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Introduction bibliographique

1) Propionibacterium freudenreichii .

Propionibacterium freudenreichii est une bactérie propionique laitiére. Ces bactéries ont été
isolées pour la premiére fois en 1906 par von Freudenreich et Orla-Jensen, a partir de fromages a pate
pressée cuite de type Emmental (von Freudenreich and Orla-Jensen, 1906). Les bactéries
propioniques laitiéres sont des bactéries a Gram positif appartenant au phylum des Actinobacteria.
Elles présentent un fort pourcentage en bases nucléotidiques G + C (64 a 68 %) (Cummins and
Johnson, 1992). Elles sont non mobiles et non sporulantes. Ce sont des bactéries micro-aérophiles et
mésophiles. Leur développement est optimal a une température de 30°C et a un pH situé entre 6,5 et
7,0 (Jan et al., 2007). Dans des conditions optimales, elles ont une croissance lente avec un temps de
génération d’environ 5 heures. Elles sont décrites comme de petits bacilles ou coques pléiomorphes.
En effet, elles peuvent présenter des morphologies variables en fonction de la souche, de 1’age de la

culture et des conditions de croissance et apparaissent isolées, en paires, courtes chaines, ou amas.

La taille de leur génome varie en fonction des bactéries propioniques laitieres. Par exemple,
celui de P.freudenreichii CIRM-BIA 1 est composé d’un chromosome circulaire de 2,7 Mb avec un
pourcentage en GC de 67 % (Falentin et al., 2010).

De plus, les bactéries propioniques laitiéres sont chimio-organo-hétérotrophes. Elles sont
capables de métaboliser divers sucres (glucose, galactose, lactose et fructose) et ¢galement des acides

organiques (lactate, pyruvate) et des alcools tels que le glycérol (Wood, 1981; Thierry, 2004).

Ces bactéries, et plus précisément 1’espéce Propionibacterium freudenreichii, sont
couramment utilisées comme ferment dans I’industrie laiticre et consommées en grande quantité.
Propionibacterium freudenreichii est notamment responsable de la flaveur et de 1’ouverture des
Emmentals, grace a la production de propionate, d’acétate et de CO», suite a la fermentation de leur
substrat préférentiel, le lactate.

En effet, les bactéries propioniques posseédent la voie métabolique de Wood-Werkman (ou
cycle de la transcarboxylase) qui est une composante centrale du métabolisme carboné (Figure 1). 11

permet de transformer le lactate, via le pyruvate, en succinate puis en propionate.
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Figure 1 : Métabolisme carboné central chez Propionibacterium freudenreichii. (Deborde and

Boyaval, 2000) Le cycle de Wood-Werkman (ou cycle de la transcarboxylase) est un élément clé du
métabolisme carboné central des bactéries propioniques laitiéres.

Du fait de son long historique de consommation en toute sécurité (comme par exemple dans
le fromage) et grace a ces caractéristiques métaboliques, cette bactérie est reconnue comme GRAS
(Generally Recognised As Safe) aux Etat-Unis par la FDA (Food and Drug Administration) (Hervé
et al., 2007) et bénéficie du statut QPS (Qualified Presumption of Safety) en Europe (Cousin ef al.,
2010). Propionibacterium freudenreichii appartient au groupe des bactéries propioniques laitieres
actuellement considérées comme ayant des potentiels probiotiques (Jan et al., 2001a) comme la
modulation de la réponse immunitaire de I’hote (Lebeer ef al., 2010) et la modulation du microbiote

intestinal (Cousin et al., 2010).
Etant donné que P. freudenreichii possédent des capacités a moduler le microbiote intestinal
et la réponse immunitaire de 1’hote, on peut alors se demander si cette bactérie posséde un systéme

de communication et de perception bactérien tel que le Quorum Sensing.

2) Quorum Sensing :

La notion de Quorum Sensing (QS) a été évoquée dans les années 70 avec la découverte et la
description d’un systéme de communication chez la bactérie marine Aliivibrio fischeri (anciennement
Vibrio fischeri). Plus précisément, cette bactérie marine produit de la bioluminescence permettant a

une sépiole, Euprymna scolopes, d’échapper a ses prédateurs (Nealson et al., 1970). Cette



bioluminescence est due a I’activation de 1’opéron /uxCDABE via une forte densité des molécules
signales produites par 4. fischeri (Prescott and Decho, 2020). Ces molécules signales sont nommeées
« Auto-inducteurs 1 » (Al-1) et sont des acyl-homosérines lactones (Eberhard ez al., 1981).

Le nom de Quorum Sensing est ensuite apparu pour la premiere fois en 1994 (Fuqua et al.,
1994). Depuis, d’autres molécules signales impliquées dans les mécanismes du QS ont été mise en

évidence chez des bactéries a Gram positif et négatif.

a) Définition
Le Quorum sensing est un mécanisme de communication et de perception soit entre bactéries
de la méme espéce et/ou soit entre bactéries d’especes différentes (Bassler and Losick, 2006). Le QS
repose sur la production de molécules médiatrices nommées « Auto-inducteurs » (Al) qui peuvent
diffuser a travers la membrane et produites au cours de la croissance bactérienne. En effet, la
concentration en Al, dans le milieu extracellulaire, augmente de maniére proportionnelle a la densité
bactérienne jusqu’a atteindre un seuil critique. Elles vont alors pénétrer dans les cellules et interagir

avec un régulateur transcriptionnel qui va activer ou réprimer I’expression de geénes spécifiques

(Waters and Bassler, 2005).

b) Le Quorum Sensing chez les bactéries Gram négatif et les Gram positif :

Le QS peut étre présent a la fois chez les bactéries Gram négatif et positif (Parker and
Sperandio, 2009).
A
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Figure 2 : Représentation des mécanismes de Quorum Sensing chez les bactéries. (Polkade et
al., 2016) (A) Bactéries Gram négatif : une enzyme de la famille des LuxI catalyse la formation des molécules
auto-inductrices de type N-acylhomosérine lactone (AHL). A une concentration seuil, elles seront détectées
par un régulateur transcriptionnel de la famille de LuxR qui pourra réguler des génes spécifiques. (B) Bactéries
gram positif : des oligopeptides sont synthétisés et sont détectés a une concentration seuil par un systéme a
deux composants qui induira la phosphorylation d’un régulateur et par conséquence une régulation
transcriptionnelle au niveau de génes spécifiques.
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Il existe plusieurs mécanismes de QS. Un des plus décrits est celui des bactéries Gram négatif
(Figure 2A). Des molécules appartenant a la famille des N-acylhomosérines lactones (AHL) sont
synthétisées par une enzyme de la famille des LuxI synthases (Figure 3). Ces molécules vont jouer
le réle d’Al et sortent par diffusion simple des cellules. Quand leur concentration atteint un seuil
critique, elles rentrent dans les cellules et se fixent a un récepteur homologue de LuxR qui est un

régulateur transcriptionnel de génes spécifiques (Xavier and Bassler, 2003).

Chez la plupart des bactéries Gram positif, le QS est médié par des oligopeptides auto-
inducteurs (Figure 2B). IIs sont synthétisés a partir d’un peptide précurseur et sortent des cellules par
transport actif. A une concentration seuil, ils sont détectés par un systéme a deux composants dont le
senseur est une histidine kinase membranaire. La détection va entrainer une cascade de
phosphorylation jusqu’au régulateur de réponse qui va ainsi réguler I’expression de genes spécifiques

en se liant aux promoteurs cibles (Sturme et al., 2002).

Il existe également un signal de communication qui est universel aux bactéries Gram négatif

et positif : les Auto-inducteurs 2 (AI-2) (Waters and Bassler, 2005).

L’AI-2 est synthétisé par une enzyme de type-LuxS codée par le géne /uxS. Sa voie de
biosynthése est représentée Figure 3.

La voie de biosynthése des AI-2 et des homosérines lactones dérive de la S-adénosyl-
méthionine (SAM). Lorsque la SAM n’est pas utilisée pour synthétiser des homosérines lactones
(HSL), elle sert de donneur de méthyl. En perdant son méthyl, elle devient de la S-adénosyl
homocystéine (SAH) qui sera dégradée en S-ribosyl-homocystéine (SRH). Cette derni¢re va étre
hydrolysée, par I’enzyme LuxS codée par le géne /[uxS, en homocystéine et en di-hydroxy-
pentanedione (DPD, précurseur de I’Al-2). Le DPD va se transformer par cyclisation spontanée en
Pro-Al2 puis par ajout d’une molécule de bore (pour Vibrio spp) ou non (pour Salmonella spp ou
Escherichia coli), en Al-2. Cette molécule AI-2 va s’accumuler de fagon non enzymatique dans le

milieu extracellulaire (Xavier and Bassler, 2003).

C’est donc I’accumulation du DPD dans la cellule qui permet la production de molécules Al-
2. De plus, si les bactéries ne possédent pas le géne /uxS, elles ne synthétisent pas de DPD. Le géne

luxS est donc nécessaire a la production de molécules AI-2.
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Figure 3 : Voie de biosynthése des AI-2 et des homosérines lactones (HSL). (Xavier and Bassler,
2003) Les autoinducteurs de type HSL et AI-2 sont tous deux dérivés de la SAM. La voie de synthése de
I'HSL est montrée sur la ligne horizontale supérieure. Les enzymes de type LuxI forment les autoinducteurs
de 'HSL a partir de la SAM et d’Acyl-ACP. La voie horizontale inférieure montre la biosynthése de I'AI-2.
Des méthyltransférases agissent sur la SAM et transférent un groupe méthyle a divers substrats. La SAM est
ainsi transformée en SAH. Pfs hydrolyse I'adénine de la SAH pour former la SRH. LuxS agit sur SRH pour
produire de la DPD et de 'homocystéine. La DPD se cyclise pour former la pro-Al-2, puis le bore est ajouté
pour former 'AI-2. La voie verticale a une étape a partir du SAH montre le mécanisme de détoxification du
SAH chez les bactéries, les eucaryotes et les archées ne contenant pas de LuxS. Dans ces organismes, la SAH
hydrolase convertit la SAH en adénosine et homocystéine.

Actuellement, le mécanisme de signalisation du QS médié par les molécules AI-2 n’est pas
complétement défini chez la plupart des bactéries, comme c’est le cas chez beaucoup de bactéries
Gram positif. Il peut également étre différent en fonction des bactéries. Par exemple, le mécanisme
de signalisation du systéme LuxS/AI-2 est différent pour Vibrio harveyi et Salmonella spp (Guo et
al., 2013).

D’une part, V.harveyi utilise un systéme senseurs/régulateurs a deux composants avec un
senseur membranaire (LuxQ) qui va induire une cascade de déphosphorylation sur LuxU et LuxO
(Figure 4). Quand ce dernier est déphosphorylé, il y a production d’une molécule LuxR qui va réguler
des génes spécifiques tels que ceux induisant la bioluminescence.

D’autre part, Salmonella spp utilise un systéeme de reconnaissance li¢ a un ABC transporteur
(LsrC, LsrD et LsrA) qui va reconnaitre spécifiquement les AI-2 (molécules signales) (Figure 4). Une
fois dans le cytoplasme de la bactérie, la molécule signale est phosphorylée par une kinase (LsrK).
Cette phosphorylation sert de cofacteur a un régulateur de transcription, LsrR, qui va activer ou

réprimer des genes spécifiques comme des geénes de virulence.
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Figure 4 : Représentation de la voie du Quorum Sensing médiée par le systéme LuxS/AI-2 chez

Vibrio harveyi et Salmonella spp. (Guo et al., 2013).

¢) Le Quorum Sensing chez les Actinobacteria :

Le phylum des Actinobacteria est 1’'un des plus grands phyla du domaine Bacteria. Pourtant,
I’analyse du QS chez les Actinobacteria est trés peu présente dans la littérature. En effet, peu
d’analyses expérimentales ont été effectuées sur ce phylum pour étudier le QS. Les quelques études
qui ont été effectuées ce sont surtout concentrées sur certaines especes telles que Bifidobacterium, ou

encore Streptomyces (Sun et al., 2014; Polkade et al., 2016; Xu, 2016).

Le systtme de communication type QS est différent pour ces deux espéces. En effet,
Bifidobacterium utilise un systéme LuxS/Al-2 comme vu précédemment (Sun et al., 2014). Alors
que Streptomyces utilise un systéme de QS grace a des molécules signales appelées GBL (aussi A-
factor) chez Streptomyces griseus ou encore MMFs chez Streptomyces coelicolor (Polkade et al.,
2016; Xu, 2016). Ce systéme est similaire au systéme AHL présent chez les bactéries Gram positif.
En effet, les molécules GBL ou MMFs sont des molécules homologues aux AHL. A une
concentration scuil dans le milieu extracellulaire, ces molécules vont diffuser a travers la membrane
bactérienne et interagir avec un récepteur intracellulaire (Figure 5) (Polkade er al., 2016). Cette
interaction activera I’expression de geénes cibles comme les génes impliqués dans la production de

molécules antibiotiques ou dans la sporulation.
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Figure 5 : Mécanimse du Quorum Sensing chez Streptomyces griseus. (Polkade et al., 2016)
Similaire aux bactéries Gram négatif, a une concentration seuil, les molécules signales (A-factor ou GBL)
vont interagir avec un récepteur intracellulaire qui va activer 1’expression d’un activateur transcriptionnel
AdpA et ainsi réguler des genes cibles.

d) Le Quorum Sensing chez les Propionibacteriaceae :

A T’heure actuelle, le QS dans la famille des Propionibacteriaceae, une famille du phylum
des Actinobacteria, n’a pas été mis clairement en évidence. Des études ont montré que les espéces
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii et Acidipropionibacterium acidipropionici
possédent le géne /uxS et produisent des molécules de type Al-2 (Romero et al., 2015; Cavero-Olguin
et al., 2019). Coenye et al., 2007 ont également mis en évidence la production de molécules de type
Al-2 chez I’espéce Cutibacterium acnes. La découverte des molécules AI-2 au sein de certaines
especes suggere qu’elles ont la possibilité de réaliser du QS, mais actuellement, il n’a toujours pas

été mis en évidence.

3) Impact des stress sur le Quorum Sensing :

Les bactéries propioniques laitiéres peuvent subir différents stress, du fait qu’elles soient
utilisées en tant que ferments pour I’affinage des fromages ainsi qu’en tant que probiotiques qui
modulent le systéme immunitaire et le microbiote intestinal. Ces différents stress peuvent étre par
exemple des stress thermiques, osmotiques ou encore des stress provoqués par des sels biliaires.

Plusieurs études (Moslehi-Jenabian et al., 2009; Yeo et al., 2015; Gu et al., 2018) ont étudiées
I’impact de ces différents stress sur le systtme LuxS/AI-2 du QS. Ces études ont été faites
principalement sur des espéces de Lactobacillus. 1l a alors été montré que pH, les acides biliaires, la
température et le stress osmotique modulent I’activité AI-2 des souches testées.

A ce jour, aucune étude similaire n’a été effectuée sur des bactéries propioniques laitiéres.



4) Objectif de [’¢tude :

Cette étude vise a déterminer si Propionibacterium freudenreichii posséde une activité
Quorum Sensing. En effet, cette bactérie est particulierement utilisée en tant que ferment pour
I’affinage des fromages a pate pressée cuite de type Emmental, ainsi qu’en tant que probiotique qui
module le systéme immunitaire et le microbiote intestinale. On peut donc supposer que les bactéries
interagissent entre elles, avec les autres bactéries et avec leur environnement. Ces interactions
peuvent correspondre a une activité Quorum Sensing.

Ensuite, I’impact des stress causés par la fabrication des fromages ainsi que par le systéme
digestif sur I’activité du Quorum Sensing de Propionibacterium freudenreichii mise en évidence sera

mesuré.

Matériels et méthodes

1) Conditions de culture de Propionibacterium freudenreichii

Lors de cette étude, 2 souches de Propionibacterium freudenreichii ont été utilisées : CIRM-
BIA 1 et CIRM-BIA 129. Elles sont conservées au laboratoire UMR STLO dans la collection du
CIRM-BIA (Centre de Ressources Biologiques pour les Microorganismes - Bactéries d’Intérét
Alimentaire) sous forme de stocks glycérolés a -80 °C.
Des suivis de croissance de ces deux souches, a 30°C, en tubes, sans agitation, ont été effectués soit
enmilieu YEL (Yeast Extract Lactacte) (Malik et al., 1968), soit en milieu PUF (perméat d’ultrafiltrat
de lait additionné de peptone de caséine (0,5 %) et de lactate de sodium (1.26 %, soit 50 mM a pH
7)) (Cousin et al., 2012). Ce milieu PUF est obtenu par ultrafiltration du lait sur une membrane avec
un seuil de coupure de 8 kDa, permettant ainsi d’obtenir un milieu laitier ne contenant ni les lipides,
ni les protéines du lait. Cette séparation est effectuée au sein du STLO sur la plateforme

technologique.

2) Dénombrements bactériens :

Les dénombrements bactériens ont été réalisés a chaque temps de la cinétique de croissance
(24 h, 48 h, 72 h et 96 h) pour contréler I’aptitude a former des colonies. Ils ont été effectués par
micro-méthode (Baron et al.,, 2006). Cette méthode consiste a réaliser, dans une plaque de
microtitration, des dilutions successives en série au 1/10°™ (jusqu’a 1077) dans un volume final de
200 pL puis a inoculer, dans des plaques 6 puits, 100 pL des dilutions 10, 10 et 10”7 dans 3 mL de

milieu gélos¢ YELA (YEL + agar). Les plaques ont ensuite été mises a incuber pendant 5 jours a



30°C en anaérobiose en présence d’un piege a oxygene générateur d’anaérobiose de type ATCO

Biocult (Atmosphere Controle, Bretteville-sur-Odon, France).

3) Analyse de bioluminescence et spectrométrie de masse :

L’analyse en bioluminescence permet de mettre en évidence une activité biologique de QS de
type AI-2 en utilisant une souche reportrice Vibrio campbelli (harveyi) BB170. Cette souche
reportrice est mutée sur le récepteur LuxN et ne produit de la bioluminescence que lorsqu’elle détecte
des AI-2 exogénes. Ainsi, si les surnageants de culture des souches testées contiennent des Al-2, leur
addition a une culture de cette souche induit une bioluminescence.

De plus, la spectrométrie de masse a été utilisée pour quantifier, dans les surnageants, la molécule
DPD (4,5-Dihydroxy-2,3-pentanedione), précurseur de biosynthése de la molécule de QS AIl-2,
borate diester, produite par P. freudenreichii.

Pour ces deux analyses, les cultures de P.freudenreichii ont été centrifugées 10 minutes a 8000 g et
les surnageants ont été récupérés et envoyés pour analyse a Nantes. En effet, les mesures de
bioluminescence ont été effectuées a 'UMR SECALIM (INRAE, Nantes), par Lénaig BRULE et
Marie-France PILET, suivant le protocole de Sivakumar et al. (Sivakumar et al, 2011). La
spectrométrie de masse a été effectuée au CHU de Nantes par Mickaél CROYAL (CRNH-Ouest
Mass Spectrometry Core Facility, Université de Nantes, CHU Nantes, Inserm, CNRS).

4) Extraction d’ADN :

Les extractions ont été réalisées selon le protocole décrit dans Parayre et al. (Parayre et al.,
2007). Briévement, pour chaque culture bactérienne, 1 mL de culture (maximum 2.10° bactéries) a
été centrifugé a 5000 g pendant 10 min. Le culot a ensuite été repris dans 360 pL de tampon de lyse
(1.2% Triton X100, 20 mg/ml lysozyme, 10 ul/ml mutanolysine 5 U/ul) et incubé pendant 1 heure a
37°C. Pour finir de lyser la membrane bactérienne, 50 pL de protéinase K (20 mg/ml, Qiagen,
Allemagne) et 400 pL de tampon AL (Réactif du kit Dneasy Tissue kit, Qiagen, Allemagne) ont été
ajoutés. Apreés 30 min d’incubation a 56°C, 400 pL d’éthanol absolu a -20°C a été ajouté puis le tout
incubé 5 minutes a température ambiante. Les ADN génomiques ont ensuite été purifiés avec le
DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Allemagne) selon le protocole du fournisseur. Les extraits d’ADN ont

été dosés par spectrophotométrie a 260 nm a 1’aide d’un Nanodrop et conservés a -20°C.

5) Extraction d’ARN :
Pour CIRM-BIA 1 ainsi que CIRM-BIA 129 et a différents temps de culture (24 h, 48 h, 72

h et 96 h), un volume correspondant a une quantité de 5.10° UFC/mL a été prélevé. Du RNA protect
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reagents (Qiagen, Allemagne) a été ajouté sur les culots pour inactiver les RNases et ainsi protéger
et préserver les ARN. Les bactéries ont ensuite été culottées a 8000 g pendant 10 min puis leurs parois
ont été fragilisées avec du lysozyme (20 mg/mL dans du TE 1X). Ensuite une lyse mécanique a été
effectuée avec une solution contenant des billes zirconium 0,1 mm et du SDS a 10%. Cette lyse a été
réalisée avec un broyeur Precellys Evolution (Bertin, France), qui secoue a 6500 rpm pendant 2x40
secondes avec une pause de 30 secondes. Les ARN totaux ont ensuite été extraits avec le kit RNeasy
Mini (Qiagen, Allemagne) selon les instructions du kit. Les ARN totaux ainsi extraits ont été traités
par une DNase (DNA-free kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis) permettant ainsi
d’¢liminer une éventuelle contamination avec de ’ADN génomique. Les ARN ont été analysés

comme décrit ci-dessous.

6) Analyse de qualité des ARN extraits :

Aprés extraction des ARN, plusieurs validations ont ét€ nécessaires pour pouvoir publier les
résultats de PCR quantitative. Ces différentes validations sont notamment expliquées dans le “MIQE
Guidelines : Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments” de
Bustin et al. (Bustin ef al., 2009). Les validations concernant les extraits d’ARN sont représentées de

maniére simplifiée dans la Figure 6.

Extraction ARN

/ (kit RNeasy mini, Qiagen)

Dosaqe spectrophotométrique

Dosage fluorimétrique

— Manodrop

- Quantification des extraits de
maniére non spécifiqgue (ARN et
ADN).

- Pureté des ARN : identification
des contaminants (protéines,
ADN, solvants organiques).

Si ratio A260/A2B80 = 2 alors
ARN pur.

Si ratio A260/A280 < 2 alors
présence de contaminants.

= Qubit

- Quantification spécifique de
I'ARN et de IADN.

- Permet de savoir si il y a une
contamination des ARN par de
I'ADN.

- Mais ne permet pas d'analyser
la pureté des ARN ni d'identifier
les contaminants.

Analyse de l'intrégrité de 'ARN

— Bicanalyseur

Permet de savoir la longueur
des ARN extraits

Score gualité nommeé RIN. Si
RIM prache de 10 alors les ARN
sont de trés bonne qualité.
Si RIN proche de 1, ARN
totalement dégradés.

— Si présence de contaminants, dADN ou si RIN trop faible, refaire l'extraction
d’ARM. Si présence dADN refaire extraction avec 2 digestions a la DNase.

Figure 6 : Les différentes étapes a effectuer pour le controle qualité des extraits d’ARN (Bustin
etal.,2009).

Tout d’abord, les concentrations en acides nucléiques et leurs pureté (possible contaminations
par des protéines ou molécules organiques) ont ét¢ déterminés grace a un Nanodrop par une analyse
spectrophotométrique a 260 nm (spécifique des acides nucléiques), 280 nm (spécifique des protéines)
et 230 nm (spécifique des molécules organiques). Cependant, cette technique ne permet pas de

connaitre les concentrations spécifiques d’ARN et d’ADN dans les extraits. Un dosage fluorimétrique
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a donc été réalisé a I’aide d’agents intercalants de I’ADN et de I’ARN et du Qubit. Il détermine ainsi
le taux de contamination ADN dans les extraits d’ARN.

L’intégrité et la longueur des ARN ribosomiques 23 S (2.9 kb) et 16S (1.5 kb) ont été validées par
une analyse ¢électrophorétique capillaire sur une puce (Bioanalyzer Agilent RNA 6000 Nano Kit,
Agilent, Etats-Unis) avec un Agilent 2100 Bioanalyzer selon le protocole fourni par le fournisseur
pour I’ARN procaryote. Une note sur 10 (RNA Integrity Number) a ainsi ét¢ attribuée a chaque extrait
par le logiciel Biananalyzer 2100 Expert (Agilent, Etats-Unis). Seuls les extraits de RIN supérieur ou
égal a 7 ont été conservés pour analyse ultérieure.

De plus, I’absence d’ADN génomique a ¢été confirmée par PCR quantitative par tentative
d’amplification d’un échantillon d’ARN non rétro-transcrits en mimant les dilutions des extraits

utilisées pour la rétro-transcription.

7) Rétro-transcription :

La rétro-transcription consiste a synthétiser de I’ADN complémentaire (ADNc) simple brin a
partir de I’ARN. Pour se faire, la transcriptase inverse a plusieurs possibilités. Soit a partir de random
primers (Figure 7-A), qui sont un mélange d'hexameres qui s’hybrident sur des brins d’ARN dés
qu’ils trouvent des séquences complémentaires. Dans ce cas-1a, tous les ARN seront convertis en

ADNCc. Ou soit a partir d’'une amorce spécifique (Figure 7-B).

Random primer

@ ¥ mRNA
= Ng = Ng =-Ng =—Ng =—Ng =Ng first-strand cDMNA

- PCR

Sequence-specific primer (s) |
® 5 AAAAAAAA T mAMNA
! e & first-strand cONA

Figure 7 : Différentes stratégies possibles pour convertir les ARN en ADN complémentaire
(ADNOCc). (A) Utilisation de random primers qui sont des mélanges d'hexameéres. Ils vont venir s’hybrider sur
des séquences complémentaires localisées sur le brin d’ARN. (B) Utilisation d’une amorce spécifique.

Lors de cette étude, la synthése d’ADN complémentaire (ADNCc) a été réalisée en utilisant le
qScript cDNA synthesis kit (Quantabio) ainsi qu’un thermocycleur Veriti (Thermo Fisher). Ce kit
contient des random primers et des oligo d(T) (soit la stratégie A dans la Figure 7) permettant ainsi
une quantification précise de 1’expression des geénes. Pour réaliser cette rétro-transcription, 5 pL
contenant 300 ng d’ARN ont été ajoutés a un volume final de 20 pL contenant le qScript reaction
mix et la qScript RT (rétro-transcriptase). Puis la rétro-transcription a eu lieu en suivant les conditions

suivantes : 22°C pendant 5 minutes, 42°C pendant 30 minutes et 85°C pendant 5 minutes. Les ADNc
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obtenus ont été conservés a -80°C et dilués extemporanément au 1/100°™ avant amplification par

PCR quantitative.

8) PCR quantitative (qPCR) des échantillons :
La qPCR a été effectuée dans un volume final de 16 pL contenant du IQ SYBR Green

Supermix 2X (Bio-Rad) (8 uL), les couples d’amorces (3 pL a 300 nM pour les couples d’amorces
groEL2, gyrB, gifF, enol, sdaA, tuf et luxS ou a 600 nM pour les couples d’amorces ndk, chiM et
serAd), et 5 uL d’ADN ou d’ADNCc. La réaction a été mise en ceuvre avec le CFX 96 real-time PCR
(Bio-Rad) en commencant par une dénaturation a 95°C pendant 3 minutes. Celle-ci était suivie de 39
cycles comportant chacun : dénaturation a 95°C pendant 15 secondes, hybridation pendant 60
secondes a 60°C et extension a 72°C pendant 1 minute. Une étape de dénaturation de I'amplicon de
0,5°C/min de 65°C a 95°C a été réalisée pour vérifier la spécificité de I'amplification et déterminer
la température de fusion de l'amplicon. L’appareil détecte la fluorescence provenant du Sybergreen
intercalé dans les doubles brins d’ADN. La fluorescence est proportionnelle a la quantité d’ADN
double brin amplifiée, cette quantité étant elle-méme proportionnelle a la quantit¢ d’ADN ou

d’ADNc déposée avant amplification.

Les résultats de PCR quantitative peuvent étre exprimés de deux fagons : absolue ou relative.

a) Analyse quantitative absolue :

Cette quantification est basée sur I’évaluation de la quantité des transcrits en se basant sur une
gamme de standard dont la quantité est connue. Les courbes de standard obtenues avec de 'ADN
provenant d'une culture pure ont été utilisées pour déterminer le nombre de copies d’ADNc de chaque
gene testé en utilisant le logiciel CFX Manager (Bio-Rad, Etats-Unis). Les gammes de standard ont
été réalisées pour les souches CIRM-BIA 1 et CIRM-BIA 129 par dilutions en série (1/10°™¢) d’ADN
génomique dans de I’eau, en commengant par un extrait d’ADN a 2,5 ng/pL. Cinq pL de chaque
dilution ont ét¢ amplifi¢ par PCR quantitative comme indiqué ci-dessus. A partir des courbes de
fluorescence obtenues, le logiciel CFX Manager a déterminé automatiquement un Ct «cycle
threshold ». Il détermine un seuil de fluorescence, qui se situe dans la phase exponentielle
d’amplification et renvoie un Ct pour chaque point de la gamme de standard en fonction du
croisement entre le seuil et les courbes de fluorescence mesurées a chaque cycle de la PCR

quantitative (Figure 8-A).
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Figure 8 : Analyse des RT-Opcr sur le logiciel CFX Manager (A) Graphique obtenu sur le logiciel
CFX Manager apres la PCR quantitative. (B) Graphique obtenu aprés la détermination du Ct, fait par le logiciel
CFX Manager. Il fait une représentation du Log de la quantité en fonction du Ct (écrit Cq sur CFX Manager)
permettant ainsi de réaliser des courbes de standards.

Pour chaque point de la gamme de standard, on indique dans le logiciel la quantité d’ADN déposée
par puit, exprimée en nombre de copies ‘€quivalent génome’. La courbe de standard affichée (Figure
8-B) correspond a une droite de régression linéaire dont I’équation exprime les valeurs de Ct de la
gqPCR en fonction du logarithme du nombre de copies d’’équivalent génome’. Les nombres de copies

‘équivalent génome’ que 1’on retrouve dans la Figure 8-B, ont été calculés a l'aide de la formule

quantité d’ ADN%6,022.10%3
longueur du génome x1.10°%650

suivante : nombre de copies 'équivalent génome' =

Par exemple, le point de la gamme d’ADN a 2,5 ng/pL pour les souches CIRM-BIA 1 et CIRM-BIA
129 a un nombre de copies ‘équivalent génome’ de 9,26.107.

Plusieurs couples d’amorces ont été testés pour chaque culture : groEL2, gyrB, gtfF, enol,
sdaA, tuf, cbiM, ndK, serA, ainsi que le couple d’amorces ciblant le géne d’intérét /uxS. Les couples
d’amorces possédant une efficacité d’amplification située entre 85 % et 100 % ont été conservés pour

la poursuite de mon stage.

b) Analyse quantitative relative :

Cette quantification relative consiste a analyser les variations d’expression d’un gene d’intérét
entre deux conditions en normalisant par 1’expression des genes de référence (également dit ‘de
ménage’) dont I’expression varie trés peu. Cette normalisation permet d’éliminer les effets de
fluctuations et permet de s’affranchir d’amplifier les gammes de standard aprés vérification de

I’efficacité de I’amplification. La normalisation consiste a diviser le nombre de copie ‘équivalent
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génome’ du geéne a étudier (ici /uxS) par la moyenne géométrique du nombre de copie ‘équivalent
génome’ de trois genes de référence d’expression stable choisis parmi groEL2, gyrB, gtfF, enol,
sdaA, tuf, cbiM, ndK, serA. Pour cela, les ARNm des génes de référence doivent étre exprimés de
maniére stable, et leur abondance doit présenter une forte corrélation avec les quantités totales
d'ARNm présentes dans les échantillons. La normalisation par rapport a un seul géne de référence
n'est pas acceptable, sauf si les chercheurs présentent des preuves claires qui confirment son
expression invariable dans les conditions expérimentales décrites. Le nombre optimal et le choix des
genes de référence doivent étre déterminés expérimentalement et la méthode rapportée
(Vandesompele et al., 2002; Andersen et al., 2004).

Lors de cette étude, les résultats de qPCR obtenus ont été analysés en quantification relative.
Et le nombre optimal de geéne de référence utilisé étaient de 3 et différents genes de référence
d’expression stable ont ét¢ choisis selon les expérimentations (cinétique ou stress).

Chaque échantillon a été analysé en triplicata. L’absence d’ADN dans les extraits d’ARN a
été vérifiée en réalisant un témoin d’ ARN non rétro-transcrits. Ces derniers doivent avoir une valeur
de Ct trés grande et au moins 5 Ct d’écarts avec les Ct des ADNc pour éviter une surévaluation de

I’expression du géne d’intérét.

9) Challenge aux stress :

Le challenge au stress consiste a tester, sur une souche de P. freudenreichii, différents stress
(acide, salins et sels biliaires) représentant ainsi les stress que 1’on peut retrouver lors de la fabrication
de fromage ou lors de la digestion. Apres application des différents stress, le niveau d’expression du
gene [uxS a été étudié par RT-qPCR, ainsi que I’activité QS de type AI-2 et la présence de DPD par
bioluminescence et par spectrométrie de masse, respectivement.
Pour cela, une culture de P. freudenreichii CIRM-BIA 1 a été incubée a 30°C dans du milieu PUF.
Lorsque la DOsso nm a atteint 0,5 (phase exponentielle de croissance), la culture a été centrifugée a
8000 g pendant 10 minutes. Les bactéries ont été resuspendues dans du milieu stérile suivant plusieurs
conditions. Du milieu PUF frais a servi de milieu contrdle sans stress. Du milieu PUF additionné de
sels biliaires (cholate + déoxycholate) a 0,2 g/L. comme décrit précédemment (Leverrier et al., 2003).
Du milieu PUF additionné de 0,3 M de NaCl pour un stress osmotique comme décrit précédemment
(Gaucher et al., 2019). Du milieu PUF acidifi¢ a pH 4,9 comme décrit précédemment (Jan et al.,
2001b). Elles ont ensuite ét¢ incubées a 30 °C pendant 4 heures.

Toutes ces conditions sont réalisées en triplicata.
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Pour I’analyse de I’expression du geéne /uxS en fonction des différents stress appliqués, une
mesure de la densité optique a 650 nm et une numération en micro-méthode ont été effectuées apres
les 4 heures d’incubation afin de connaitre le volume de culture a prélever pour une extraction d’ARN
optimale (équivalent a 5.10° UFC/mL). En fonction de cela, 2 volumes de RNA protect ont été ajoutés
sur 1 volume de culture. Une centrifugation pendant 10 minutes a 8000g a ét¢ effectuée puis les culots
bactériens ont ét¢ congelés a -80°C. Ensuite une extraction d’ARN a été effectué¢e dans le but d’une
analyse transcriptomique comme décrit ci-dessus.

Suite a I’application des stress, I’analyse du QS par bioluminescence et par spectrométrie de

masse a été réalisée comme décrit ci-dessus.

10) Analyse statistique :

Les résultats ont ét¢ analysés avec le logiciel de statistiques R Studio, en utilisant des tests de
comparaison de moyennes par Anova avec le test de Tukey (post-hoc HSD). Le seuil de significativité
est de 0,05 (*, P < 0,05) pour déterminer les différences significatives entre les échantillons. Sur
certains graphes, il y a également des seuils de significativité de 0,001 et de 0,0001 (**, P<0,001 et
*x% P<0,0001).

Résultats et Discussion

1) Courbes de croissance de Propionibacterium freudenreichii :

Dans un premier temps, des suivis de croissance de Propionibacterium freudenreichii CIRM-
BIA 1 et CIRM-BIA 129 ont été réalisés en milieu PUF pendant 96 h (Figure 9) par mesure de la
DO, ainsi que par suivi du pH, au cours du temps. Les cinétiques de croissance de ces deux souches
de P. freudenreichii montrent que la souche CIRM-BIA 129 atteint la phase stationnaire de croissance
en 40 heures. Et que la souche CIRM-BIA 1 I’atteint en 50 heures de croissance. Le temps de
génération de la population bactérienne est de 6,7 heures et de 7,5 heures pour ces deux souches,
respectivement.
Les données obtenues correspondent a celles observées dans la littérature (Cousin et al., 2012)

annongant des temps de génération entre 5 et 8 heures pour P. freudenreichii.

De plus, sur la Figure 9, une acidification au cours de la croissance est observée, avec une
légére phase de latence pendant laquelle le pH reste proche de 6,8 durant 15 heures puis une

diminution du pH jusqu’a 5,14. Cette phase de latence s’explique par le fait que P. freudenreichii va
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au départ métaboliser un acide organique, le lactate, présent dans le milieu PUF. Le lactate sera alors
métabolisé en succinate puis en propionate via le pyruvate grace la voie de Wood-Werkman (Deborde
and Boyaval, 2000). La transformation d’un acide en un autre acide va donc conduire a une faible
acidification du milieu. Ensuite, une fois le lactate épuisé dans le milieu, P. freudenreichii va
métaboliser le lactose présent dans le milieu. La consommation du lactose va venir acidifier le milieu

du fait de la transformation d’un sucre (lactose) en acides (acetate et propionate).

10 7

6,8

6,6 —&— CIRM-BiA 1
6,4

6,2 —&— CIRM-BiA 129
6 3

5,8 — @ - CIRM-BIA 1 (pH)
5,6

log ,, (DO 650 nm)

54 — & = CIRM-BIA 129 (pH)
5,2
0,01 5
0 20 40 60 80 100
Temps (heure)

Figure 9 : Cinétiques de croissance et courbes de suivi de pH de la souche Propionibacterium
freudenreichii CIRM-BIA 1 et CIRM-BIA 129. Suivi de croissance par mesure de la DO a 650 nm,
ainsi que du pH. Les marqueurs ronds représentent la souche Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA 1
et les marqueurs triangulaires pour la souche CIRM-BIA 129. Les traits pleins correspondent au suivi de
croissance et les traits pointillés au suivi de pH. Ces cinétiques ont été suivies jusqu’a 96 h de culture.

2) Etude des efficacités des couples d’amorces :

Pour pouvoir étudier le niveau d’expression d’un géne en RT-qPCR, il est nécessaire d’avoir
des génes de référence qui vont servir pour la normalisation. Pour cela, une détermination des
efficacités d’amplification de plusieurs couples d’amorces a été réalisée pour les deux souches
CIRM-BIA 1 et CIRM-BIA 129 (Tableau 1). Pour avoir une bonne amplification de PCR, il faut que
les couples d’amorces aient une efficacité entre 85% et 100%. Pour certains couples d’amorces, il a
donc fallu augmenter la concentration d’amorces pour avoir une bonne efficacité. Ca a été le cas pour
les couples d’amorces chiM, ndk et serA. Ces efficacités ont été calculées a 1’aide du logiciel CFX

Manager apres une PCR quantitative.
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Tableau 1 : Tableaux résumant les couples d’amorces testés avec les séquences forward et
reverse, la concentration utilisée ainsi que D’efficacité d’amplification obtenue par PCR
quantitative, pour la souche Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA 1 (A) et CIRM-BIA

129 (B).
(A)

Gene Nom amorce F Nom amorce R Séquence forward Séquence reverse Concer;;;lt(ls&)a oIS Efficacité (%)
lux S-cirm1- F1 luxS-cirm1-R1 116,3
lux S1 = = ACCCAGCACATGAACGTCGA GGTTCACATTCGGCTGGCAG 300
lux S-cirm1- F1 luxS-cirm1-R1 105,5
gyrB F1 gyrB R1 92
gyrB TTGCAGGGCAGCGACCACTT GACCAGCGCACGGCAACAT 300
gyrB F1 gyrB R1 87,9
gtfF F1 gtfF R1 95,2
gtfF TGGTGACGCCGAAGGACTC GCAGCACGAGCAGGAACAC 300
gtfF F1 gtfF R1 87
eno F1 eno R1 95,9
enot TACGAGTTCGAGGGCAAGTC AAACCAGCGGGTAGTCATTG 300
eno F1 eno R1 99,9
sdaA F1 sdaA R1 89,8
sdaA CGCGGAACTGCTCAATATCT CACCTCGTCCTTCGAGTAGC 300
sdaA F1 sdaAR1 92,6
groEL2-Pfg2-F groEL2-Pfg2-R 98,1
groEL2 CAATGTCGTGTTGGAGAAG CGCCGATCTTGTGGTAGG 300
groEL2-Pfg2-F groEL2-Pfg2-R 95,7
) cbiM F cbiM R 103,5
chiM CGCCTATGTGCTCAACAAGA GTCACGCAGTAGGTGGACAG 600
cbiM F cbiM R 90,1
ndK F ndK R 86,5
ndK GTCATGTGGATGCCGACT GGCCACAGGTGATGAATG 600
ndK F ndK R 82,3
serAF serAR 84,7
serA GCCAGTTGTCGCAGATGA GCACGGAACGGTTGTAGG 600
serAF serAR 85,3
Geéne Nom amorce F Nom amorce R Séquence forward Séquence reverse Concer;;re;\(is&)a morce Efficacité (%)
lux S-cirm1- F1 luxS-cirm1-R1 107,9
lux S1 ACCCAGCACATGAACGTCGA GGTTCACATTCGGCTGGCAG 300
lux S-cirm1- F1 luxS-cirm1-R1 101
gyrB1 F1 gyrB1 R1 91,9
gyrB TTGCAGGGCAGCGACCACTT GACCAGCGCACGGCAACAT 300
gyrB1 F1 gyrB1 R1 86,9
gtfF F1 gtfF R1 88,1
gtfF TGGTGACGCCGAAGGACTC GCAGCACGAGCAGGAACAC 300
gtfF F1 gtfF R1 86,1
eno F1 eno R1 95,8
enot TACGAGTTCGAGGGCAAGTC AAACCAGCGGGTAGTCATTG 300
eno F1 eno R1 85
sdaA F1 sdaAR1 84,4
sdaA CGCGGAACTGCTCAATATCT CACCTCGTCCTTCGAGTAGC 300
sdaA F1 sdaAR1 87,6
groEL2 groL2-Pig2-F groEl2-Pig2 R CAATGTCGTGTTGGAGAAG CGCCGATCTTGTGGTAGG 300 922
groEL2-Pfg2-F groEL2-Pfg2-R 86,3
chiM cbiM F cbMR CGCCTATGTGCTCAACAAGA | GTCACGCAGTAGGTGGACAG 600 1001
cbiM F cbiM R 90,1
noK ndk 7 ndk R GTCATGTGGATGCCGACT GGCCACAGGTGATGAATG 600 828
ndK F ndK R 82,7
serAF serAR 88,1
serA GCCAGTTGTCGCAGATGA GCACGGAACGGTTGTAGG 600
serAF serAR 94,1

Pour la suite de 1’étude, certains couples d’amorces ont di étre rejetés. Par exemple, ont été
rejetés : le couple d’amorces ndk qui a une efficacit¢ d’amplification trop faible malgré
I’augmentation de la concentration en amorces, ou encore groEL2 qui est un géne qui n’a pas une

expression stable du fait de son implication dans la réponse au stress (Farrar et al., 2000).
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3) Expression du gene lux S au cours du temps .

Tableau 2 : Tableau résumant la quantité, la pureté, ’intégrité des ARN extraits a différents

temps de croissance (24 h, 48 h, 72 h et 96 h) des souches CIRM-BIA 1 et CIRM-BIA 129, ainsi

que le taux de contamination par de ’ADN pour chaque extraits. (A) Tableau récapitulatif des

résultats pour le réplica 1. (B) Tableau récapitulatif des résultats pour le réplica 2. (C) Tableau récapitulatif

des résultats pour le réplica 3.

(A)

(B)

©)

Manodrop Bioanalyzeur Qubit
Rapport
Temps ARN ADN
Souche n A260 | A280 | 260/280 | 260/230 RIN ADN/ADN+ARN
(n) | "M g/ | ngfiat)| "
CIRM =BIA 1 24 | 448,46 | 11,212| 5951 | 1,88 2,01 49,5 392 388 9,01
CIRM —BIA 1 48 442,65 | 11,066 6,052 1,83 1,85 89 332 34,6 9,44
CIRM —BIA 1 72 252,15 | 6,304 | 3,667 | 1,72 1,91 10 114 10,8 8,65
CIRM —BlA 1 a6 100,58 | 2,515 | 1,385 1,81 1,78 10 35,9 5,15 12,55
CIRM -BIA 129 | 24 194,91 | 4,873 | 2,541 1,92 1,76 9,8 142 8,55 5,68
CIRM-BIA129| 48 | 397,67 | 9,942 | 5,195| 1,91 1,98 9.9 346 30,7 8,15
CIRM-BIA 129 | 72 194,53 | 4,863 | 2,688 | 1,81 1,88 10 114 7.8 6,40
CIRM-BIA129| 96 | 158,51 | 3,963 | 2014 | 1,97 1,64 10 136 6,3 4,43
Nanodrop Bioanalyzeur Qubit
Rapport
Temps ARN ADN
Souche ng/pl | A260 | A280 | 260/280| 260/230 RIN ADN/ADN+ARN
) | e ¢ Y (ne/ot) | g/t "0
CIRM -B1A 1 24 56,45 | 1,411 | 0737 1,92 1,5 9,3 26,3 1,61 5,77
CIRM -BIA 1 48 | 26041 ( 651 |3651| 1,78 1,87 10 124 9,95 743
CIRM -BlA 1 72 | 10652 | 2,663 | 1,525| 1,75 1,44 10 271 5,45 16,74
CIRM —BIA 1 a6 260,32 | 6,508 | 3,453 1,88 19 9.9 183 228 11,08
CiRM —BIA 129 24 12304 | 3,076 | 1,556 1,98 1,72 93 62 4,36 6,57
CIRM -BIA 129 48 | 309,91 ( 7,748 | 4,137 | 1,87 1,95 10 236 16,8 6,65
CIRM =BIA 129 72 | 167,57 | 4,189 | 2,195| 1,91 1,93 10 71,5 6,5 8,33
CIRM -BIA 129 6 | 153,33 | 3,833 | 2,052 | 1,87 1,97 9,8 120 15,2 11,2
Nanodrop Bioanalyzeur Qubit
Rapport
Temps ARN ADN
Souche ng/pl | A2Z60 | A280 | 260/280| 260/230 RIN ADN/ADN+ARN
(h) (ng/ut) | (ngfut) [ o
CIRM =BlA 1 24 12766 | 319 15,5 2,1 2,2 83 1460 65 4.3
CIRM —BIA 1 48 603,0 | 151 7.8 1,9 2,1 7,6 520 41 7,3
CIRM —BIA 1 72 2491 6,2 3,6 1,7 2,3 7,2 130 10,1 7,2
CIRM —BlA 1 96 | 250,91 | 6,273 | 3,427 | 1,83 2,03 9,8 155 19 10,92
CIRM =BIA 129 24 | 553,72 |13,843] 694 1,99 2,13 10 520 &0 10,34
CIRM —BlA 129 48 7464 | 18,7 9.5 20 1,7 7.4 650 78,5 10,8
CIRM —BIA 129 72 | 237,68 | 5942 | 3,109| 191 1,98 9,9 212 26,6 11,15
CIRM —BIA 129 9 | 2115 | 5,3 29 1.8 232 7,6 304 10 3,2

Avant d’étudier I’expression du géne /uxS au cours du temps pour la souche CIRM-BIA 1 et

CIRM-BIA 129, un contréle qualité des ARN extraits a été effectué. Les tableaux (A), (B) et (C) du

Tableau 2 récapitulent les quantités, la pureté et I’intégrit¢ des ARN extraits ainsi que le taux de

contamination en ADN pour chaque extrait et pour chaque réplica effectué. Entre les trois réplicas,

une trés grande disparité est observée, que ce soit pour la quantité en acides nucléiques (ARN et

ADN) ou encore I’intégrité des ARN. Cela peut étre dii a des cellules mortes dans lesquelles les ARN
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ribosomiques sont toujours intacts et présents. Le rendement des extractions n’est pas répétable,

malgré une normalisation a 5.10° UFC/mL au préalable.

Malgré la grande disparité entre les réplicas, il y a une bonne intégrit¢ des ARN extraits avec des
RIN supérieurs a 7 au Bioanalyzeur (Tableau 2). De plus, la pureté des ARN extraits est correcte. En
effet, ’appareil Nanodrop va mesurer les rapports DO26onm/DO280nm €t DO260nm /DO230nm pour chaque
extrait, permettant ainsi de savoir si I’ARN est contaminé respectivement par des protéines ou des
composés cycliques. Plus les rapports sont proches de 2, plus la pureté des ARN est bonne. Ce qui
est le cas ici. Un faible taux de contamination en ADN dans les extraits d’ARN est également observé.
I1 est proche ou inférieur a 10%, ce qui est acceptable.

Les ARN extraits possédaient une qualité et une quantité acceptable qui a permis la poursuite de

I’analyse transcriptomiques en RT-qPCR.

Des RT-qPCR ont donc été effectuées pour pouvoir étudier le niveau d’expression du gene
luxS au cours du temps. Les RT-qPCR ont été analysées en quantification relative. Les génes de
référence choisis pour cette normalisation sont les génes sdad, serA et gyrB car ce sont les génes qui

ont I’expression la plus stable lors de cette analyse.
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Figure 10 : Niveau d’expression du géne /ux$ de la souche P. freudenreichii CIRM-BIA 1 au
cours du temps. Cette analyse est obtenue par RT-qPCR. Les genes de référence utilisés pour la
normalisation sont les génes sdaA, serA et gyrB. Une Anova avec un test de Tukey a été effectuée avec un
seuil de significativité a 0,05 (*, P<0,05).

Pour la souche P. fireudenreichii CIRM-BIA 1, le géne [uxS est exprimé a tous les temps de
croissance étudiés, et ce dés 24 h de culture. De plus, son expression a une tendance a augmenter au
cours du temps, jusqu’a 72 h, puis & diminuer a 96 h de croissance (Figure 10). Cependant, ces
observations ne sont pas significatives (p-value supérieure a 0,05). Avec ces observations, on peut

donc conclure a une expression constitutive du geéne /uxS chez la souche CIRM-BIA 1.
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Pour la souche CIRM-BIA 129, les mémes geénes de normalisation que pour la souche CIRM-
BIA 1 ont été utilisés. Pour cette souche, 1’expression du géne /uxS augmente significativement a 96
h de croissance, comparé a 24 h, 48 h et 72 h de culture (p-value inférieure a 0,05) (Figure 11).
L’induction du géne /uxS dépend donc de la phase de croissance chez CIRM-BIA 129.
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Figure 11 : Niveau d’expression du gene /uxsS de la souche P. freudenreichii CIRM-BIA 129 au
cours du temps. Cette analyse est obtenue par RT-qPCR. Les génes de référence utilisés pour la
normalisation sont les génes sdaA, serd et gyrB. Une Anova avec un test de Tukey a été effectuée avec un
seuil de significativité a 0,05 (*, P<0,05).

On peut émettre 1’hypothése que la régulation de 1’expression du géne /ux S est dépendante
de la souche. Le géne /uxS semble s’exprimer constitutivement comme le montre également 1’étude
de Lupp and Ruby, réalisée en 2004. Chez certaines souches comme chez la CIRM-BIA 129, le
niveau d’expression de ce géne augmente significativement en fin de phase stationnaire. Ce

phénomeéne n’est cependant pas retrouvé dans la littérature.

4) Analyse de bioluminescence et spectrométrie de masse :

Au sein de cette étude, ’analyse en bioluminescence consiste a savoir, si 1’activité QS de type
Al-2 est présente chez P.freudenreichii. En effet, cette analyse a permis de mettre en évidence la
présence d’Al-2 chez CIRM-BIA 1 et CIMR-BIA 129 au cours du temps, en utilisant la souche
reportrice Vibrio campbelli (harveyi) BB170.
Sur la Figure 12, une augmentation de la bioluminescence au cours du temps est observée. Comme
la bioluminescence est induite quand la souche reportrice Vibrio campbelli (harveyi) BB170 détecte
des molécules Al-2, cela signifie donc que les molécules Al-2 augmentent de maniére significative
au cours de la croissance des bactéries. En effet, que ce soit pour la souche CIRM-BIA 1 ou pour
CIRM-BIA 129, on observe qu’a 24 heures la détection de bioluminescence est faible mais elle

augmente de maniére significative ensuite. Il y a donc une accumulation des molécules Al-2 dans le
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milieu extracellulaire au cours du temps. Donc les souches CIRM-BIA 1 et 129 possedent une activité

QS.

4 3k 3

2000 1,00E+10
1800
1600
1a00 1,00E+09
1200
1000

200

Log (UFC/mL)

1,00E+08

Détection des Al2 (unite de luminescence)

0 1,00E+07
24 48 72 96
Temps (heure)

Figure 12 : Détection des molécules Al-2 par bioluminescence et courbe de croissance en
UFC/mL sur 96 heures de culture. La détection des molécules AI-2 au cours du temps en représentée
pour chaque souche en fonction du temps de croissance post inoculation. En rouge pour la souche CIRM-BIA
1 et en bleu pour la souche CIRM-BIA 129. Les courbes de croissance en fonction de la numération (UFC/mL)
sont également représentées. Les marqueurs ronds pour la souche CIRM-BIA 1 et les marqueurs triangles pour
la souche CIRM-BIA 129. Une Anova avec un test de Tukey a été effectuée avec un seuil de significativité a
0,05 (*, P<0,05 ; **, P<0,001 ; *** P<0,0001).
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Figure 13 : Concentration du DPD (4.5-dihydroxy-2.3-pentanedione), précurseur des
molécules AI-2, et courbe de croissance en UFC/mL sur 96 heures de culture. La concentration
en DPD au cours du temps en représentée sous forme d’histogramme et a été obtenue par spectrométrie de
masse. En rouge pour la souche CIRM-BIA 1 et en bleu pour la souche CIRM-BIA 129. Les courbes de
croissance en fonction de la numération (UFC/mL) sont également représentées. Les marqueurs ronds pour la
souche CIRM-BIA 1 et les marqueurs triangles pour la souche CIRM-BIA 129. Une Anova avec un test de
Tukey a été effectuée avec un seuil de significativité a 0,05 (*, P<0,05 ; **, P<0,001 ; *** P<0,0001).
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Une analyse par spectrométrie de masse a été également réalisée. La concentration en DPD,
précurseur des molécules Al-2, a été dosée dans le surnageant des milieux de culture au cours du
temps. Sur la Figure 13, on remarque que la DPD a augmenté de maniére significative entre le temps
24 heures a 48 heures pour les deux souches de P.freudenreichii testées. Une différence significative
entre les temps 48 heures et 72 heures pour les deux souches a été ¢galement observée. Entre ces
deux temps, il y avait une diminution de la concentration en DPD pour la souche CIRM-BIA 129 et,
a contrario, une augmentation de la concentration en DPD pour la souche CIRM-BIA1. Ensuite,
apres 96 heures de culture, pour les deux souches, on observe une diminution significative de la
concentration en DPD.

On peut supposer que la concentration en DPD évolue en fonction de la croissance
bactérienne (UFC/mL). En effet, la concentration en DPD augmente jusqu’a la fin de la phase
exponentielle de croissance et elle diminue en phase stationnaire de croissance (Figure 13). La
diminution de la concentration en DPD en phase stationnaire semble cohérente du fait qu’en phase
stationnaire, il y a un épuisement du milieu de culture et une accumulation de déchets qui vont
provoquer un ralentissement transcriptomique chez les bactéries pour leur permettre de résister aux

dommages.

Comme on le sait, le DPD est générée par I’enzyme LuxS (codée par le géne /uxS) qui va se
transformer, par cyclisation spontanée, en molécules AI-2. En rapprochant les Figures 12 et 13, on
peut remarquer que I’accumulation de DPD va permettre une forte production de molécules Al-2 qui
vont s’accumuler dans le milieu extracellulaire. On remarque une augmentation des molécules Al-2
en fin de croissance bactérienne alors que la concentration en DPD diminue. Cette augmentation est
surement di au fait que la DPD se transforme spontanément en molécule Al-2 active, d’ou également
la diminution de la concentration en DPD en fin de croissance bactérienne comme les bactéries sont

transcriptionnellement moins actives.

Cependant, avec ces résultats on ne sait pas si la détection des molécules AI-2 va diminuer
ou stagner ou encore continuer a augmenter au cours du temps. Pour pouvoir répondre a cela, il
faudrait prolonger les analyses sur un temps de croissance plus long tel que 168 heures au lieu de 96

heures.

5) Challenge aux stress :

Avant d’étudier I’expression du géne /uxS en fonction de différents stress appliqués sur la
souche CIMR-BIA 1, un controle qualité des ARN extraits a été¢ effectué¢. Le Tableau 3 récapitule les
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quantités, la pureté et I’intégrité des ARN extraits ainsi que le taux de contamination en ADN pour

chaque extrait et pour chaque réplica effectué.

On observe qu’entre les trois réplicas de chaque milieu « stressant », la quantité, la pureté et
I’intégrité des ARN sont répétables et corrects. Les rapports DO26onm/DO280nm €t DO260nm /DO2300m
obtenus au Nanodrop étaient proches de 2 et les RIN obtenus par Bioanalyzeur étaient supérieur a 7.
Sauf pour un réplica du milieu controle PUF : le PUF 3. En effet, une erreur lors de I’extraction des
ARN a di se produire puisqu’aucun acide nucléique n’est présent. Cet échantillon a donc été retiré

de I’analyse transcriptomique en RT-qPCR.

Tableau 3 : Tableau résumant la quantité, la pureté, I’intégrité des ARN extraits des souches
CIRM-BIA 1 et CIRM-BIA 129 aprés application de différents stress, ainsi que le taux de
contamination par de ’ADN pour chaque extrait. PUF 1, 2 et 3 correspondent au milieu PUF contrdle
sans stress. SB 1, 2 et 3 correspondent au milieu PUF additionné de 0,2 g/L. de sels biliaires, soit un stress
salin. NaCl 1, 2 et 3 correspondent au milieu PUF additionné de 0,3 M de NaCl, soit un stress osmotique. Et
le pH 1, 2 et 3 correspondent au milieu PUF avec un pH a 4,9 au lieu de 7, soit un stress acide.

Nanodrop Bioanalyzeur Qubit
Rapport
SampleID | ng/ul A260 A280 260/280 | 260/230 RIN ARN (ng/pl) |ADN(ng/uL) | ADN/ADN+
ARN (%)
PUF 1 110871 | 27,718 13,662 203 208 83 870 115 11,7
PUF 2 1163,47 29,087 14,466 2,01 2,26 81 840 57 6,4
PUF 3 0,8 0,02 0 -63,59 0,08 0 0
SB1 1024,89 25,622 12,838 2 2,26 8 690 60,5 81
SB2 955,23 73,881 12,104 1,97 2,18 8 590 59,2 9,1
SB3 875,41 21,885 11,05 1,98 2,04 7,9 560 92 14,1
NaCl 1 1607,66 40,191 19,811 2,03 2,28 74 1000 187 15,8
Nacl 2 1637,16 | 40,929 20,161 203 28 71 820 181 171
NaCl 3 1482,38 37,059 18,388 2,02 2,18 7,2 930 171 155
pH1 1555,3 38,883 15,294 2,02 2,24 7,6 920 171 15,7
pH 2 119539 | 29,885 14,834 2,01 2,14 7.7 750 137 154
pH3 1426,35 35,659 17,698 2,01 2,24 7.9 810 142 14,9

Des RT-qPCR ont été effectuées pour étudier le niveau d’expression du géne /uxS en fonction
de différents stress appliqués. Les RT-qPCR obtenues ont été analysées en quantification relative.
Les genes de référence choisis pour cette normalisation étaient les genes gtfF, gyrB et serA car ce

sont ceux qui avaient I’expression la plus stable lors de cette étude.

A la lecture de I’histogramme obtenu (Figure 14), on observe que les stress appliqués ont une
tendance a augmenter I’expression relative du geéne /uxS chez CIRM-BIA 1. Effectivement, que ce
soit le milieu PUF additionné avec 0,3 M de NaCl ou avec 0,2 g/L de sels biliaires ou encore avec un

pH a 4,9, une augmentation de I’expression relative du géne /uxS est observée en prenant le milieu
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contrdle PUF comme témoin. Cependant, les différences observées entre le milieu controle PUF et
les milieux « stressants » ne sont pas significatives.

Donc les milieux stressants n’ont pas d’impact significatif sur la régulation de I’expression
du geéne [uxS.

Ces résultats ne suivent pas ceux obtenus dans la littérature. En effet, chez Lactobacillus
fermentum, les stress osmotiques, acides et le stress thermique modulent le niveau d’expression des
ARNm du géne luxS (Gu et al., 2018). Le fait de ne pas obtenir ces mémes observations avec 1’espéce
Propionibacterium freudenreichii est peut-étre due a des conditions de stress pas assez €levées ou

qui n’ont pas duré assez longtemps.
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Figure 14 : Niveau d’expression du géne /ux$ de la souche P. freudenreichii CIRM-BIA 1 aprés
4 heures d’incubation dans différents milieux « stressant » (osmotique — 0.3 M NaCl, salin — 0,2
g/L SB et acide — pH 4.9) ainsi que dans milieu controle PUF. Cette analyse a été obtenue par RT-
gPCR. Les geénes de référence utilisés sont les génes gifF, gyrB et serA. Le PUF était le contrdle, il correspond
au surnageant de la culture & DOgsonm 0,5 aprés 4 heures d’incubation dans du milieu PUF stérile sans stress.
Le NaCl est la culture a DOssonm 0,5 remise en suspension du milieu PUF additionné de 0,3 M de NaCl. Le
SB est la culture & DOgsonm 0,5 remise en suspension du milieu PUF additionné de 0,2 g/L de sels biliaires. Le
pH 4,9 est la culture 8 DOgsonm 0,5 remise en suspension du milieu PUF a pH 4,9. Une Anova avec un test de
Tukey a été effectuée avec un seuil de significativité a 0,05 (¥, P<0,05).

Une mesure de bioluminescence pour détecter les molécules AI-2 a également été effectuée
sur les surnageants des cultures de CIRM-BIA 1 apres 4 heures d’incubation dans le milieu controle
PUF et dans les différents milieux « stressants » (Figure 15). On remarque alors que seul le milieu
« stressant » avec 0,3 M de NaCl a eu un impact significatif sur I’activité¢ AI-2, comparé au milieu
contrdle PUF. En effet, ce milieu « stressant » provoque une forte diminution de I’activité AI-2. Si
cette activité diminue, cela veut également dire que la concentration de ces molécules diminue dans
le surnageant. Pour les autres milieux « stressant » testés, aucun impact significatif sur la détection

des molécules AI-2 n’a été observé.
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On peut alors supposer que le stress osmotique a un impact sur le quorum sensing de
Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA 1, et en particulier sur la concentration en molécules
Al-2 dans le milieu extracellulaire. Ces résultats rejoignent ceux obtenus pour la souche de
Lactobacillus fermentum dans 1’étude de (Gu et al., 2018). Effectivement, cette étude montre qu’une
augmentation du stress osmotique induit une diminution de I’activité AI-2 chez cette souche (Gu et
al., 2018). Cependant en 2015, 1’équipe de Yeo et al. ont montré I’inverse pour les souhces
L.rhamnosus GG, L.rhamnosus BFE5264, L.plantarum 299v et L.plantarum NR74. En effet, dans
cette étude, 1’augmentation du stress osmotique augmente 1’activité Al-2 (Yeo et al., 2015). Cela

suggere alors que la modulation de I’activité Al-2 par des stress dépend de la souche.
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Figure 15 : Détection des molécules AI-2 par bioluminescence dans les surnageants des cultures
de CIRM-BIA 1 aprés 4 heures d’incubation dans différents milieux « stressant ». La détection
des molécules AI-2 au cours du temps a été représentée sous forme d’histogramme, obtenue par mesure de la
bioluminescence. La barre « Avant stress » correspond au surnageant de culture en milieu de phase
exponentielle avant I’application des stress. Le PUF est le contrdle, il correspond au surnageant de la culture
a DOgsonm 0,5 aprés 4 heures d’incubation dans du milieu PUF stérile sans stress. Le PUF + NacCl est la culture
a DOgsonm 0,5 remise en suspension du milieu PUF additionné de 0,3 M de NaCl. Le PUF + SB est la culture
a DOegsonm 0,5 remise en suspension du milieu PUF additionné de 0,2 g/L. de sels biliaires. Le PUF + pH 4,9
est la culture & DOgsonm 0,5 remise en suspension du milieu PUF & pH 4,9. Une Anova suivie d’un test de
Tukey a été effectuée avec un seuil de significativité a 0,05 (¥, P<0,05).

Une analyse en spectrométrie de masse permettant d’identifier et de quantifier les molécules
de DPD sur les surnageants provenant du milieu contréle et des milieux « stressants » a également
étre réalisée. Les analyses sont en cours. Cette analyse supplémentaire va permettre de savoir si les
milieux « stressants » et en particulier si le stress osmotique a un impact significatif sur la
concentration en DPD. Si c’est le cas, on pourra alors dire que la diminution de 1’activité biologique
Al-2 observée en présence d’un stress osmotique, était liée a la diminution de la concentration en

DPD.
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Conclusion finale et prospective

Propionibacterium freudenreichii joue un role a la fois en tant que ferments pour 1’affinage
des fromages a pates pressées cuites mais également en tant que probiotiques en modulant le systéme
immunitaire de 1’hote et le microbiote intestinale. De facon surprenante, rien n’est connu dans la
littérature sur la communication de type Quorum Sensing chez cette bactérie, alors que I’expression
du geéne [uxS a été rapportée. L’étude du Quorum Sensing chez Propionibacterium freudenreichii
semble nécessaire pour pouvoir connaitre les mécanistiques d’interactions microbiennes dans le
contexte probiotique/hote. Pour cela, durant ce stage, une étude du Quorum Sensing chez deux
souches de Propionibacterium freudenreichii, CIRM-BIA 1 et CIRM-BIA 129, a été effectué.

Les résultats obtenus montrent une activité de type Quorum Sensing Al-2 chez CIRM-BIA 1
et CIRM-BIA 129. L’expression du géne /uxS semble constitutive. Ce géne code pour une enzyme
LuxS qui va former du DPD pour ensuite donner spontanément des molécules Al-2. La concentration
du DPD augmente lors de la phase exponentielle de croissance et ainsi celle de I’Al-2 également.
Puis, en phase stationnaire de croissance, le ralentissement de 1’activité métabolique de la bactérie,
ainsi que la conversion du DPD en Al-2, conduisent a la diminution de la concentration en DPD. Les
molécules Al-2, étant des auto-inducteurs, leur concentration augmente ou du moins reste stable.

Ces résultats ouvrent sur des perspectives de recherches. En effet, les études du Quorum
Sensing réalisées se sont déroulées sur 4 jours (96 heures) de croissance. Il serait désormais
intéressant de savoir ce qu’il se passe aprés ces 4 jours de croissance. L’activité Al-2 et la
concentration en molécules signales correspondant diminue-t-elle aprés 4 jours ? Ou reste-elle
stable ? La méme étude réalisée sur 7 jours (168 heures) est-elle envisageable pour pouvoir répondre

a ces questions ?

Une étude de I’impact des stress sur le Quorum Sensing de la souche CIRM-BIA 1 a
¢galement été réalisée. Cette étude montre que les stress appliqués ne semblent pas impacter le niveau
d’expression du géne /uxS aprés 4 heures d’incubation. Par contre, le stress osmotique a un impact

significatif sur la présence des molécules Al-2.

Que ce soit les résultats de 1’étude du Quorum Sensing ou ceux de I’impact des stress, ils
suggerent que chez Propionibacterium freudenreichii la régulation du systéme de communication de
type Quorum Sensing est surement une régulation post-traductionnelles. En perspective, une analyse
protéomique pourra étre faite. Elle permettra de rechercher les modifications et les régulations post-

traductionnelles des protéines impliquées dans le Quorum Sensing, tel que les régulateurs associés
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au systéme LuxS/Al-2, chez Propionibacterium freudenreichii. De plus, une délétion du géne /uxS
pourra étre réalisée permettant ainsi de rechercher les modifications phénotypiques chez les mutants

dépourvus de ce geéne.
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Résumé / Abstract

Propionibacterium freudenreichii est un ferment couramment utilisé lors de l'affinage des fromages et
également un probiotique qui module le systtme immunitaire et le microbiote intestinal. Ces utilisations
suggerent que ces bactéries interagissent entre elles et avec d'autres bactéries, dans différents environnements.
Ces interactions pourraient correspondre a du quorum sensing (QS). Cependant, le QS n'est pas bien décrit
chez les Propionibacteria. L'étude réalisée ici a deux objectifs : Savoir si Propionibacterium freudenreichii
possede une activité QS ; Et savoir si cette derniére est impactée lors des stress causés par la fabrication du
fromage ou par le systéme digestif. Pour cela, les souches de P. freudenreichii CIRM-BIA 1 et CIRM-BIA
129 ont été cultivées dans du perméat d'ultrafiltration de lait. A différents stades de croissance, 1'expression de
luxS a été suivie par RT-PCR quantitative. L'activité QS et la présence de la molécule AI-2 ont été suivies en
utilisant la bioluminescence et la spectrométrie de masse, respectivement. De plus, différents stress (acide,
sels biliaires et solution saline) ont été appliqués a la souche CIRM-BIA 1 pendant 4 heures, avant le suivi de
I'expression de luxS par RT-qPCR. Grace a ces études, il est montré que CIRM-BIA 1 et CIRM-BIA 129
possedent bien une activité QS de type Al-2. Et que le stress osmotique a un impact significatif sur I’activité
des molécules Al-2 chez CIRM-BIA 1.

Mots clés : Propionibacterium freudenreichii, Quorum Sensing, géne /uxS, molécules Al-2, stress

Propionibacterium freudenreichii is a starter commonly used during the ripening of cooked pressed (Swiss-
type) cheeses and also a probiotic that modulates the immune system and the intestinal microbiota. These
effects suggest that Propionibacteria interact with each other and with other bacteria, in different environments.
Such interactions may be Quorum Sensing (QS). However, QS is not well described in Propionibacteria. The
study performed here has two objectives: To know if Propionibacterium freudenreichii has a QS activity; And
to know if this last is impacted during stresses caused by cheese making or by the digestive system. For this
purpose, strains of P. freudenreichii CIRM-BIA 1 and CIRM-BIA 129 were grown in milk ultrafiltration
permeate. At different growth stages, /uxS expression was followed by quantitative RT-PCR. QS activity and
presence of AI-2 molecule were monitored using bioluminescence and mass spectrometry, respectively.
Moreover, different stresses (acid, bile salts and saline) were applied to the CIRM-BIA 1 strain during 4 hours,
prior to monitoring of /uxS expression using RT-qPCR. Through these studies, it is shown that CIRM-BIA 1
and CIRM-BIA 129 do possess Al-2 type QS activity. And that osmotic stress has a significant impact on the
activity of AI-2 molecules in CIRM-BIA 1.

Key words: Propionibacterium freudenreichii, Quorum Sensing, uxS gene, AI-2 molecules, stress
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