o ® Adhésion et substances polymériques extracellulase
‘st INSR , . . . MEXEL
b L d’'une nouvelle espece bactérienne marine —
e e e e e higceces C. Leroy*23, C. Compére?, C. Delbarre-Ladrat?, G. Raguenes?, 2.7 La Verberie - route de Conmioans
T e e F. Ghillebaert!, D. Combes* 60410 Verberie
3 Laboratoire des Biotechnologie et Molécules Marines 2 Service Interfaces et Capteurs
Rue de I'lled 'Yeu - BP 21105 BP 70
44311 Nantes |freme r 29280 Plouzané

Une nouvelle bactérie marine du genre Pseudoalteromonas sp., D41, formant rapidement des biofilms sur tout type de
matériau (verre, acier inoxydable, Téflon) a été isolée en Baie de Brest. L'objectif de ce présent travail est de
caractériser et décrire cette bactérie capable de produire des exopolyméres constitués en majorité de protéines. Le rble
des protéines sécrétées, dans les mécanismes d’adhésion, est discuté.
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Caractérisation biochimique des EPS produits Caractérisation biochimique des EPS
en fermenteur
D41 produit 3 fractions d’EPS: - EPS1et EPS2, fractions solubles séparées par leur poids moléculaires au sur une surface de verre
cours de ['ultrafiltration.
- EPS3 fraction non soluble.
Fraction EPS1 EPS2 EPS3 » ) :
Rendement en mg’,lde fermentation 48,6 180 68,6 Les teneurs en protéines, carbohydrates totaux, acides uroniques
Matiére inorganique 202 401 259 (otauxet matiere minérale sont déterminées par les techniques
Matiére organique : * . * suivantes respectives : dosage BCA, méthode orcinol-acide
Protéines 30,3 41,0 59,2 sulfurique, méthode au meta-hydroxydiphenyl et par analyse 750um
Oses 430 153 82 (BT RS, Images de microscopie a épifluorescence aprés 24h de contact de coupons de verre avec
Oses acides 3.2 2.4 2,6 une suspension bactérienne de D41. Les bactéries sont marquées au A) Calcofluor B)DAPI
Total 96,7 98,8 959 et ala C)Fluorescamine
. . La Fluorescamine est connue pour son affinité avec NH, (protéines), le
Exopolyméres produits en fermenteur par D41 Calcofluor pour les B-glucanes (carbohydrates) et le DAPI pour 'ADN
majoritairement constitués de protéines (les bacteries). _ -
Le biofilm marqué au DAPI (image B) ou a la Fluorescamine (image C)
EPS1 10-100kDa EPS2 >100kDa EPS3 Non soluble montre It_e méme tapis bactérien laissant penser a une forte expression
Q29 999 9 2 9 de protéines autour des cellules. Les B -glucanes (image A)
P représentent une faible partie du biofilm.
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150k G.ym,,,méinelsokm* 150kDa_ [ — Présence majoritaire de protéines sur la
R 1000 wooa |l surface lors de I'adhésion de D41
75kDa 75kDa_ 75kDa . 14 . L )
k= — Ces résultats sont également corrélés a la mise en évidence d'un
enrichissement en protéines? sur | 'extréme surface des bactéries
50kDa 50kDa_ 50kDa_ D41.
a7kDa 37kDa_ L
Gel d'électrophorése (8%) en conditions dénaturantes des 3 fractions d’EPS, issues de la fermentation de Pseudoalteromonas sp.
révélé au bleu de Coomassie (colonne 2) et au réactif de Schiff (colonne 3). Les marqueurs de poids moléculaires sont en colonne 1. BIblIOgraphIe
Chaque profil est différent selon la fraction déposée, sauf une bande commune a EPS1 et EPS2 vers 50 kDa. . . .
- présence de plusieurs protéines ou de sous-unités issues d’agrégats protéiques quelque soit la fraction. 1. C. Rubio Theése Paris VI, 2002
- présence de polysaccharide(s) et de deux glycoprotéines pour la fraction EPS1. 2. C.M. Pradier et al. J. Phys. Chem. Vol 109, N19, 2005

- pas de mise en évidence de la présence de glycoprotéines pour la fraction EPS2, ni de migration de

polysaccharides.

- la fraction EPS3 semble contenir une glycoprotéine majoritaire. Les auteurs remercient la société Micromer pour leuresotechnique et

I'ANRT pour I'aide financiére apportée a cette étude.

Conclusions
“ Une nouvelle bactérie D41 pionniére de I'adhésion, du genre Pseudoalteromonas sp. a été isolée en Rade de Brest. Cette bactérie adhérant rapidement et en forte
densité sur tout type de matériau est un excellent modele pour I'évaluation, en laboratoire, de I'efficacité de molécules inhibitrices d’adhésion.
<+ D41 produit en fermenteur des exopolymeres majoritairement composés de protéines. Une forte expression de protéines est également mise en évidence sur une
surface de verre apres adhésion de la bactérie.

“ Plus que les propriétés d’hydrophilicité/hydrophobicité de la bactérie, le role des protéines apparait essentiel dans les capacités d’adhésion de la D41.
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