB1, la souche SpollAA-gfp
(amyE ::Pgponaa-gfp) qui produit une molécule fluorescente, la Green Fluorescent Protein (GFP)
lorsque la sporulation est initiée par la cellule. Ainsi, le suivi de la fluorescence produite par
cette souche a permis d’évaluer d’une part, I’évolution du nombre de cellules s’engageant en
sporulation au cours du temps, et d’autre part, le temps de formation de la spore qui correspond
au temps écoulé entre la détection de la GFP et I’apparition des premieres spores.

Ce modele décrit parfaitement I’ensemble des cinétiques de croissance-sporulation de
B. subtilis BSB1 obtenues dans différentes conditions environnementales. Ce modele est méme
plus efficace que de précédents modeles de sporulation (Das et Sen, 2011 et Baril et al, 2012)
pour décrire les cinétiques et déterminer des données d’intérét en agroalimentaire telles que le
temps d’apparition des premiéres spores ou la concentration maximale en spores obtenue a la
fin de la culture. De plus, il permet d’étudier et de qualifer de fagon indépendante la croissance

et la sporulation.

La seconde étape (@® Fig. C) a consisté a décrire puis modéliser les effets des facteurs
environnementaux (température, pH et aw) sur les paramétres de croissance et e sporulation de
B. subtilis BSB1. Les conditions optimales pour la croissance correspondent aux conditions ou
les cellules végétatives se développent rapidement, lorsque le taux de croissance pmax est le plus
¢élevé et avec un faible temps de latence. Pour la sporulation, les conditions optimales ont été
définies lorsque les premicres spores apparaissent tot au cours de la culture et lorsque le
rendement de sporulation est fort. Les limites de croissance et de sporulation de B. subtilis sont
trés proches pour les trois facteurs environnementaux et les conditions optimales pour la
croissance et la sporulation correspondent également. Lorsque les conditions
environnementales sont sous-optimales, la latence A avant la croissance augmente et le taux de
croissance maximal #nqx diminue mais la concentration maximale N €n cellules totales reste

stable. En conditions non favorables pour la croissance et la sporulation, les cellules végétatives
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commencent a sporuler plus tot (évalué avec fuax), sporulent de maniere plus synchrone (évalué
avec o) et en plus grande proportion (évaluée Pax). La combinaison des effets de conditions
sous-optimales sur ces parameétres de croissance et de sporulation conduit a une apparition plus

tardive des premieres spores et une concentration finale en spores (Smax) plus faible.

{ Modélisation de la sporulation de Bacillus subtilis BSB1 ]
et liens physiologiques avec les cinétiques de croissance

Les bactéries sporulées: danger en industrie agroalimentaire (IAA)

Limiter la sporulation par une approche préventive:
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Fig. C. Représentation schématique des objectifs de la thése et état d’avancement de

chaque objectif (atteint (/ ), ou travaux a poursuivre (@)).
Les numéros entourés correspondent aux 5 chapitres de la these.

Les outils de la microbiologie prévisionnelle sont couramment utilis€és pour prévoir la
croissance bactérienne en fonction des conditions environnementales. La prévision de la

croissance (et plus particulierement le taux de croissance bactérien) repose sur 1’utilisation d’un
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modele secondaire, le modele cardinal de Rosso er al. (1995) et des valeurs cardinales de
croissance, c’est-a-dire les valeurs minimales, optimales et maximales des facteurs
environnementaux pour lesquelles la bactérie est capable de se développer. Une stratégie
innovante a été proposée pour estimer le plus précisément possible les valeurs cardinales de
croissance de B. subtilis BSB1. Pour cela, un plan dit D-optimal a été construit. L’originalité
de ce plan est qu’il a été réalisé de maniere séquentielle (le plan global est constitué¢ de deux
plans successifs D-optimaux réalisés successivement) et a tenu compte de contraintes
expérimentales telles qu’un nombre d’expériences inférieur a trente. En paralléle de ce plan,
des plans factoriels (plus classiques), ou les effets de chaque facteur environnemental ont été
évalués de maniere indépendante, ont été réalisés. Statistiquement, les estimations obtenues
avec le plan D-optimal (D1+D2) sont plus précises que celles obtenues avec le plan factoriel.
En revanche, les estimations des valeurs cardinales avec le plan D-optimal sont incohérentes
avec la réalité biologique, c’est-a-dire qu’elles ne correspondent pas aux limites de croissance
évaluées avec des expériences de croissance/non croissance. Ces mauvaises estimations étaient
liées a de mauvais a priori sur les valeurs cardinales qui ont impacté la structure du plan D-
optimal et la structure du plan a impacté, elle-méme, les estimations. Pour de futures
applications, il est alors préférable d’utiliser les valeurs cardinales les plus proches de la réalité
biologique, autrement dit les valeurs cardinales estimées par la méthode classique, avec les
plans factoriels.
La croissance et la sporulation sont deux processus bactériens étroitement liés au niveau
physiologique (Mendez et al., 2004; Narula et al., 2016; Reder et al., 2012) et une corrélation
existe entre la vitesse de croissance et la vitesse de sporulation (Baril ez al., 2012; Dawes and
Thornley, 1970). De plus, les paramétres de croissance et de sporulation sont impactés de
maniere similaire par les facteurs environnementaux. C’est pourquoi, nous avons suggéré
d’utiliser un seul modele secondaire pour décrire et prévoir la croissance et la sporulation,
comme cela a déja été proposé pour décrire d’autres processus bactériens tels que la
germination et la reprise de croissance des spores (Mtimet ef al., 2015). Ce mod¢le est donc
le modele cardinal de Rosso (1995) qui utilise les valeurs cardinales de croissance et les
valeurs optimales des parametres de croissance et de sporulation. Ces valeurs optimales des
parametres sont déterminées a partir de 1’ajustement d’un seul jeu de données de croissance
et de sporulation obtenu dans une condition environnementale favorable a ces deux
comportements bactériens. L’utilisation du modéle cardinal permet de décrire correctement
les cinétiques expérimentales dans différentes conditions de pH, température et ay et permet
de prévoir correctement des informations d’intérét en agroalimentaire tels que le temps

d’apparition des premieres spores et la concentration maximale en spores atteinte.
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La validité¢ des modeles primaire et secondaire de croissance et de sporulation a été
testée pour vérifier s’ils sont utilisables en dehors du domaine expérimental dans lequel ces
modeles ont été développés. Pour cela, ces modeles ont été utilisés et testés pour prévoir les
cinétiques de croissance-sporulation (i) de B. subtilis BSB1 dans des matrices et conditions
de culture différentes de celles utilisées pour le développement des modéles, (i1) de B. subtilis
BSB1 en conditions dynamiques de température et de pH, et (ii1) d’une autre espece, Bacillus
licheniformis Ad978.

Les modeles de croissance et de sporulation ont montré leur efficacité pour prévoir les
cinétiques de la souche d’¢tude B. subtilis BSB1 dans différentes matrices (milieux riches
LB, BHI et lactosérum) et dans des conditions de culture différentes (en termes de volume
de milieu de culture, d’agitation, d’aération, etc ...). Les cinétiques ont été correctement
décrites et les prévisions des temps d’apparition des premicres spores et de la concentration
maximale en spores atteinte étaient sécuritaires et satisfaisantes. Une méthodologie a
¢galement été proposée pour prévoir les cinétiques en conditions dynamiques de facteurs
environnementaux. Cette méthodologie repose sur des postulats au niveau physiologique qui
sont traduits mathématiquement. Les bactéries cultivées dans une condition
environnementale A adoptent un comportement de sporulation (traduit par la probabilité de
sporuler) qui est fonction de cette condition A (les paramétres de sporulation sont calculés
avec le modele cardinal). Lorsqu’un changement brutal (shift) de la condition A a une
condition B est appliqué, I’hypothése est qu’un temps d’adaptation des cellules est nécessaire
(traduit par une probabilité de sporuler qui retombe a zéro) avant d’adopter un comportement
qui est fonction de la condition B. Cette méthodologie utilisée avec les modeles (cinétique et
cardinal) de croissance et de sporulation a prouvé son efficacité pour prévoir les cinétiques
de sporulation obtenues dans deux scénarios simples ou la température ou le pH variaient au
cours de la culture. Ces premiers résultats encourageants offrent des perspectives pour
prévoir la sporulation dans des scénarios plus complexes de facteurs environnementaux pour
simuler les conditions rencontrées dans les procédés alimentaires.

Les modeles de croissance et de sporulation ont montré leurs limites pour prévoir la
sporulation chez une autre espece de Bacillus. Malgré le fait que B. licheniformis et B. subtilis
soient des especes proches génétiquement, leurs comportements de sporulation sont
différents. Contrairement a B. subtilis, un déclin cellulaire a été observé de maniére
concomitante a la sporulation chez B. licheniformis et impacte fortement 1’estimation des
parametres de croissance et de sporulation. Il est néanmoins facile de compléter le modele de

croissance-sporulation avec un module de mort cellulaire inspiré des modeles d’inactivation
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(Geeraerd et al., 2005) pour décrire les cinétiques de B. licheniformis Ad978. De plus, les
effets des facteurs environnementaux sur les parametres de sporulation du modele cinétique
apparaissent opposés. Dans des conditions environnementales non favorables a la
sporulation, I’apparition des spores de B. licheniformis au cours du temps est plus lente qu’en
conditions optimales alors que pour B. subtilis, le contraire a été observé. Dans la littérature
des comportements de sporulation opposés ont €également ét€ observés entre espéces et méme
entre souches. L'utilisation du modé¢le cardinal pour prévoir les cinétiques de croissance-
sporulation d’un microorganisme dont le comportement de sporulation n’est pas caractérisé
est donc limitée. Ces conclusions mettent alors en lumicére le manque de données
quantitatives sur la sporulation bactérienne dans la littérature, pour é&tre capable de

caractériser et prévoir la sporulation en fonction des conditions environnementales.
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Perspectives

Ces travaux de thése ont permis d’apporter un certain nombre de connaissances sur la
croissance et la sporulation de I’espéce modele des bactéries sporulées : Bacillus subtilis. Plus
particulierement ces travaux ont contribué a mieux caractériser le comportement de sporulation
d’une population bactérienne aux niveaux physiologique et quantitatif. Des modéles de
croissance et de sporulation ont été proposés pour décrire et prévoir I’impact de la température,
du pH et de I’aw sur la croissance et la sporulation bactériennes. Malgré des premiers résultats
encourageants, 1’é¢tape de validation de ces modéles reste néanmoins a compléter chez
B. subtilis BSB1. Dans une optique de prévoir la sporulation dans les industries
agroalimentaires, dans les ingrédients, les aliments et sur les lignes de production, la robustesse
de ces modeles devra étre évaluée dans des conditions environnementales plus réelles, en
imitant des scénarios représentatifs de procédés alimentaires.

Dans un premier temps, les modeles pourront étre validés en milieux liquides et agités,
pour des scénarios plus complexes de conditions dynamiques de facteurs environnementaux.
Par exemple, une étape d’acidification pourrait étre imitée par diminution du pH en continu (et
pas par variations brutales de pH comme cela a été testé dans ces travaux) ou encore un
refroidissement par diminution progressive de la température.

Ensuite, il est important de faire remarquer que les cas de sporulation en industrie
agroalimentaire ont été observés principalement en biofilms sur les lignes de production
(Burgess et al., 2009; Marchand et al., 2012; Sharma and Anand, 2002). Il serait alors
intéressant d’étudier la sporulation de B. subtilis en biofilms pour répondre a ces principales
questions : (i) comment sont réparties les cellules sporulantes dans le biofilm ? Cette question
a déja fait I’objet de divers travaux (Cairns et al.,, 2014 ; Vlamakis et al., 2008) (ii) quel est
I’impact des conditions de sporulation sur la sporulation en biofilm ? (iii) quelles sont les
propriétés des spores produites en biofilm en termes de thermo-résistance, d’adhésion aux
surfaces, de capacités a germer ? Ces questions pourraient étre abordées en utilisant un variant
génétique de B. subtilis (producteur de biofilm) qui produit une molécule fluorescente (la GFP
par exemple) lorsque les cellules s’engagent en sporulation (en ciblant le géne spollD par
exemple) et un marqueur qui cible spécifiquement le manteau des spores (comme par exemple
les anticorps contre les spores de Bacillus couplés a la molécule fluorescente FITC). Par
observations microscopiques (microscopie confocale), les marqueurs fluorescents
permettraient de déterminer quand les cellules s’engagent en sporulation et quand les spores
matures sont produites. Ces marqueurs fluorescents permettraient également de localiser ces
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cellules (sporulantes ou sporulées) dans le biofilm (Bridier et al., 2011). Pour ce faire, la
formation de biofilms pourrait étre réalisée en capillaires ou en cellules d’écoulement (Franklin
et al., 2015). Les cellules d’écoulement sont intéressantes pour étudier I’effet d’un flux liquide
sur les capacités de sporulation des cellules en biofilm et sur le détachement des spores formées
dans le biofilm.

En dernier lieu, la validation compléte des modeles proposés repose sur la possibilité
d’extrapoler 1’utilisation de ces modeles a d’autres souches especes ou genres bactériens. Dans
ces travaux, des limites de ces modeles ont été identifi€s et ces limites sont directement liées
aux propriétés physiologiques de sporulation du microorganisme d’étude. Prévoir un
comportement cellulaire en fonction des genes présents, des voies métaboliques présentes et
actives, des réseaux de régulation, (etc ...) serait une perspective d’amélioration du modele tres
ambitieuse et peu envisageable en termes de charge de travail. Une perspective plus simple et
plus immédiate pour prévoir la sporulation d’un microorganisme peu connu, serait de
déterminer 1’effet positif ou négatif des facteurs environnementaux sur les parametres de la
croissance et la sporulation. Ceci nécessiterait deux cinétiques expérimentales de croissance-
sporulation, une obtenue dans une conditios favorable et une deuxieéme obetenue dans une
condition défavorable a la sporulation. Ainsi, si les conditions défavorables conduisent a une
diminution des valeurs des parametres, alors le modele cardinal peut étre utilisé pour décrire
ces effets. A ’inverse, si les conditions défavorables conduisent a une augmentation des valeurs
des parametres, alors le modele cardinal peut étre utilisé pour décrire cet effet postif sur les
parametres transformés (transformation inverse ou opposée par exemple). Cette transformation
de parametre est déja utilisée pour prévoir la latence avant la croissance puisque c’est la forme

inverse 1/ qui est décrite et prévue avec le modele cardinal.

Au cours de ces travaux de these, diverses questions sur le comportement de sporulation
d’une population bactérienne se sont posées. A notre connaissance, aucune ¢tude ne s’est
intéressée a I’impact des conditions environnementales sur le temps de formation d’une spore
mature. Dans le chapitre 1, une stratégie expérimentale a ét€ mise en place pour évaluer le temps
de formation de la spore #r dans trois conditions environnementales. Dans les conditions de
température testées (27°C, 40°C et 49°C) 7 variait peu (de 4.0 a 7.4 h) mais il serait intéressant
d’évaluer ce temps de formation de la spore dans des conditions plus drastiques et en évaluant
également les effets du pH et I’activité de I’eau. Ce temps de formation de la spore # pourrait
ensuite €tre utilis€ dans le modele de croissance-sporulation comme un parametre

supplémentaire, et non une constante fixée a 7 h comme cela a été fait dans ces travaux.
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Pour développer le modéle cinétique de sporulation, nous avons fait 1’approximation que le
temps de formation de la spore #rest constant au cours du temps de culture. Autrement dit, quel
que soit le temps auquel les cellules s’engagent en sporulation, les cellules nécessiteront le
méme temps #r pour former une spore mature. Néanmoins, pour aller plus loin, il serait
intéressant d’évaluer si #r est homogene dans toute la population bactérienne (les cellules
végétatives requirent-elles toutes le méme temps pour sporuler ?) et s’il évolue au cours du
temps de culture. En effet, étant donné que le milieu se dégrade au cours du temps de culture,
les spores qui apparaissent en fin de culture ont été produites dans un milieu plus appauvri et
plus «pollué » par des métabolites secondaires que les spores qui apparaissent en début de
culture. Ces conditions plus drastiques ont possiblement un effet négatif sur le temps nécessaire
pour compléter le processus de sporulation. Il serait alors intéressant de vérifier comment
évolue le temps de formation de la spore au cours de la culture. Pour cela, des outils de
cytométrie en flux peuvent étre envisagés en marquant (avec des molécules fluorescentes
comme la GFP ou m-cherry) un gene précoce de la sporulation tel que spollAA utilisé dans ces
travaux, et un gene tardif de la sporulation comme spoVG ou gerE. Ces génes sont suffisamment
exprimés d’apres les travaux de Nicolas er al. (2012), pour une détection des protéines
fluorescentes. A titre indicatif, en conditions optimales de sporulation, le temps écoulé entre
I’expression de spollAA et de spoVG ou gerE est de 200 minutes (3 h 40 min) (Errington, 2003).

Ces divers questionnements couvrent des thématiques traitant de la physiologie des
cellules et leur comportement de sporulation en fonction de leur environnement. Les
informations pourraient étre utilisées pour compléter et/ou améliorer les modeles de sporulation
pour une prévision plus fine des capacités de sporulation des cellules végétatives en fonction

de leur environnement.
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LISTE DES FIGURES

Fig. A. Etapes du cycle de vie des bactéries sporulées

Fig. B. Diagramme récapitulatif du plan de these.
Les numéros entourés correspondent aux 5 chapitres de la these.

Fig. 1.1. Effects of environmental factors on the initiation sporulation pathways of Bacillus
and Clostridium. Some sporulation pathways are specific to Clostridium (in blue) and Bacillus
(in orange) and some elements are common to both, or found in both (in black). Activation
pathways ( =*) and inhibition pathways (—1 ) can concern either the action of the targeted

molecule or its production. Phosphorylation pathways are indicated by (®) on arrows. Thin
blue arrows indicate pathways that are hypothetical or not entirely understood in Clostridia.
An inventory of the spore-formers possessed by sensors provides an overview of the
environmental stimuli that could affect sporulation in Bacilli and Clostridia. Five sensor
kinases, called KinA to KinE, have been reported in B. subtilis. The main sensor kinase KinA
possesses three PAS domains (A, B and C) that sense different stimuli, such as the oxygen
concentration via the NAD*/NADH ratio and redox potential (via the sensing of reactive
oxygen species) or light intensity (via protein Sda that responds to DNA damages caused by
light) [60]. The KinB protein, which does not possess PAS domains, senses anaerobic
conditions [61] and potassium levels [56], while the KinC protein responds to plant signals and
polyketides [40] and KinD to osmotic conditions and plant-derived signals [34,40]. The role of
KinE remains to be elucidated. When they are stimulated, the five B. subtilis Kin sensors are
autophosphorylated, and then phosphorylate the general response regulator of sporulation
SpoOA via the successive intermediates SpoOF and SpoOB (Fig. 1.1). KinC is also able to
directly phosphorylate SpoOA [33]. Phosphorylation of SpoOA~P can be reversed by aspartate
phosphatases such as SpoOE [28] and by the Rap phosphatases (RapA to RapK), which act by
dephosphorylating the intermediary SpoOF~P. Sporulation pathways are less well understood
in Clostridia (thin blue arrows indicate pathways that are hypothetical or not entirely
understood). Clostridium does not possess a multicomponent phosphorelay (SpoOF and SpoOB)
and SinR inhibits SpoOA phosphorylation, while SinR inhibits  production of SpoOA in
Bacillus. The EDF-A and Phr pheromones have not yet been reported in Clostridium species if
they exist, while they are sensed by Bacilli as indicators of cell density. In C. difficile the
cytosolic HK CD1579 responds to carbon sources via the regulator CcpA.

Fig. 1.2. Favorable steps for sporulation during a food process according to environmental
factors. Different processes may be encountered in the food industry. The main factors that
may modulate (empty symbols) or trigger sporulation of Clostridium (full blue symbols) or
both Bacillus and Clostridium (full black symbols) are indicated at each step. Sporulation can

be triggered by pH for Clostridium and by nutrients (©) and quorum-sensing signals ( =) for
both. Modulating factors may also include pH, nutrients and quorum-sensing signals as well
as aw (), temperature (), minerals (©), a variation in gas concentration ( %), shear stress

( O) and the presence of other microorganisms ( £).
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Fig. 1.3. Stratégies ascendante (bottom up) et descendante (top down) en microbiologie
prévisionnelle (inspiré de Bruggemean et Westerhoff, 2007)

Fig. 1.4. Forces et faiblesses des modéles développés a I’échelle de la population (souvent
phénoménologiques) et a I’échelle cellulaire (souvent mécaniste), adapté de Ferrer et al.,
(2009). Les forces d’un type de modele sont souvent les faiblesses de I’autre (+—>).

Fig. 1.5. Comparaison des modéles de sporulation de la littérature sur différents criteres.
Les modeles de Jabbari ef al. (2011) (), Das et Sen (2011) et Baril er al. (2012)
(wm wm ), Atehortua et al. (2007) (mm wm ), Huang et al. (2003) ( ) et Morimoto et al. (2011)
(e ) ONt Et€ comparés sur différents critéres, en attribuant une valeur de 0, 1, 2 ou 3 selon
si le critere est completement remplit (3) ou non (0).

Fig. 2.1. Schematic representation of the growth and sporulation model. The new spores
that appear at time t; come from vegetative cells not committed to sporulation N(t; - tf)-S(ti-1)
which were present tr hours earlier and had a sporulation probability P(t; - tr). This probability
was described with a Gaussian law as a function of time with three parameters: P Which
corresponds to the maximal proportion of cells able to sporulate in the same amount of time,
tmax Which is the time at which the cells have the highest probability of sporulating (h), and o
which is the probability scattering.

Fig. 2.2. Fluorescence, growth and sporulation kinetics of B. subtilis at 27°C (a, b and c),
40°C (d, e and f) and 49°C (g, h and i). The values of fluorescence (o) were fitted with the
normal density function (solid lines in a, d and g) and the corresponding probability densities
(b, e and h) with the three sporulation parameters of equation 6: Puax, tmax and o. The
concentration of total cells (0) and the concentration of spores () over time were fitted with
the growth sporulation model in equations 1 and 4 (in c, f and 1).

Fig. 2.3. Représentation schématique de I’évolution temporelle des sous-populations
constituant une suspension bactérienne. Les cellules totales N (Bl) comprennent les cellules
végétatives V et les spores S (). Les cellules végétatives sont elles-mémes distinguées en 3
sous-populations : les cellules non-engagées en sporulation Ve ("), les cellules déja engagées
en sporulation ou sporulantes Vs (%) et les cellules qui s’engagent en sporulation Ve (E) a un
instant donné ti. Parmi les spores, on distingue les spores déja présentes S de celles qui
apparaissent S, a un instant donné t;.

Fig. 2.4. Représentation schématique de la stratégie expérimentale pour évaluer la
probabilité d’engagement en sporulation. La stratégie expérimentale repose sur le suivi de la
fluorescence de la suspension de B. subtilis SpollAA-gfp au cours du temps de culture (a). Les
cellules végétatives qui ne se sont pas engagées en sporulation (C2) ne produisent pas de
fluorescence. Les cellules qui sont engagées dans la sporulation ou cellules sporulantes (:®)
produisent de la fluorescence. Lorsque la cellule mere se lyse (+:®), la fluorescence est libérée
dans le milieu de culture avec la spore mature (o).

Fig. 2.5 : Répartition des valeurs de k du modele de Weibull pour 14 cinétiques de

croissance-sporulation. La moyenne des valeurs de k pour les 14 cinétiques de croissance
sporulation (®) était de 4,67 (mmmms).
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Fig. 2.6. Cinétiques de croissance (—=) et de sporulation (—) de B. subtilis BSB1 cultivé
en fermenteur en milien BHI a 25°C, pH 7,0, aw 0,996 (a et b), a 49°C, pH 7,0, aw 0,996 (c
etd) eta37°C, pH 7,0, aw 0,985 (e et f). Les concentrations en cellules totales (0) et en spores
thermorésistantes (0) (a,c et e) ont été ajustées avec le modéle de croissance sporulation
(équations 1 et 2) en utilisant la fonction de densité de la loi de probabilité de Weibull modifi¢e
avec k=5 (b, d et f).

Fig. 2.7. Cinétiques de croissance (=) et de sporulation (—) de B. subtilis BSB1 cultivé
en fermenteur en milieu BHI a 37°C, pH 5,0, aw 0.996 (a et b), a 49°C, pH 7,0, aw 0.996 (c
et d) et a 37°C, pH 7,0, aw 0.985 (e et f).Les concentrations en cellules totales (0) et en spores
thermorésistantes (O ) (a,c et e) ont été ajustées avec le modéle de croissance sporulation
(équations 1 et 2) en utilisant la fonction de densité de la loi normale (b, d et ).

Fig. 2.8. Cinétiques de sporulation de B. subtilis BSB1 cultibée en fermenteur en BHI a
25°C, pH 7,0, aw 0,996 (a), en BHI, 37°C, pH 5,0, aw 0,996, en fermenteur (b) et en LB,
37°C, pH 7,0, aw 0,996, en erlen (c). Les cinétiques expérimentales ( € ) ont été ajustées avec
le modele croissance sporulation (=), le modele de Das et Sen (2011) (sweas ) et avec le
modele de Baril ef al. (2012) (wm == ).

Fig. 3.1. Analyse SWOT des plans factoriels et des plans D-optimaux pour I’estimation
des valeurs cardinales de croissance. Les forces, faiblesses, opportunités et menaces des plans
factoriels (bleu) et des plans D-optimaux (bleu) ont été comparées.

Fig. 4.1. Effect of temperature, pH and aw on the growth rate and the lag before growth
of B. subtilis BSB1. The experimental data (©) of uma (a, ¢ and e) and 1/4 (b, d and f) were
plotted against temperature (a and b), pH (c and d) or ayw (e and f). The conditions in which no
growth was observed are indicated by bold empty circles on the horizontal axis (©) and the
conditions in which growth was observed in the Growth/No Growth experiments are indicated
by black filled circles (®). The cardinal values of growth were estimated based on iy With
the cardinal model (solid lines). These estimated cardinal values were used as inputs to
estimate 1/40p: and then describe the effects of environmental factors on 1/ A.

Fig. 4.2. Growth and sporulation kinetics of B. subtilis BSB1 obtained in BHI, in batch
cultures at 49°C, pH 7.0 and aw 0.996 (a and b), at 25°C, pH 7.0 and aw 0.996 (c and d)
and at 37°C, pH 7.0 and aw 0.945 (e and f). The experimental data of total cells (0) and heat
resistant spores (@) (logl0 (CFU/mL)) were fitted with the growth-sporulation model in Eq.
(1) and Eq. (2) (solid lines). The probability of vegetative cells sporulating over time (h-1) is
represented below the corresponding growth and sporulation kinetics (b, d and f).

Fig. 4.3. Effects of temperature (a and b), pH (c and d), and water activity (e and f) on the
inverse of the calculated time to see the first spore 1/tis (a, ¢ and e) and the calculated
maximal concentration of spores reached Smax (logio (CFU/mL)) (b, d and f).

Fig. 4.4. Effects of temperature, pH, and water activity on the maximal proportion of
vegetative cells sporulating (-logio (Pmax)) (2, d and g), the time to reach the maximal
sporulation probability #... (b, e and h) and the probability scattering & (c, f and i). The
cardinal values of growth (Tab. 1) were used as inputs for the cardinal model (solid lines).
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Fig. 5.1. Cinétiques de croissance—sporulation de B. subtilis BSB1 dans différents milieux
de cultures, en conditions favorables a 37°C, pH 7,0, (aw 0,996). Les données
expérimentales de concentrations en cellules totales (0) et en cellules thermorésistantes (0) ont
été ajustées avec le modele de croissance ( ) et de Sporulation () €t constituent
alors les cinétiques observées (a, c, e et g). Les courbes de probabilité de sporuler au cours du
temps correspondantes (b, d, f et h) sont présentées sous les cinétiques obtenues en BHI en
fermenteur (a et b), et en erlen dans les milieux BHI (c et d), LB (e et f) et lactosérum (g et h).

Fig. 5.2. Comparaison des cinétiques de croissance-sporulation observées et prévues de B.
subtilis BSB1 cultivé dans différents milieux, a deux températures.

Les données expérimentales des concentrations en cellules totales (@) et en cellules
thermorésistantes (0) ont été ajustées avec le modele de croissance ( ) et de sporulation
( ) et constituent les cinétiques observées. Ces cinétiques observées sont comparées aux
cinétiques prévues de croissance (s==wu==) et de sporulation (=====s), par le modele cardinal
pour des cultures de B. subtilis BSB1 en fermenteur en BHI a 25 °C (a) et 49°C (b), et en erlens
dans les milieux BHI a 25°C (c¢) et 48°C (d), LB a 27°C (e) et 45°C (f), et lactosérum a 25°C
(g) et 48°C (h).

Fig. 5.3. Cinétiques de croissance-sporulation B. subtilis BSB1 dans différentes conditions
dynamiques de température. Les concentrations en cellules totales (®) et en cellules
thermorésistantes (O) en conditions statiques de température (37°C) ont été ajustées avec
le modele de croissance ( ) et de sporulation ( ). A partir de ces cinétiques
ajustées, les cinétiques de sporulation ont été prévues dans les deux conditions suivantes : B.
subtilis BSB1 a été cultivé 16 h a 37°C puis placée a 10°C (©) et sa cinétique de sporulation a
€té simulée (mm =) et B. subtilis BSB1 a été cultivé 16 h a 37°C, puis placée a 10°C pendant
24 h puis de nouveau placée a 37°C ([J) et la cinétique de sporulation correspondante a été
simulée (=====s). Les changements de température sont indiqués par les lignes verticales en
tirets.

Fig. 5.4. Prévision des cinétiques de croissance et de sporulation de B. subtilis BSB1 en
condition dynamique de pH. Les données de cellules totales (@) et de cellules
thermorésistantes en condition statique de pH 7,0 (O) ont été ajustées avec le modele primaire
de croissance ( ) et de sporulation ( ). L’évolution du nombre de spores en condition
dynamique de pH (®) a été décrite avec la cinétique prévue par les modeles prévisionnels de
croissance-sporulation (— — -). Les changements de pH sont indiqués par les lignes verticales
en tirets.

Fig. 5.5. Ajustement des cinétiques de croissance ( ) et de sporulation ( ) de B.
licheniformis Ad978 avec le modéle de croissance-(déclin)-sporulation (équations 1 a 3),
avec un temps de formation de la spore ¢ de 7,0 h, en milieu BHI, a 45°C pH 7,2 et aw
0,996 (a et b), a 45°C pH 5,8 et aw 0,996 (c et d) et a 20°C, pH 7,2, aw 0,996 (e et f).

Fig. C. Représentation schématique des objectifs de la thése et état d’avancement de

chaque objectif (atteint (/ ), ou travaux a poursuivre (&)).
Les numéros entourés correspondent aux 5 chapitres de la these.
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Tableau 2.1. Estimations of the fluorescence, the growth and the sporulation parameters
of B. subtilis at 27 °C, 40 °C and 49 °C.

Tableau 2.2. Sous-populations coexistant dans une suspension bactérienne sporulante et
quantification de leurs concentrations. Les concentrations en cellules totales et en spores
sont déterminées expérimentalement (*) et les concentrations des autres sous-populations sont
déduites par le calcul ().

Tableau 2.3. Critéres de choix de la loi de probabilité pour décrire la probabilité
d’engagement en sporulation au cours du temps. Les criteres ont été classés par ordre
d’importance avec 1, 2 ou 3 points attribués par critére au maximum. Pour chaque critére, un
nombre de points a été accordé selon que la loi deprobabilité remplit plus ou moins le critere.
Le critere de signification biologique des parametres €tait un parametre décisif (*) qui écarte
automatiquement les lois de probabilité qui ne remplissent pas ce critere (loi Gamma et loi log-
Normale).

Tableau 2.4. Estimations des parametres de sporulation des modéles de Baril ef al. (2012),
de Das et Sen (2011) et du modele de croissance-sporulation pour trois cinétiques de
sporulation. ;5est le temps d’apparition des premieres spores ; us est le taux de sporulation ;
Smax €st la concentration maximale en spores ; No est la concentration initiale en cellules
végétatives ; A est le temps de latence avant la croissance ; Nnuqx est la concentration maximale
en cellules totales ; P*nqc est le facteur permettant d’accéder a la probabilité maximale de
sporuler Puax, tmax €st le temps auquel P.qx est obtenu et ¢ est la dispersion de la probabilité
d’engagement en sporulation.

Tableau 3.1. The a priori values of the cardinal values and of the optimal growth rate of
B. subtilis and experimental constraints for the computation of the D-optimal design. The
guesses O,of the cardinal values of growth come from the literature. (Holtmann and Bremer,
2004; Nichols et al., 1995; Pandey et al., 2013; Pant et al., 2015; Tapia et al., 2007).

Tableau 3.2. Estimations of the growth rates of B. subtilis BSB1 in LB for the factorial
design (51 experiments).

Tableau 3.3. Estimations of the growth rates of B. subtilis BSB1 in LB for the optimal
design composed of the optimal designs D1 (14 experiments) and D2 (16 experiments).

Tableau 3.4. Table 3.4. Comparison of the estimations of the cardinal values obtained
from the first D-optimal design D1, the D-optimal design (D1+D2) and the factorial design,
with the growth limits assessed with the Growth/No Growth experiments. g: Value of the
environmental factor close to the growth limit, where growth was observed experimentally,
ng: Value of the environmental factor close to the growth limit where no growth was observed
experimentally.

Tableau 3.5. Tableau 3.5. Estimations des valeurs cardinales de croissance de B. subtilis
BSB1 avec le plan D-optimal avec et sans contraintes sur les bornes des parametres.

Tableau 3.6. Tableau 3.6 Estimations des valeurs cardinales de croissance de B. subtilis
BSB1 avec le plan D-optimal avec et sans contraintes sur les bornes des parametres.
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Table 4.1. Growth limits and estimations of the cardinal values of B. subtilis BSB1
determined based on the maximal growth rate. g: growth was observed at the corresponding
temperature, pH or ay with the growth-no growth experiments; ng: no growth was observed at
the corresponding temperature, pH or ay with the growth-no growth experiments.

Tableau 5.1 : Caractéristiques de croissance de B. subtilis BSB1 et de B. licheniformis
Ad978. Les caractéristiques de croissance sont les valeurs cardinales (minimales, optimales et
maximales) de croissance pour la température, le pH et ’ay. ! Valeurs cardinales de B. subtilis
BSB1 déterminées dans le chapitre 3 ; 2 (Baril et al., 2012)

Tableau 5.2. Estimations des parameétres de croissance et de sporulation de B. subtilis
BSBI1 cultivé dans différents milieux, en conditions optimales de température, pH et aw.
B. subtilis BSB1 a été cultivé en fermenteur dans le milieu BHI et en erlens dans les milieux
BHI, LB et lactosérum a 37°C, pH 7,0 et aw 0,996. Les intervalles de confiance 95% des
parametres estimés sont indiqués entre crochets.

Tableau 5.3. Comparaison des valeurs des parametres de croissance et de sporulation
estimés et prévus par le modéle cardinal pour B. subtilis BSB1 cultivé dans différents
milieux de culture a des température sous-optimales pour la croissance et la sporulation.
Les intervalles de confiance 95% des estimations des parametres sont indiqués entre crochets.
(*) Dans les conditions de culture utilisées pour le développement des modeles (en BHI en
fermenteur), les températures défavorables conduisent a une augmentation de Pmax et une
diminution de tmax et 6. Pour chaque matrice (BHI, LB ou lactosérum) et température testées
pour des cultures en erlen, le score indique le nombre de parametres qui sont impactés de la
méme maniere (augmentation ou diminution) par la température.

Tableau 5.4. Estimations des parametres de croissance, (de mort) et de sporulation pour
les cultures de B. licheniformis Ad978 en fermenteur, en milieu BHI, a 45°C, pH 7,2, 45°C,
pH 5,8 et 20°C pH 7,2.

Tableau 5.5 : comparaison des effets du pH et de la température sur les parameétres de
croissance et de sporulation de B. subtilis BSB1 et B. licheniformis Ad978.

206



VALORISATIONS DES TRAVAUX DE
THESE

1. Publication avec comité de lecture

E. Gauvry, A-G. Mathot, 1. Leguérinel, O. Couvert, F. Postollec, V. Broussolle, L. Coroller.
2016. Knowledge of the physiology of spore-forming bacteria ca explain the origin of spores
in the food environment. Research in Microbiology. 168 : 369-378

2. Publications en préparation

E. Gauvry, A-G. Mathot, 1. Leguérinel, O. Couvert, M. Jules, L. Coroller. Differentiation of
vegtetative cells into spores : kinetic model applied to Bacillus subtilis. Applied and
Environmental Microbiology. En préparation pour soumission.

E. Gauvry, A-G. Mathot, I. Leguérinel, O. Couvert, L. Coroller. Effects of pH, temperature
and water activity on the sporulation abilities of Bacillus subtilis BSB1. International Journal
of Food Microbiology. En préparation pour soumission.

E. Gauvry, A-G. Mathot, 1. Leguérinel, O. Couvert, L. Coroller. Estimation of the cardinal
values of growth of Bacillus subtilis BSB1 for temperature, pH and water activity : comparison
of a D-optimal design and a factorial design. International Journal of Food Microbiology. En
préparation pour SOUMIsSion.

3. Communications orales

E. Gauvry, A-G. Mathot, O. Couvert, I. Leguérinel, L. Coroller (2015). Modele cinétique de
croissance-sporulation de Bacillus subtilis. BSPIT, Paris (France).

E. Gauvry, A-G. Mathot, O. Couvert, I. Leguérinel, L. Coroller (2015). A kinetical model to
describe the growth and the sporulation of Bacillus subtilis. ICPMF9, Rio de Janeiro (Brésil).

E. Gauvry, A-G. Mathot, O. Couvert, I. Leguérinel, L. Coroller (2016). A growth-sporulation

kinetic model usable for food predictive modelling. European Spores Conference, Londres
(Royaume-Upni).

207



E. Gauvry, A-G. Mathot, O. Couvert, 1. Leguérinel, N. Desriac, F. Postollec, L. Coroller
(2017). Growth limits and their uses to predict the life-cycle of spore-forming bacteria. IAFP,
Bruxelles (Belgique).

E. Gauvry, A-G. Mathot, O. Couvert, 1. Leguérinel, M. Jules, L. Coroller (2017). Modelling
the temporal heterogeneity of the sporulation in a planktonic culture of Bacillus subtilis.
Microbial Spoilers, Quimper (France).

E. Gauvry, A-G. Mathot, O. Couvert, I. Leguérinel, L. Coroller (2017). Growth and sporulation
dynamics of Bacillus subtilis can be described by its growth limits. ICPMF10, Cordoue
(Espagne).

4. Communication affichée

E. Gauvry, A-G. Mathot, O. Couvert, I. Leguérinel, F. Postollec, V. Huchet, N. Desriac, L.
Coroller. Growth boundaries: a generic law to account the different steps of the life-cycle of
spore-forming bacteria. Spoilers 2017, Quimper, France.

208



Bactéries Sporulantes Pathogénes ou d’Intérét Industriel — Paris -2015

Sfm) [ Se=Em

BSPIT 2015
Société Frangaise

virsy/ | B
. \~ H Paris 6 - 7 juillet 2015

Modele cinétique de croissance-sporulation de Bacillus subtilis
E. Gauvry, A-G. Mathot, O. Couvert, I. Leguérinel, L. Coroller
Université de Brest, EA3882, Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie
Microbienne, UMT14.01 SPORE-RISK, ScInBioS, Quimper, France

Les spores bactériennes sont ubiquitaires et sont a I’origine de la contamination des aliments.
Si les conditions environnementales au cours d’un procédé de transformation ou de fabrication
sont favorables, les spores germent, les cellules se multiplient jusqu’a atteindre des
concentrations néfastes pour la stabilit¢ de 1’aliment ou pour la santé humaine. Les cellules
peuvent ensuite se différencier en spores qui sont généralement résistantes aux traitements
physiques appliqués en industrie agroalimentaire. Il est donc d’un grand intérét de prévoir la
sporulation au cours d’un procédé. Les modeles de sporulation sont peu utilisés et sont
généralement développés indépendamment de la croissance végétative. Or, la sporulation est
physiologiquement liée a la croissance et, actuellement, aucun modele ne permet de décrire la
croissance des cellules végétatives et leur différenciation en spores en systeme non alimenté.

L’objet de cette étude est de proposer un modele de sporulation basé sur un modéle de
croissance végétative en intégrant des parametres liant les spores aux cellules végétatives dont
elles sont issues. La souche Bacillus subtilis BSB1 dérivée de la souche modele 168 a été
utilisée pour cette étude. Les cinétiques de croissance et sporulation ont ét€ obtenues en bouillon
coeur cervelle additionné de sels de sporulation (Hageman et al., 1984), a pH 7.0, sous une

agitation de 100 rpm avec un inoculum initial de 103 UFC/mL. Les concentrations en cellules
totales ont été déterminées par inclusion en gélose et dénombrement des colonies. Les spores
ont été énumérées apres traitement de 10 minutes a 80°C pour éliminer les formes végétatives.
Les cinétiques de croissance-sporulation ont été réalisées a 45°C, température optimale de
croissance, 18°C et 37°C.

Plusieurs modeles ont été testés. Le choix du modele s’est porté sur un compromis entre des
criteres statistiques qui rendent compte du bon ajustement du modele aux données
expérimentales et sur un critere de signification biologique des parametres du modele.

La cinétique de sporulation est décrite par deux phases: une premiere correspondant a

o, . . . I3 Py o . 9 . 3 ~
I’apparition quasiment simultanée d’une premiere population d’environ 10 spores a 18°C et

37°C et 2.104 spores a 45°C, suivie d’une augmentation plus progressive du nombre de spores
comme décrit par le modele de Baril ef al. (2012). Les parametres cinétiques de sporulation
sont différemment affectés par la température. L’efficacit¢ maximale de sporulation a été
observée a 37 °C avec une probabilité de sporulation de 47% alors que les probabilités sont de
0.76% et 0.02% a 45°C et 18°C respectivement. La diminution de température permet de
retarder 1’apparition des premieres spores avec des temps séparant la fin de la phase
exponentielle de la croissance végétative de I’apparition des premieres spores de 3.5h, 6h et
60h a 45°C, 37°C et 18°C respectivement. En revanche, les vitesses d’apparition des spores
décrivant la seconde cinétique de sporulation sont peu affectées par la température avec des

valeurs de 0.022, 0.025 et 0.029 h : a 18°C, 37°C et 45°C.

L’originalité de ce travail porte sur la nature du modele dont les paramétres liant la cinétique
de sporulation a la cinétique de croissance permettent de mieux comprendre comment le
comportement de sporulation est modulé par les conditions environnementales.
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A Kkinetical model to describe the growth and the sporulation of Bacillus subtilis
E. Gauvry, A-G. Mathot, O. Couvert, 1. Leguérinel, L. Coroller
Université de Brest, EA3882, Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie
Microbienne, UMT14.01 SPORE-RISK, ScInBioS, Quimper, France

Spore-forming bacteria represent a great deal for food safety. They can differentiate into spores
which are able to resist and survive to different kinds of treatments applied in the food industry.
Predictive microbiology has proved its efficiency to prevent the vegetative cell growth, but
sporulation models are sparsely used and generally are developed independently of the
vegetative cell growth. However, the sporulation process is closely related to growth but no
model allowing to deduce a sporulation kinetic from a vegetative growth kinetic has been
developed yet.

The purpose of this study is to suggest a growth and sporulation kinetic model allowing to label
the efficiency of the sporulation process based on already available models describing the
vegetative cell growth (e.g. growth rate, lag time and cardinal values).

Bacillus subtilis BSB1 was used in this study as it is derived from the well-studied strain 168.
Growth-sporulation kinetics were performed in brain heart infusion supplemented with
sporulation salts, at pH 7.0, under 100 rpm agitation, with an initial inoculum of 3.0 log10
(CFU/mL). Total cells concentrations were enumerated by plating on agar medium and spores
were enumerated by plating after a 10 minutes treatment at 80°C of the total culture. Kinetics
were performed at 18°C, 37°C and 45°C. The goodness of fit of the model allowed to evaluate
the effect of temperature on sporulation behavior of B. subtilis.

A mathematical model was proposed to describe both the vegetative cell growth kinetic and the
spore formation. This model integrates sporulation parameters with a biological meaning: the
probability of a vegetative cell to sporulate, the time for sporulation initiation and the
sporulation rate.

This new kinetic model allows to predict correctly sporulation behavior of B. subtilis and thus
constitutes a good tool to prevent spore formation according to environmental factors.

210



7" European Spores Conference — Londres — 2016

EUROPEAN
SPORES

CONFERENCE

ROYAL HOLLOWAY, UNIVERSITY OF LONDON

A growth-sporulation kinetic model usable for food predictive modelling

E. Gauvry, A-G. Mathot, O. Couvert, I. Leguérinel, L. Coroller
Université de Brest, EA3882, Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie
Microbienne, UMT14.01 SPORE-RISK, ScInBioS, Quimper, France

Spore-forming bacteria represent a great deal for food safety of processed foods. Bacterial
spores are able to resist and survive to different kinds of treatments applied in the food industry.
These resistance properties are acquired during the sporulation process. While predictive
microbiology has proved its efficiency to describe the vegetative cell growth and the thermal
inactivation, the sporulation is not taken into account in risk assessment or food predictive
modelling. As the growth can be accurately described, it is interesting to model their ability to
differentiate into spores as a function of time, but also as a function of the main environmental
factors in order to identify the sporulation niches. Thus, a growth-sporulation model that uses
only two parameters with biological meaning was developed. These parameters are the time to
form a spore and the probability to sporulate that follows a Gaussian evolution. The model was
applied to experimental growth-sporulation kinetics of Bacillus subtilis BSB1 performed in
batch, in brain heart infusion supplemented with sporulation salts, with an initial inoculum of
3.0 log10 (CFU/mL), under 250 rpm agitation at pHs 5.0, 7.0 and 9.0 (37°C) and at 25°C, 37°C
and 45°C (pH 7.0). Growth was monitored by enumerating total cells after plating on agar
medium and sporulation was monitored by enumerating spores selected by a 10 minutes
treatment of the total culture at 80°C. The model allowed to describe very accurately spores
formation kinetic from growth kinetic: it provided information on the times at which the first
cells and the last cells initiate sporulation and on the maximal probability to form a spore. From
this model, classical kinetical parameters like the time at which the first spore appears,
sporulation rate and the maximal spore concentration were deduced. All these parameters are
modulated by the environmental factors. The maximal probability to form a spore was 600-fold
inferior at 45°C compared to 37°C what notably led to a decrease in spore yield by 440-fold at
45°C compared to 37°C. At 25°C, the maximal probability increases almost 10-fold more
rapidly at 25°C than at 37°C and 45°C leading to a 10 to 12-fold higher rate of spores
appearance at 25°C compared to 37°C and 45°C. As a conclusion, with only two biological
parameters describing the sporulation process, the model is more efficient than previous kinetic
model to describe growth and sporulation kinetics and more interestingly, it provides
quantitative information at a physiological level. This simple model thus constitutes an easy
and interesting tool to evaluate the impact of environmental factors on several aspects of the
sporulation process.

211



International Association for Food Protection — Bruxelles — 2017

Symposium

AFD' ERODEAN

SYMPOSIUM ON FOOD SAFETY

29-31 MARCH 2017
 BRUSSELS, BELGIUM

Growth Limits and Their Uses to Predict the Cycle of Life of Spore-forming Bacteria

E. Gauvry!, A-G. Mathot!, O. Couver't, L. Leguérinell, N. Desriac!, F. Postollec?, L.
Coroller!
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Spore-forming bacteria are responsible of food poisoning (37% in France, 2014) and involved
in the spoilage of various processed foods. Bacterial spores are commonly found in the
environment, making bacterial spores the natural contaminant of raw materials. The spore
properties (heat resistance, germination ability) are impacted by the environment of their
formation. During food processing, spores can encounter favourable conditions and then
germinate. The new vegetative cell can grow, producing spoilage or toxic enzymes making food
unfit for human consumption. Predictive microbiology has proved its efficiency to predict
bacterial growth in foods with the growth limits (or cardinal values) according to the
environmental factors like pH, temperature or water activity. In this talk, we propose to go
further by showing that the growth limits of spore-forming bacteria can also be used to predict
the different steps of their cycle of life: growth, sporulation, resistance, germination, and
outgrowth. For example, it was shown that the temperature boundaries of Bacillus licheniformis
and Bacillus weihenstephanensis were similar for growth, recovery after a heat treatment and
sporulation. The heat resistance of their spores was also tightly linked to the sporulation
conditions for temperature and pH. Another striking example concerns the behaviour of the
thermophilic bacteria Geobacillus stearothermophilus (ie its growth, sporulation and recovery
after a heat treatment) that could be explained by the growth limits for pH and temperature only.
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Modelling the temporal heterogeneity of the sporulation in a planktonic culture of
Bacillus subtilis
E. Gauvry!, A-G. Mathot!, O. Couvert!, 1. Leguérinel!, M. Jules?, L. Coroller!
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2

Introduction

The sporulation of B. subtilis has been thoroughly studied at cellular level, what allowed
understanding the stochasticity of this differentiation process. At the population level, many
studies aim to define the elements that contribute to the heterogeneity in the initiation of
sporulation, but few studies assess quantitatively the sporulation dynamics.

Material & methods

The bacterial variant EG4 (amyE::PspollAA-gfp) of B. subtilis BSB1 was obtained. This strain
expresses the Green Fluorescent Protein when the early gene of sporulation spollAA is
activated. Cultures were performed in Luria Bertani broth in flasks (100 rpm) at 27°C, 40°C
and 49°C, in the dark. The growth and sporulation kinetics were obtained by enumeration of
total cells and spores over time and the production of GFP was monitored by spectrophotometry
(485/535nm). The accumulation of GFP accounted for the accumulation of sporulating cells
over time. Thus, different distribution laws were tested to fit the fluorescence curves: the
normal, log-normal, Weibull and gamma laws.

Results

The Weibull model was the most adapted to assess the evolution of sporulating cells over time.
Meaningful parameters such as the time for maximal probability to initiate sporulation and the
time at which the first cell initiates sporulation were estimated. More importantly, it allows
deducing directly the sporulation kinetic from the fluorescence curve.

Significance

This work allowed assessing quantitatively the heterogeneity of the sporulation process by
kinetics at the population level.
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Introduction and Objectives:

Spore-forming bacteria represent a great deal in the food industry as they are responsible of
food poisoning and involved in the spoilage of various processed foods. Predictive
microbiology has proved its efficiency to predict vegetative growth and the thermal inactivation
but the sporulation is barely taken into account in risk assessment or food predictive modelling.
However, the sporulation process occurs in many industrial environments. As the spore
germination and resistance abilities are dependent of the sporulation environment, it is
interesting to identify the conditions favorable for the spore formation. The aim of this study
was to describe and to model the effects of pH, water activity and temperature on the sporulation
abilities and the sporulation dynamics of Bacillus subtilis.

Materials and Methods:

Growth-sporulation kinetics of Bacillus subtilis BSB1 were performed in batch, in brain heart
infusion supplemented with sporulation salts, with an initial inoculum of 3.0 log10 (CFU/mL),
under 250 rpm agitation. The effects of environmental factors were tested independently, the
two other factors being maintained to standard values (pH 7.0, 37°C, aw 0.996). Growth was
monitored by enumerating total cells after plating on agar medium and sporulation was
monitored by enumerating spores after a 10 minutes treatment of the total culture at 80°C. The
kinetics of growth and sporulation were fitted by a growth-sporulation kinetical model. The
values of the growth parameters (growth rate, lag time, and maximal cell concentration) and
the sporulation parameters (the incubation time needed to observe the first spore and the
maximal probability for the vegetative cells to initiate sporulation) were modeled as a function
of pH, water activity and temperature.

Result:

The sporulation abilities were maximal intemperature, pH and water activity conditions which
were optimal for growth. The sporulation abilities decreased as the environmental factors
brought closer the growth boundaries. As examples, the maximal probability to initiate
sporulation decreased from 12% at 37% to 0 0.33% at 20°C and the time needed to see the first
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spores was 53 h at 20°C compared to 15 hours at 45°C.These evolutions of the sporulation
abilities and dynamics according to the environmental factors could be described by a gamma-
concept model, using the growth cardinal values of the strain. For example, it allowed us
predicting the time to see the first spores with a mean error of prediction of 8.3% on six
temperatures tested and 17% on five values of pH tested.

Conclusion:

The sporulation could be predicted according to environmental factors using the growth
characteristics of the studied strain (i.e. the growth cardinal values). This growth-sporulation
model gives the opportunities to target key steps in terms of temperature, pH, aw and time,
during food process or agriculture process that could promote the sporulation.

Keyword:

Cardinal model, growth limits, sporulation, Bacillus subtilis
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INTRODUCTION

The diversity and the characteristic of spore-forming bacteria make
them a hazard for food safety and food quality at different steps of
the food chain. The description of their cycle of life is a great tool in
order to prevent the risk due to spore or their prevalence in food.
The prediction of growth, inactivation, sporulation or germination
could help industrials or competent authorities to prevent risks.

Predictive microbiology has proved its efficiency to predict the
bacterial growth according to environmental factors and even in food
matrices. This prediction is based on the cardinal values of growth
that account for the growth boundaries. These growth limits are
directly linked to the physiological responses of the studied strain to
harsh environmental conditions. The general physiology of the strain
is affected by environmental conditions. This led to the assumption
that the growth boundaries could account also for the boundaries of
the other physiological capacities and processes.

MATERIAL AND METHODS
The cardinal values of growth (MK ) of Bacilus
weihenstephanensis KBAB4 for temperature were

determined by fitting the cardinal model of Rosso (Rosso ef
al, 1995) to the experimental values of the growth rates
according to temperature. The effects of sporulation
temperature were evaluated on the sporulation abilities
(Smax) and the subsequent heat resistance of spores () and
the effects of recovery temperature on the germination
(Tgem) @nd the outgrowth (7..c) abilities of spores were

evaluated.
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The temperature limits for each bacterial process matched with the growth boundaries (0.9°C — 33.1°C - 38.6 °C). For further,
secondary models (continuous lines) with the growth limits as inputs could be used to describe the effects of temperature but also pH
and water activity (results not shown) on the different bacterial behaviors of the psychrophilic bacteria 5. weihenstephanensis KBAB4
but also on a mesohpilic strain Bacillus licheniformis AD978 and a psychrophilic strain Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980.

CONCLUSION
The whole behavior of spore-forming bacteria can be predicted by using their growth limits as modelling parameters
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Modélisation de la sporulation de Bacillus subtilis BSB1 et liens
physiologiques avec les cinétiques de croissance

Résumé

Les bactéries sporulées sont a 1’origine de risques sanitaires et d’altération des produits alimentaires.
Elles peuvent sporuler pour former des cellules résistantes a diverses agressions physiques ou
chimiques. Afin de limiter la formation des spores dans les aliments et sur les lignes de production
en industrie agroalimentaire, une approche préventive consiste a prévoir ce processus bactérien en
fonction des conditions environnementales rencontrées durant les procédés de fabrication. Pour
cela, un modéle cinétique décrivant a la fois la croissance et la sporulation de la bactérie modéle
Bacillus subtilis BSB1 a ét¢ développé. Ce modele est un outil utile pour évaluer 1I’impact des
facteurs environnementaux sur des aspects quantitatifs et physiologiques de la croissance et de la
sporulation. Des conditions défavorables de température, de pH et d’activité de 1’eau provoquent
un ralentissement de la croissance bactérienne, une sporulation plus synchrone dans la population
de B. subtilis conduisant a une apparition plus tardive des spores et une production plus faible de
spores. Tous ces effets ont été décrits avec un modéle prévisionnel de croissance et de sporulation :
le modele cardinal. Ces modeles (cinétique et cardinal) sont efficaces pour prévoir la croissance et
la sporulation de B. subtilis BSB1 dans différentes conditions de culture, différentes matrices et en
conditions dynamiques de facteurs environnementaux. Ces travaux et ces modeles mathématiques
permettront de mieux comprendre le comportement de sporulation des bactéries en fonction des
facteurs environnementaux et ainsi, de mieux appréhender la sporulation en industrie
agroalimentaire.

Mots-clés : Bacillus subtilis, sporulation, croissance, mod¢les, cinétique, physiologie

Modeling the sporulation of Bacillus subtilis BSB1 and physiological links
with growth Kinetics

Abstract

Spore-forming bacteria cause health risks and alteration of food products. They can sporulate to
form cells resistant to various physical or chemical aggressions. In order to limit the formation of
spores in food and on production lines in the agri-food industry, a preventive approach consists in
predicting this bacterial process according to the environmental conditions encountered during the
manufacturing processes. For this, a kinetic model describing both growth and sporulation of the
bacterium model Bacillus subtilis BSB1 was developed. This model is a useful tool for assessing
the impact of environmental factors on quantitative and physiological aspects of growth and
sporulation of B. subtilis. Unfavorable conditions of temperature, pH and water activity cause a
slowing of B. subtilis’ growth, a more synchronous sporulation in the bacterial population leading
to later spore emergence and lower spore production. All these effects have been described with a
predictive model of growth and sporulation: the cardinal model. These (kinetic and cardinal) models
are efficient to predict growth and sporulation of B. subtilis BSBI in different culture conditions,
different matrices and in dynamic conditions of environmental factors. This work and these
mathematical models will allow a better understanding of the sporulation behavior of bacteria
according to environmental factors and thus a better understanding of the sporulation in the agro-
food industry.

Key words : Bacillus subtilis, sporulation, growth, models, kinetics, physiology
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