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Depuis ’introduction des antibiotiques dans le domaine de la médecine et le probleme
de 1a résistance des bactéries dans le milien hospitalier aux antibiotiques 4 large utilisation
pose toujours un probléme de santé publigue, surtout que cefte résistance est souvent codee

par des génes portés par I"ADN plasmidique.

Ce dernier peut étre transférer d une bactérie 4 une autre par des différents processus

qui sont : la transformation, la conjugaison et la transduction,

Dans cette optique, nous allons essayer de réaliser le transfert de caractéres de

résistance aux antibiotiques entre deux baciéries par la technique de transformation.
Notre étude comporte deux grandes parties

*Une partie théorique en relation avec le théme de notre mémaoire.

*UUn¢ partie expérimentale qui consiste & extraire 1I'ADN plasmidique d’une souche d"£.coli
tésistante 4 un ou plusicurs antibiotiques. et de transformer une autre souche. toujours d”£.coli
sensible 4 ces antibiotiques. Ensuite, nous vérifions ["acquisition du caractére de résistance

par la bactérie réeepfrice.

Page 1
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1

Chapitre: I Escherichia. coll

I- Les entérobactéries
[-1 Généralités :

Entérobactéries ou entérobactériaceae sont comme leur nom indique, des microbes
commensaux de I'intestin humain et animal, présents tout particuliérement dans le colon &t le
rectun. jouant un réle dans les phénomeénes digestifs.

Toutes les bactéries appartenant a cette famille ont en commiun les caractéres suivants -

Bacilles & gram négatif.

Ayant un dismétre variant de 1 2 2um et une longueur denviron 3 2 10pm.

A A 4

Immobiles ou mobiles mais dans ee eas grice 4 une ciliature péritriche.

\“-e

St dévieluppunt tisément surmilicos ordinaires.

Aéro-anaérabies facultatifs.

h 74

Faisant fermenter l¢ glucose avec ou sans production de gaz.

A

Oxydase-négatif, catalase positif.

Réduisant les nitrates en nitrite (4 quelques exceptions commie Erwini).

v

7

Peuvent étre capsulés, elies ne sout jamais sporulés.

Le domaine des entérobactéries ne se limite pas & intestin, on les trouve ainsi dans la cavité

buccale, au niveau des voies aériennes supérieures et sur les organes génitaw.

Les entérobactéries peuvent subsister en debors d*organismes vivants, on les rencontre dans le
sol, 'eau, un certain nombre de denrées alimentaires (produits laitiers surtout) et des végétaux
qui soni ['habital habituel de certaines espéee ou genre comme : Eniérobacteragglomerans ou

Erwinia,

La plupart des entérobactéries (et tout particuligrement les coliformes) sont capables de 8y
multiplier, de fagon autonome pendant une période illimitée : ¢’est ainsi que dans le sol. elles

participent aux cycles de carbone et de I'azote. (Pilet C et ¢l 1987 : Nauciel CH et al. 2005).
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'Chapjitre; L Escherichiu. voli

I-2 Subdivision :

La famille des entérobactéries regroupe différents genres :
A=Certains genres sont anciennement décrits et les plus souvent rencontrés en pathologie,
sonf

-Escherichia, Shigella,

-Salmonella, Arizona, cilrobacter.

~Proteus. providencia, morganella

~klebsiella, enterobacter, serratia (groupe(KES), hafnia.

-Yersinia, edwardsiell,

B-D’autres genres, plus récernment décrits sont parfois trouvés dans ’environnement et sont
ratement i80lé chez [homme: buttiauxella, moellerella, obesumbactérium, rhanella,

tatumella, rabulsiella, xenorhadus, yokenellq.

Escherichia est frés étudié car il contient des espéces saprophytes et ‘aussi des especes

pathogénes. (Boulahbal F., 2002).

I-3 Le genre Escherichia :

Escherichia esf un genre de bactéries de la famille des Enterobacteriaceae, qui colonise
I'intestin de I'homme et d'autres animaux. Il comprend cing espéces : £ colf. E.ferguisonu,

E hermannii, E.vulneris, etune espéce trés rare isolé des blattes: £ blatrae.

Ces espéces se différencient sur la base de 'hybridation ADN/ADN et par leurs caractéres
biochimigues respectifs.

Escherichia coli est actuellement la seule espéce homologuée de ce genre. (Le Minor et vero..
1982 ; 1989, In Acuissi A). [7].

- —— Pggp-§. —— ———
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Chapitre ; 1 Escherichia. coli

1-4 Escherichia coli

I-4-1 Historique:

Escherichia coli fut imitialement isolé et déerjte par le pédiatre allemand Théodore
Escherich, en 1885. Celui-ci démontra son existence comime héte normal de Iintestin de
Penfant el pour marquer 4 la fois ce tropisme et la fréquence de son iselement. 1"appela

Bacterium coli commune, ce que I’on peut traduire par «bactérie commune du colony.

Clest en 1919 que Castelani et Chalmers lui donnent son nom définitif en hommage a
Escherich, Escherichia est ensuite devenu le genre-type de la famille des Enterabacteriaceac

el E. coli l'espece type de ce genre. [6].
1-4-2 Definition ;

Escherichia eoli. également appelé colibacille ou E coli. est une bactérie intestinale
des mammiféres trés commune chez 'étre humain, généralement commensal. Cependant,
certaines souches d°E. coli peuvent &tre pathogénes enfrainant alors des gastro-entérites.

infections urinaires, méningites, ou septicémies.|6).
i-4-3 Classification :

» Reégne : Procaryotae.

# Domaine : Bacteria.

» Phylam : Proteobacteria.

# Classe : Gammaproteobacteria.
¥ Ordre : Enterobacteriales.

» Famille : Enterobacteriacesae.
> (enre : Escherichia.

» Espéee : Escherichia coli. [5];[1}.

—- == == Page-4 -
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‘Chapitre |l Escherichiu, coli

1-4-4 Habitat :

E .coli est une entérobactérie commensale du tube digestif. Elle représente prés de
80 % de la flore intestinale aéiobie de I"adulte. on peut la retrouver également au niveau de

diverses muqueuses chez ["homme et chez |*animal.

La colonisation du tube digestif commence dés les premiéres heures aprés la naissance et le
rythme de division (une division toute les 20 minutes & 37°¢ et en condition favorable) lui

permet de garder pendant toute la vie de I"individu sa place dominante dans [z flore.

Sa présence dans le milieu environnant (eaw, sol) ou dans les aliments sigm une

contamination fécale, (Carip C., 2008 ; Ferron A., 1984).
1-4-5 Etude buctérivlogiyue :
A- Caractéres morphologiques :

> Ceux sont des bacilles a gram négatif de 2p 4 3p1 de long sur 0.7 de large.

# lls se présentent soit seuls ou groupés le plus souvent par deux (diplobacilles),
plus rarement ils sont rencontrés en amas.

> lls sont en mobilité positive grice & une ciliature péritriche, mais trés réduite.
Saufle sérotype 0 : 111 qui est immobile (Fig.01).

» Des formes capsulées ont été rencontrées, avec présence de I'anfigéne A. [2).

Fig. 01 : Aspect morphalogique o 'Escherichia .cofi [2].

Page-5- == =
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| Chapitre; [ Lschericliia. eoli

B- Caractéres culturaux :
» E coli se développe sur gélose ordinaire.
» Aéro-anaérobie facultatif.
» pH optimum : 7,5,
> Température : 37°C (mais pousse entre 15°C et 439C). |51

C- Caractéres biochimigues :

Fermente le glucose habituellement avec production de gaz .

N

Reéduit les nitrates en nitrites

¥/

Y/

rouge de méthyle (+), lactose (+), ONPG (+). mannitol (+), Indole (+) saccharase (),
salicine (+).
» uréase (-), acétoine (-), citrateé (-). VP (). H2S (-). désaminase (-), citrate de

Simmons(-).

On peut rencontrer des variants négatifs pour un caractére habiluellement positifs, ceci
est consceutif 4 une mutation. A I'inverse ap peut exceptionnellement rencontrer des variants
positifs pour un caractére habituellement n'égaliﬂ cé caractere peut étre codé par un plasmide
dont I"existence a éi¢ montrée dans certains cas. (le Minor L et al.. 1982 ; Carip C., 2008).51,[1].
D- Caractéres antigénigues ;

Les principaux antigénes d’ Escherichia coli som *
D -1 Les antigénes O ;

Ils possédent une comiposition lipopolysaccharidique rés complexe, Chaque antigéne
0 permet de définir un sérotype O correspondant, urice 4 des réactions d’agglutination. Les
antigénes O sont particuliérement importants car il$ conditionnent le pouvoir pathogéne des:
souches ainsi que I"immunité conférée (Fig.02).
On a dénombré jusqu’a present 163 antigénes O différents, allant d”O) jusqu 4 Q)a3. (Pitet € o
al., 1987 ).
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D-2 Les antigénes K:

Les antigénes K déerits par Kauffinan et coll (1986) masquent les antigénes O el

rendent certaines sotiches d*Escherichia eoli inaggltinables.
On distingue 3 catégories d antigene K en fonction de Jeur propriétés : L, A, B.

D-2-1 L’antigéne L: Le plus fréquent, ¢’est un antigéne de surface. Il est thermolabile
(détruit en 30 minutes 4 100°C). Le chauffage par conséquent provogque la perte du pouvoir

antigénique.

D-2-2 L'antigéne A : est beaucoup plus rare : ¢’est un antigéne capsulaire. rencontiés chez
les Escherichia coli, responsables d'infections urinaires. 11 est thermostable el n’est détruit

que par autoclavage.

D-2-3 L'antigéne B : est rencontvé chez les souches d’Escherichia coli responsables de
gastro-entérite infantile. 11 est thermolabile et détruit en 30 mn & 100°C.

On distingue actuellement 93 antigénes K de structure polysaccharidique. |5],]1].
3 - Les antigénes H:

Ils sont au nombre de 56, ils sont trés difficiles & meftre en évidence. Ces antigénes,
ne servent pas 4 l'identification des Escherichia coli pathogénes; mais ont un intérét du point
de vue épidémiologique (Fig.02).

La diversité des antigénes H est due aux différents type de flagelling. (3).

P

Fig.02: Localisation des antigénes, () et H dans une Escherichia cali |2)
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Chapitre: | Eselrevichin coli

1-4-6 Génome :

Le pénome d 'L coli a été beaucoup émdic el entidgrement déchiffié, Les types des
bactéries ont seulement 40% de Jeurs uénes en commim ce qui témoigne d°une variabilité et

oo adaprabilite uis impertanie:

Les différents génes de virulence acquis pendant 1"évolution entrainent une grande

diversité des infections induites,

La bonne connaissance de son génome el sa grande souplesse ont fait d'E.coli 1 outil
le plus wtilisé en génie géndtique. Des frasments d"ADN pewrvent ¥ €tre introduits. par un
vectenr (plasimide. bactériophage..) et insérés dans le chromosome bactéricn. La facilité de
culture et la vitesse de croissance permerient ensuile de cultiver et de multiplier les baeréries,
soit pour isoler le gene vouln (amplilication hiologigue). soit pour récolter le produit de

synthese cellulalre Tid i ce géne (enzyme. lormune). | Carip C., 2008).
1-4-7 Pouvoir pathogine

1-4-7-1 Infection extra-intestinales :

L. coli est vesponsable d infection diverses -

A~ Infecrion urinaires ¢ la majorité des infections urinaires est due a4 E ¢oli: inlection

ascendunte pu descendante. vésicule el rénale.
B- Infection abdominales : se sont des chalécystes, péritonites ou sal pingites.

C- Infecrion meéningles ; les meningites néonatales sonl souvent graves (80% des souches

possédent Iantigéne capsulaize k 1.

D- Les bactériémies: conséeutives 4 une infection localisée peuvent évaluer vers un choe

sepuigue gravissime due & action du lipopolysacchrides ou endotaxings. (Fauchére J-L.el Avril

J-L 2007 1 Ferron AL 1984
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[-4-7-1 Infeetion intestinales ou entérigues :

Les £ zofi entérigues ou intestinaux sonr responsables de gastro-entérites infantiles ou
de diarrhée des voyageurs. Leur particularité commune est la capacité d adhéier a la surface

des enterocvies par des pilis (Carip €4 2608).

Selon les factewrs de virulence exprimes ¢f le niode dlinteraction cellulaire (adliésion.
invision, production de toyine). la maladie revét divers aspects syndromes chiolériforme.
sy elramie dysentérique. diarhides sanglantes. diarthées aigties ot persistantes.

Plisteurs types pews emt e distingues sclon le mécanisme pathogéne ;

At enli enférotoxigéne (ETEC) :

Sonl apres les rolavirus, les principaux micro-organismes responsiables de diarliée
dans les pays en voie de développement notamment chez les enfants de maing de trois ans. ot

sont Sealemen responsables de la diarrhée du vovagewr. La contamination est principalement

die b ingestion U enn souillée,

les hactéries se mulliplienl aw miveau de Miniestin gréle des sujets infectés el entraiteri
apparition d une substunce agueuse. accompagnee de crampes abdominales. L intensité de

Finfectinn pein se gaduire parun simple désordee trnsitoire ou un syndrome cholériforme.

B- E. voli entéropathogéne (EPEC) :

Certaines épidémies de gastro-infantiles sant dues d des sérotypes particuliers dits
E calf GED owenléropathogénes (EPET ).
[l existe 12 variélds -

1 groupe 1 Oy . Ose. O plus Frequent,
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groupe O O Ojam,
3“"’*;]‘.,1u11r;‘ Oppse Oz Oy,
49 eroupe 10y Opy: O rareen Europe. (loffin J-J-N et ol 2001).

Ces bacteries sont également a 'origine de diarrhée aguense profuse souvent accompagnée de
vomissement et parfois de féevres avee ure période d incubation relativemeni courte (3h lors
diexpérivnees chez des volontaires sains). Ces infecticns surviennent essentiellement chez les

nowrtissons (moins de 6 mois) dans les pays en voie de développement.

C- E. coli entéroinvasives (E1EC) :

a¢ caracterise par un syndrome dysentérigue. En effet, s bacréries indnisenl e
e lande reaciion inflammaolre an nivess du colon ce qur se traduil par I"apparition de

selles sanglantes. mugueuse el renlermant quelque fois du pus.

D- E. coli entérohémorragiques (EHEC) :

Reconnws comme pathopéne pour 'homme qu’au début des années 80. engendrent
diverses. manilestavion eliniqoe - diarrhdes par des ¢rampes abdominales sévéres el une
diarrhée sanglante. 1"dat genéral peut saggraver el évoluer vers un syndrome d urémie
hemalstique coractérise par une insuffisance aigué. [ alimentation d’origing animale semble
e [ source principale de contaminaion humaine. (Sansonoeifi, 1989, Forestie et al. 1998,

germunivr sansonetti, 1999 In Amina),

E- E. coli entévoaggrégatif (EAggEC) :

Ces souches sont respansables de diarrhées persistantes chez des enfants dans les pays
sous developpes, Cetle udheésion st 4 1 ovigine de nécrose du pole apical des villosités avee

ademe of hémarragies dans la sous muqueuse. Ces souches produisent une entérotoxine

thermustable ¢t une hémolysine thermolabile (Tan. B (Fauchéve J-L et al,, 2002),
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Tab. T Proprictes des £ coli responsables de diarthées (Avril er al; 2000 .In Amiiia).

Diarrhide Algue et chronique sanelante liguide Dysentérigue
Cibkle Entant mains de 1an [iftoNjeation, Enlant et voyageurs Adultes et Intoxication
alinrentuire alimentaire
Sérotype Osy D55 0004 Oy O3, Op Q)5 Oy 03,0, 120124035,
Opre Oy Qs Oy Oas Os2 Oz O, 0165, 0410, 0157020,
O35 O Dy Ogs O Qpay Qs

Oy Qs

Meeanisme  Adhidreges Pag imvasil Attachement Envaliissement
Plasmmide i O Oui i
Taxines dysentgriogue dyvsemérigue Toxine thermaiibile dysemérique

tokine thermostable

taille SETA M -7 ml . 140 N

[-4-8 Diagnostic ;

Cesbun dingmosiic haciériologique direct avee recherche du germe dans le sang, les
wines. le liquide céphalo-rachidien. L isolement est suivi @ identification et I"étude de Ia

sensibilig aux antibiotiques.

Dans les selles ou la flore aérobie esl constiruée essentiellement par les colibacilles. la
reeherehe de souches pathogénes. speciliques est Tondée suf la recherche d antigénes
parficuliers awe colibaeiliey cntéro-pathogene ou la recherche des colibacilles nitéio-

X inogene:

Ces recherches sont basés sur des méthades phénatvpiques (caractérisation des adhésines. des
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wxines), ou des methodes genotypiques (déiection des gépes 4 intérét par hybridation avec

des sondes spécifiques ou par PCR),

Dans les infectivms wrinaires. la mise en évidence danticorps sériques et la recherche
damticorps fixés swr les bactéries urinaires ont €€ proposé permettant de distinguer les
localisations haules ou basses de "infection. Ces techniques sont d’interprétation délicate.

{Nauciel CH et &l 2005 ; Ferron A.. 1984).
I-4-9 Antibiothérapie :

| "espece £ eodi reste duns ensemble sensible aux principaux antibiotques tels que
Iampicilline. les eéphalosporines. les aminosides. la colistine. les téwacyclines et le
triméthrapine-sullaméthosazole. Cependant un certain nombre de souches peuverit acquérir

de maltiples résistarices aus antihiotiques. (Berche et al, 1988 n aoussi A).

F-4- 10 Traitement ;

1-4-10-1 Traitement préventif :
Il coneerne surtou la prophvlaxie des diarrhées épidémiques et repose sur des mesures

d " hyvgiéne.

1+4-10-2 Traitement curaftif :
E.voli est habiiwellement sensible aux AT actits sur les bacilles & gram négatif, Leur
choix sera fonetion de la localisation de infection et par conséquent des propriétés

pharmacocinétiques et de la notion de 14 1ésistance acquise. (Ferron A., [984).
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Chapitre: 11 Les plasmides et Ia résistance anx antibiotiques.

II-L.es Plasmides

I1-1 Généralifés ;

Le terme plasmide fut introduit par le biologiste nmoléculaire américain Joshua Lederberg
en 1952
Les plasmides sont des molécules circulaires ou linéaires (chez quelques espéces bactériennes
telles que Streptomyces sp. Borrelia burgdorferi) d°ADN double brin, qui se répliquent de fagon
autonome par rapport au chromosome. Ils portemt généralement des génes qui ne sont pas
essentiels pour la survie de la cellule, sauf dans des conditions exceptionnelles. Par exemple, les

génes de résistance aux antibiotiques,

[]s sont variables de taille de quelques centaines i plusieurs milliers de puire de base: Certains
grand$ plasmides présents chez certaines espéces du genre Rhizobium peuvent €tre considérés
comme des mini chromosomes. Bien que de nombreux plasmides existent  I'état monocopie
dans une cellule bactérienne, certains sont présents en plusieurs exem plaires pouvantaller jusqu’a

20 ou 30 copies par cellule.

Plusieurs plasmides différents peuvent coexister dans une méme cellile sous condition de leur
compatibilité mutuelle. Certains plasmides peuvent s'intégrer dans 'ADN chromosomique de la
cellule-hdte o il peut rester intact pendant de longues périodes; et se réplique 4 chaque division

cellulaire de I'hdte. On les appels épisomes.

La majorité, mais non la totalité des plasmides, peut étre transférer d’une bactérie a une autre par
un processus appelée conjugaison. Généralement seuls des membres trés proches d'un genre
bactériens peuvent échanger des plasmides, mais certains plasmides qu'on peut qualifier
d’ubiquitaires peuvent étre transférds a des bactéries phylogénétiquement éloignées. (Primrose S et

al., 2004).
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. Chapifre: I Les plasmides et la résisiance aux antibiofiques

11-2 Structure molécalaire des plasmides ;

Les plasmides bactériens ont une organisation génétique modulaire, chaque madule étant
un segment d"ADN porteur d'un géne ou d'un groupe de génes et de sites agissant en cis qui

conférent une propriété particuliére au plasmideou 4 la cellule héte.

Un groupe de génes et de sites absolument essentiels, rep, effectue et contréle la réplication du
plasmide. Il occupe une région relativement restreinte 2 4 3 kb et parfois moins, comme chez
colEl, le facteur sexuel F d'E .coli contient deux mod ules rep fonctionnels et un troisiéme qui est
inactivée par une insertion ainsi que deux origines de réplication végétative F comporte done

plusieurs replicon.

Un autre type de module, tra, est responsable du transfert Conju;_g-aﬁﬁ chez F et R100, deux
plasmides eonjugatifs dans les quels tra représente un tiers du plasmide et contient au moins 25

génes.

Dautres modules conferent la reésistance & des ATB on d des métaux lourds,
Beaucoup de plasmides contiennent des éléments génétiques transposables :
# F contient deux copies d"183, une'd*1S2 ¢t le ransposon Tn100 (Fig.03).

» RI100 contient deux copies d’IST et le transposon tn 10 qui contient luj méme un géne de

résistance & la tétracycline,

Le petit plasmide colEl porte un géne codant pour la colicine E1, une bactériocine et un autre
conferant IMimmunité vis-a-vis de celui-ci. ColE| n’est pas un plasmide conjugatif, mais il
contient les génes mob qui Ini permettent d'étre mobilisé par un autre plasmide conjugatif

présent dans la cellule et d'&tre transféré dans une bactérie réceptrice. (Cunin R.. 1993).,
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Fig:13 : Cartes monicant la'tai)le et "organisation générale du plasmide F. (Prescott L VL ¢t af; 2003)

II-3 Fonetion des plasmides :

Les plasmides portent souvenl des génes utiles aux bactéries mais non essentiels 4 la
croissance normale et a la division de la cellule.
Un grand nombre de plasmides sont isolés & partir des bactéries et semblent ne pas avoir de

fonetion. Ces plasmides sont appelés plasmides cryptiques. (Nicklin J., 2000).
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I1-4 Propriétés codées par les plasmides :

11-4-1 Les plasmides conjugatifs :

Les plasmides conjugatifs sont les premiers plasmides qui ont été découverts chez la
bactérie Escherichia ¢oli dans les années 1950. On les appelle aussi facteurs de fertilité ou
plasmides F. Ces plasmides conférent 4 la bactérie hbte la capacité de synthése de pili sexuels, ot
la bactérie porteuse pewt transférer une copie du plasmide F par processus de conjugaison
bactérienne. Ils possédent au minimum une origine de réplication et tous les génes nécessaires 4

la synthése des pili et du transfert du plasmide. Certains de ces plasmides sont des épisomes. [4.

11-4-2 Les plasmides de résistance :

Les plasmides de résistance, appelés aussi plasmides ou facteurs R, codent des résistances
aux antibiofiques et aux métaux lourds, ont été découverts en 1959, au Japon ou on a refrouvé
chez les malades atteints de dysenterie bactérienne, une insensibilité 4 tout traitement antibiotique
dont la bactérie responsable Shigella dysentariae portait des génes de résistance 4 plusieurs
antibiatiques. Par la suite, on en a retrouvé chez d'autres bactéries (comme E. coli) et on a appelé

ces plasmides R,

Ils peuvent protéger la cellule par différents moyens :
# La synthese d'une protéine de résistance & la substance toxique qui va neutraliser en la
dénaturant, hydrolysant I'activité toxique de la substance.
» Modifier les propriétés d'enveloppe de Ja cellule et la rendre imperméable 4 la substance
toxique (comme c'est le cas pour les métaux lourds).

» Coder pour des protéines qui modifier la cible moléculaire de I’antibiotique. |4).
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Tab. IT : Mécanisimes cotrants de résistances aux anlibiotiques.codés par des plasmides. (Perry.l-J ef al., 2004).

e R e TSI (L Bt di by ok

B-lactamases Synthése de B-lactamases, enzymes qui déiruisent I”antibiot}:q'u,e_par
hyvdrolyse,

Chloromaphénicol ~Synthese d’une enzyme qui inactive I"antibiotique en |acylant.

Aminoglycosides  Synthese d’une ou de plusieurs enzymes qui inactivent "antibiotigue par
acétylation, pliospharylation ou adénylation.

Tétracyceline Synthése d*une protéine membranaire capable de transporter |"antibiotique i
I"extérienr de la cellule avant qu’il n'agisse au niveau des ribosomes.

Erythromycine Synthese d'une enzyme qui méthyle I’ARN ribosomique 23S, ce dernier ne
peut ainsi plus se lier avec 'antibiotique.

Triméthoprime Apparition d*un mutant triméthropine, forme insensible de la dihydrofolate
réductase.

11-4-3 Les plasmides métaboliques :

Certaines fonctions métaboliques peuvent également éire codées par des plasmides,
comme la biodégradation de molécules organiques complexes chez certaines espéces de

psevdomonas.

De grands plasmides codent pour des voies métaboliques de dégradation de composés
aliphatiques ou aromatiques tels que le toluéne, le benzéne, le naphtaléne, les octanes, I"acide

chlorebenzoique et les décanes ont été déerits ces dernidres années.

De tels plasmides permettent & la bactérie d’utiliser des composés organiques comime seul solice

de carbone et d*énergic. [4).
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I1-4-4 Les plasmides de virnlence :

Les plasmides de virulence portent des génes codant des facteurs de virulence, ayant un
role dans le pouvoir pathogéne des bactéries. Par exemple ' Eseherichia coli entérotoxigéniques
(ETEC) responsables de la diarrhée du voyageur hébergent au moins deux plasmides, ['un

portant les genes codant un facteur de colonisation, I'antre codant des toxines,

Certains plasmides codent des facteurs tumorigénes ; ¢'est le cas pour la « galle du collet » due &

un plasmide Ti (rumor inducing) hébergé par les bactéries du genre Agrobacterium. |4).

L1-4<5 Les plasniides Je bactén ivcines ;

Ces plasmides codent la synthése d'une protéine extracellulzire dont la biosynthése est
létale pour la bactérie productrice ainsi que pour les autres bactéries non-productrices
environnantes. Cependant, ces plasmides codent aussi une deuxiéme protéine intracellulaire de

résistance a cetie premiére toxine.

Chez E. coli, on ftrouvera différentes catégories de baetériocines (colicines codées par les
plasmides col). Par exemple le gene colE1 qui code une endonucléase et le gene eolE3. qui code

une ribonucléase destinée @ inactiver les ribosomes. [4}.
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II-5 La réplication plasmidique :

La réplication des plasmides est généralement réalisée par les enzymes cellulaires. De ce
faif, les genes portés par le plasmide Iui méme concernent principalement le contrle du
processus d’initiation de la réplication et la réparation entre les cellules filles des plasmides

répliqués.

La plupart des plasmides des bactéries Gram négatif se répliquent & la fagcon des chromosomes.
Cecl implique I'initiation & une origine de réplication et une réplication bidirectionnelle autour du
cercle, conduisant & un intermédiaire théta .Cependant. certains plasmides ont une réplication

wnidirectionnelle.

Du fait de la petite taille de I'ADN plagmidique compuré au chromosome, le processus entict e
réplication se fait rapidement, ce qui correspond peut &tre 4 un dixiéme ou woins encore du temps

total du cvele de division cellulaire.

La majorité des plasmides des bactéries Gram posifif se répliquent par le mécanisme du cerole

roulant, Ce mécanisme conduit 4 un intermédiaire simple brin.

La plupart des plasmides linéaires se répliquent en atilisant un méeanisme impliquant une

protéine amorce lide 4 |'extrémité 5 de chaque brin et qui est utilisé dans Pinitiation de la

synthése de I’ ADN. (Mardigan M et o/ 2007).
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11-6 L'utilisation des plasmides :
11-6-1 Vecteur de clonage :

Par des expériences de recombinaison in vitro. on sait intégrer dans un plasmide wi
fragmem d'ADN provenant d'uné autre source, on obtient ainsi un plasmide recombiné ou
plasmide chimeére. On pent faire pénétrer ces molécules recombindes dans des cellules

dépourvues de plasmide (transformation bactérienne).

On peut cribler les cellules qui ont regu une moléeule de plasmide grace aux génes du plasmide qui
sont sélectionnables (résistance 4 un antibiotique par exemple), Parmi ces cellules, on pourra
reconnaitre (ou sélectionner) celles qui portent un plasmide ayant intégré un fragment particulier de

I'ADN étranger.

L'ensemble des descondaiits d'une Lelle vellule constitue un clone. On dit gue l'on a cloné un
fragment d"ADN. Ce fragment sera beaucoup plus facile 4 obtenir, & purifier, et 4 étudier dans un

clone bactérien,
I1-6-2 Vecteur d'expression :

Une fois un fragment d'ADN cloné dans un plasmide on peut réussir a faire exprimer les
génes qu'il porte dans les cellules bactériennes (ZEscherichia coli). Cette expression nécessite la
transcription de ce fragment et la traduction du messager. On peut ainsi faire fabriguer des

rotéines étrangeres (par exemple l'insuline humaing, 'hormone de eroissance humaineg).
P g P

I1-6-3 Vectenr pour la transformation de cellules encaryotes :

On sait depuis quelques années introduire et faire exprimer de I'ADN dans des cellules
eucaryotes (levure, cellules.de Mammiféres en culture, cellules résultant des premiéres divisions
de l'eeuf d'un mammifére par exemple). On peut ainsi, aprés un clonage dans des cellules

bactériennes; réintroduire le gene cloné dans des cellules eucaryotes et le faire exprimer. [4].
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T1-7 Résistanee hactérienne aux anﬁbiotid;ues:

Les mécanismes génétiques et biochimiques, responsables dé la résistance des bactéries
aux-antibiotiques, permettent de mieux comprendre I*épidémiologie de la résistance (apparition et
diffusion des génes de résistanice et des souches résistantes) et de mieux appréhender les facteurs
responsables de la sélection des souches résistantes.

Sur le plan génétique, la résistance des baciéries aux anfibiotiques résulte soii d’une

résistance naturelle soit d*une résistance acquise.
[1-7-1 La résistance naturelle :

On peut parler de résistance naturelle si toutes les souches d’une méme espéce sonl
résistantes & un antibiotique. Flle a pour support génétique le chromosome bactérien et elle
permet de définir le speetre d’activité des antibioliques.

Exemple « Les bacilles & Gram négatif (Psendononas aeruginosa) sont naturellement résistants,
le plus souvent 4 bas niveau, aux antibiotiques hydrophobes et/ou de masse moléculaire élevée
(pénicilline G, pénicilling M....) car ces antibiotiques ne peuvent traverser la membrane externe
de la paroi.

On rencontre ce type de résistance chez les souches sauvages, n'ayant jamais ¢ét¢€ en contact avec

un antibiotique.
11-7-2 La résistance acquise
La résistance acquise résulte d’une modification du capital génétique permettant & une

bactérie de tolérer une concentration danti biotique plus élevée que celle quj inhibe les souches

sensibles de la méme espéce.
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[1-7-2-1 Mécanismes génétiques de la résistance acquise :
Une bactérie peut acquérir une résistance aux antibiotiques par deux grands mécanismes
génétiques. L'un a pour support le chromosome et définit une résistance chromosomique, l'antre

a pour support les plasmides et ils définissent une résistance extra-chromosamique,

» Chromosomique:
La résistance acquise survient lorsque quelques souches d'une méme espéce normalement
sensibles deviennent résistantes. Cette résistance peut-élre acquise par mutagenése.
Le phénomene de mutation est spontané avec une fréquence d’apparition de 1074 107, Cest un
éyénement rare,
L’antibiotique n'est pas I'agent mutagéne, il sélectionne seulement les mutants devenus

reststants. Cela peut conduire 4 la résistance 4 loute une famille dantibiotiques.

» Plasmidigue:
La résistance plasmidique est lide & la synthése des protéines additionnelles el non 4 une

modification des constituants normaux de la bactérie.

Les bactéries ont la capacité de transférer |"information génétique contenue sur le plasmide. La
plupart de ces cas de résistances se rencontrent a "hépital.
Souvent les bactéries ont rassemblé plusienrs génes de résistance sur leur plasmide et

["échangent. [3).
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Chapitie 11 Les &changes génétiques

La bactérie peut &tre I'ohjet de variations génétiques autres que la mutation. Celles-ci
peuvent résulter du transfert de matériel génétigue d'une bactérie a une autre par des processus

aussi différents que la transformation, la transduction et la conjugaison. [8].

III-1 La transformation

I11-1-1 Historigue :

Les premicres preuves sur la transformation bactérienne ont éte obtenues par le
scientifique’ britannique Frederick Griffith & la fin des anpdes 1920. II travaillait sur
Sterptococcus prewmoniae (le pneumocoque), e bactérie qui doit en partie sa capacité
invasive 4 la présence d’une capsule p,oj{ysaccharidlqﬂe. Des mutants sans capsule peuvent
blre tsoles, ils sont alors incapahle e cavser une infecfion ras mutants sont appalin T
souches R, car leurs colonies apparaissent rugueuses (rough) sur la gélose, au contraire de

I’apparence lisse des souches encapsulées, appelees souches S (smooth).

Une souris infectée avec des cellules d’une souche S succombe an bout d’un on deux jours &
une infection massive de prewiocoque. A I'opposé, T"injection des cellules R ne cause pas la

o,

Griffith a montré que si des cellules S tnées par la chalenr sont injectées avee des cellules R
vivantes, la souris développe une infection qui luj est fatale et la bactérie isolée de la souris
mortc est du type S. Griffith 4 conclu que les cellules R avaient &6 transformées en un

nouveaw type. (Fig.04).

En 1944, Avery, Macleod et McCarthy ont montré que la possibilité de transformer une
souche avirulante de S. preumonice en souche virulente, par une solution d’ADN de souche
virulente, éfait perdue quand cette solution éuait soumise a ’action d’ADNase. De tels
résultats ont prouvé que I"information génétique transmise par transformation, était portée par

I"ADN et non par les protéines ou I'ARN. (Mardigan M et al, 2007 ; Perry J ). et al., 2004).
P P
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T01-1-2 Définition :

La transformation est le premier modéle connu de transfert de matérie] génétique au
cours duquel 'ADN bicaténaire. libre, nu et en solution est fixé puis absorbé par des bactéries
réceptrices ou en état de compéterice. Cette absorption entraine aprés recombinaison de

nouveaux caractéres génétiques donc stables et transmissibles.{ Ferron A., 1984).

La fréquence de transformation pour des cellules trés compétentes se située aux envirou de
107 pour la plupart des espéces lorsqu” il ya un excés A’ ADN. (Prescott L M et Z.,2003), [10].
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11I-1-3 Mécanismes de la transformation :

II-1-3-1 Transformation naturelle (physiologigue) :

Tusqu” & présent, on a mis la transformation naturelle en évidence chez un certain
nombre de genres bactériens: Sirepiococcus., Staphylococcus., Bacillus, Haemophilus,
Neisseria.. Xanthomonas. Rhizobium, Acinetobacter, Psendomonase, Thermus er Azotobacte.
(Prescott L M et al, 2003. Mardigan M et al., 2007).

Cette transformation mis en jeu un ensemible de mécanismes variables selon les germes Gram

positifs et Gram négatifs. (Ferron A., 1984).

A-Chez les bactéries 3 Gram positif :

L'état de compétence nécessite l'apparition 4 la surface de la cellule d'un complexe
protéique constitué dune endonucléase, d'une exonucléase et d’une protéing membranaire
fixant ' ADN, une autolysine de la paroi cellulaires qui augmente la perméabilité.

Le mécanisme a été fort étudie chez . Preumoniae et passe par les étapes suivantes -
» Une cellule compétente lié un fragment d’ADN double brin de taille moyen : le
processus se fait au hasard puisque fous les fragments du donneur sont en
compétition entre eux. La capture de I"”ADN demande de ["énergie.

L’ADN est ensuite clivé par une endonucléase en fragments doubles brins

Y

d’environ 15 kilobases.
> L'exonucléase dégrade l'an des deux brins d'ADN alors que le deuxiéme brin

pénctre dans Je cytoplasme,

L'ADN peut alors étre dégradé par les enzymes cellulaires ou, sl est trés proche de 'ADN
chromosomique, il peut &tre wtilisé par les enzymes de réparation’ de I'ADN pour &tre

recombing avec le chromosome, (Fig,05). (Prescott et al., 2003). [9].
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nation gaturelle chez-une bactérie Gram positiF (Mardigan Met ol 2007)..

R -

B- Chez les bactéries & Gram négatif :

Les mécanismes sont proches, mais il existe deux différences essentielles :

» L'état de compéience et la capture de I'ADN sont associés 4 la présence de Dpetites

vésicules membranaires, appelées transformasomes, et qui font saillie & I'extéricur de

la cellule. T'ADN wansformant est capturé par ces vésicules et il est transporté dans
Vespace périplasmique dans leque] il est dégradé et un unigue brin d'ADN gagne le
cytoplasme avant d'gtre incorporé au chromosome. (Fig.06).
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® La capture de I'ADN exogéne nécessite la reconnaissance de séquences spécifiques de
10-a 11 Pb. Par exemple, la séquence AAGTGCGGTCA pour Haemophilus
influenzae ou la séquence GUCGTCTCAA pour Neisseria gonorrhoeae. Des
séquences d'une telle longueur ont peu de chance d'étre présentes sur de nombreuses
molécules d'ADN cela veut dire que seul des ADN speécifiques péuvent étre
transformants. [9].

| Transformasome |

. Paroibactériennse

Fig.06 : Mécanisme de la transformation naturelle chez ting bactérie Giam négatif. [19]. |
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[1-1-3-2 Transformation artificielle :

La transformation artificielle est d'un usage courant dans les laboratoires de biologie
moléeulaire. Ellea pour but de transférer diverses molécules d'ADN & des baciéries non

naturellement transformables telles qu’ Escherichia coli.

Pour rendre compétente la bactérie réceplrice, on utilise des techniques permettant de perforer
les enveloppes bactériennes, Une de ces techniques consiste 4 placer les bactéries et I'ADN
transformant dans un milieu riche en calcium et 4 soumettre le mélange & un choe thermique

(chauffage 442 °C suivi d'un refroidissement brutal dans [a glace).

Utie autre techmque classique est celle de l'électroporation qui consiste 4 soumettre les
bactéries 4 des impulsions électriques & haute tension (16kV/em) ayant pour bul de créer deg

pores dans les enveloppes bactériennes. (Singleton P., 2005).

III-1-4 La transfection :

Une bactérie peut étre transformée avee de I"ADN on ARN extrait d'um virus

bactérien. Ce processus est connu sous le nom de fransfection.

Si I"ADN provient d"un bactériophage lytique, la transfection conduit & une production virale.
La transfection est utile pour étudier les mécanismes de transformation et de recombinaison,
car la petite taille des génomes de phages permet d'isoler une population assez homogéne de
molécules d"ADN. Elle apporta dés 1964 Iévidence experimentale de Iuniversalité du code
génétique. Il est maintenant possihle de faire adopter aux bactéries des genes d’eucaryotes par

transformation artificielle. (Mardigan M et al, 2007 ; Ferron A., 1984).
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[T1-1-5 Importance de Ia transformation :

i » L'importance pour les bactéries de [a transformation naturelle est encore discutée et il

existe trois grandes hypothéses :

‘ * La captation d'un ADN étranger pourrait constituer une source de nucléotides el
la transformation n'aurait qu'une importance nutritionnelle.

‘ * La transformation serait un méeanisme permettant 4 la bactérie de réparer des

lésions de son ADN en incorporant de ' ADN potentiellement homologue.

* La captation d'ADN permettrait 4 la souche réceptrice d'augmenter la diversité

de son potentiel génétique. |9,

® Coomude de basleal o we grund inidrdy higorique @ L'ADIN est bien le suppo
chimique de I'hérédité, et non les protéines.

» 1) a permus ['établissement des premieres cartes génétiques partielles chez les bactéries.

» (lest une technique de base du génie génétique, utilisée guotidiennement dans les
laboratoires lors de clonage.

# Le concept de transférer de I'ADN par simple contact a été dévelappé avec des ADN
viraux dans les années 65, d'oi le terme dé transfection.

> En bactériologie médicale, son intérét est lié & l'émergence d'espéces résistantes aux
antibiotiques comme le pneumocoque ou récemment, le méningocoque.

» La découverte ultéricure de la transformation "artificielle” a permis alors de transférer
divers ADN sous forme de chimére ou hydride comme un plasmide sur lequel sont
clonés des génes bactériens, animaux ou humains & des bactéries non transformables

naturellement comme £. coli. [12).
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I11-2 La Conjugaison

1II-2-1 La découverte de la conjugaison :

En 1946 Joshua Lederberg et Edward Tatum étudiaient deux souches d’Z. coli présentant des

exigences nufritionnelles différentes.

% Les souches A ne poussait sur un milieu minimum que si I’on 'y gjoutait de la
méthionine et de la biotine: On décrit la souche A comme étant met- hio- thrt Jey+

thi+

% La souche B ne poussait sur un milieu minimum gue si on v additionnait de la
thréonine, de la leucine et de la thiamine. On décrit la souche B comme mer+

bio+thr- leu- thi-

% Les souches A et B sont mélangées et on sait que certaing descendants sont de type
sauvage, ¢’est-a-dire qu’ils ont retrouvé la eapacité de eroitre sur un milieu minimum

sans plus d’addition de nutriments .

Lederberg et Tatum étalérent les bactéries sur des boites contenant du milieu minimum Sans
supplément nutritionnel des bactéries de la souche A ou de la souche B, ou encore un mélange
des deux souches incubées ensemble pendant plusieurs heures dans un milieu liquide

contenant tous les suppléments.

Aucune colonie n*apparut sur les boites ensemencées avec uniquement des bactéries A ou B,
ce qui montre que des réversions n’avaient pu restaurer la prototrophe, ¢’est-a-dire la capacité
a pousser sur un milieu minimum sans supplément. Néanmoins, des colonies apparurent sur
les boites ensemencées avec un mélange de bactéries A et B, a la fidquence de 1/10 000 000
cellules éralées. Ce résultat suggérait qu'une sorte de recombinaison de genes avait eu lieu
entre les génomes des deux souches, produisant des prototrophes (Fig .07).

(Grifiths A J F ef a,2005).13].
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Fig.07: Decouverte de la conjugaison (Lederberg er Tatum 1946), | 13].

111-2-2 Défimition :

Processus sexuel strict qui implique I"union temporaire de deux cellules bactériennes

de sexes différents suivi d’un transfert unidirectionnel d’une partie du matériel géndtigue par

un pont cytoplasmique entre la cellule donatrice et la cellule réceptrice, puis la dissociation

des deux cellules ( excomjugants). Le transfert coneeme soit I'ADN chramosomique soil

PADN plasmidique. (Ferron A., 1984 ; Prescott L M ¢t 4/, 2003).
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IT1-2-3 Mécanismes de la conjugaison

I11-2-3-1 Chez les bactéries Gram négatifs :
A- Le Croisement F* X F

La conjogaison est déclenché par le contact entre deux cellules, un brin de I’ADN

plasmidique est coupé et est transféré dang la receveuse,

L’enzyme nécessaire pour initier le processus, Tral, est codée par I'opéro rra du plasmide F.
Cette protéine a aussi une activité bélicase et est done impliquée dans le déroulement du brin

transféré.

Au cours de ce transfert, la synthése d’ADN par le mécanisme du cercle roulant remplace
dans le donneur lé brin transféré, pendant que le biin d’ADN complémentaire est synthétisé
dans la cellule receveuse, Alors, 4 la fin du processus, la cellule donneuse et la cellule

receveuse possedent des plasmides complets (Fig.08). (Mardigan M et ul., 2007),

|y S
P

R AR A
A A

Fig. 08 : Le croissement F~ X F, [20],
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I1-2-3-2 Le Croisement Hfr X F

Au cours d'un croisement Fix F-, la fréquence des recombinaisons chromosomiques

est approximativement de 10”.

En 1953, Luca Cavalli-Sforza découviit de nouvelles souches, dérivées de bactéries F+, et
capables de transférer des marqueurs chromosomiques avec une fréquence 1000 fois plus
imporfante, Ces souches furent désignées Hfr pour haute fréquence de recombinaison (High

frequency of recombinaison).

Le transfert d’ADN débute lorsque le facteur F intégré subit une coupure & son site d’origine
du transfert. Tout en se répliquant, le chromosome passe par le pilus ou le tube de conjigaison
réunissant donneur et receveur. Parce que la coupure initiale se fait dans le plasmide F| seule
nne partie en est transfert au début de In conjugaison,

Dans un croisement Hfr x F- les bactéries F- ne deviennent généralement pas I+ ou
HIfT.(Fig.09). (Prescott L M et al.,2003),[13].
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Fig.09 : Le croissement HEr X F . [20].
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IM1-2-3-3 Le Croisement X F~

Le plasmide F étant un épisome, il peut guitter le chromosome bactérien.
Généralement l'excision du facteur F s'effectue correctement mais, dans quelques cas,
I'excision est incorrecte et le facteur F emporte avee lui une petite fraction du chromosome.
Le facteur F posséde alors toute l'information génétique nécessaire & la conjugaison et, de
plus; il porte un ou quelques marquewrs chromosomiques. Un facteur F ainsi modifié est

appelé I,

La conjugaison F” x F~ est essentieliement identique au croisement F x F~ . Ici ¢galement, le
plasmide est transféré mais habituellement les génes bactériens sur le plasmide F* sont
transtéré avee celui-ci ef ne doivent pus dle incorpords dons le chromosome de la cellule

receveuse afin d*&tre exprimés, (Fig. 10),

De cetfe manigre, des génes bactériens spécifiques peuvent se répandre rapidement dans une
population bactérienne. Un tel transfert de génes bactériens est souvent appelé sexduetion.
(Prescott L M et al.,2003).[13].
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Fig.10 : le croissemem F* X'F. |20).
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IT1-2-3-2 Chez les bactéries Gram positif :

Bien que la plupart des recherches sur les plasmides et la conjugaison aient été
effecruées sur £. coli et dautre bactéries Gram négatives, Tl existe des plasmides auto
transmissibles chez des genres bactéries Gram positif, comme Bagills, Streptococcus,

Enterocoecus, Stapylococeuc et Streptomyces.

Ces systémes sont beaucoup moins bien connus, Tl apparait que moins de geénes de transfert y
sont impliqués, petit étre parce que le transfert de ces plasmides ne semible pas exiger de pilus
sexuel. Par exemple, les cellules receveuses d’Enterococeus hirae libérent de courts peptides
servant de signaux chimiques, qui activent les génes de transfert des cellules donneuses qui

contiennent le plasmide adéquat .

Les cellules donneuses et receveuses adhérent I*une a Iautre directement, par I'intermédiaire
de protéines spéciales cadées par le plasmide et reldchéces par la cellule domeuse activée. Le

transfert du plasmide a alors liew. (Preseott L M et al., 2003).

IT-2-4 Conjugaison sans plasmide (transposition conjugatit) :

La transposition conjugative est une conjugaison due & un transposon conjugatif
Aucun plasmide conjugatif o'y intervient.
Découverte d'abord chez les bactéries Gram positives, elle est maintenant bien connue chez
les bactéries Gram-négatives. Des données indiquent qu’il peut y avoir transfert génétique

entre bactéries Gram positives et Gram négatives. [5]
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I11-3 La transduction ;

En 1951, Joshua Lederberg et Norton Zinder découvrirent que certains phages sont
capables de « mobiliser » des génes bactériens et de les fransporter d”une cellule & une autre.

Ils appelérent ce phénemeéne, transduction . (Grifiths A J F., 2002).
LI-3-1 Définition :

I s”agit d"um transfert partiel d>ADN bactérien par I'intermédiaire de bactériophages,
(vecteurs passifs). Dans la bactérie récepirice, ce transfert de génes bactériens peut

s’accompagner d’une recombinaison génétique.

Il cst déurit aussi ou bien chez les espéces Luciricuues & yram positil (staphylocoqie,

baclllug) qu'a pram népant (enterabactenes, pseudomonas).. (Ferron A., 1984}

II1-3-2 Méeanisme de la transduction
I1-3-2-1 La transduction généralisée ;

Dans la transduction généralisée (non spécifique), les phages possédent une
endonueléase qui fragmente les chromosomes hactériens de telle sorte que n’importe quel
gene d'une bactérie donatrice peut &tre intégré dans la capside des phages et transférer 4 une
bactérie réceptrice. Le segment d’ADN bactérien est nécessairement réduit pour étre contenu
dans la capside et seuls les pénes trés proches I'un de I'autre peuvent &tre transmis par un

méme phage (cotransduction).

La destinée de I’ADN bactérien transféré par un phage n’cst pas la méme selon que Ia

transduction est dite compléte ou abortive.

Dans la transduction compléte, le fragment transféré s’intégre dans le chromosome de la
bactérie réceptrice et le recombinant ainsi obtenu transmis 4 toute $a descendance le caractére

fransduirt.
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Dans la transduction abortive. beaucoup plus ﬁ'éq_uente que la précédente, le ffagmﬁnt
transtéré n'est pas infégré dans le chromosome ni répliqué. 1l n’est done transmis de la cellule

mére qu'a une des cellules filles Les génes qu'il contient continuent néanmaoins $’exprimé

(transeription). (Fig.11),

Si par exemple le fragment transféré -4 une bactérie immobile compaorte les génes déterminant
la synthése de flagelle actif, cette bactérie deviendra mobile et donnéra naissance en se

divisant & une bactérie mobile et & une bactérie immobile. A chaque division, la mobilité se

transmettra ainsi indéfiniment & une seule bactérie, (Ferron A., 1984).
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I11-3-2-2 La transduction spécialisée :

La transduction spécialisée (localisée, restreinte, spécifique) est un phénomeéne trés
particulier avec Ie phage lambda d"E.coli qui transfert la propriété de métabaliser le galactose.

Le prophage est situé sur le chromosome bactérien au voisinage immeédiatement des geénes
responsables du métabolisme du galactose de telle sorte qu’au courss de la réplication du
bactériophage,; ces génes peuvent se substitue a une pﬁl’tie du génome phagique (Fig.12).

Une fois libre les bactériophages petvent transférer aux bactéries réceptrices la propriété de
métaboliser le galactose. mais ces phages ayant perdu une partie de leur propre génome ne
pourrait plus étre répliqués : ils sont dites phages défectif. ( Boulahbal F., 2002 ; Ferron A., 1984) .
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Fig.12 : La transduction spécialisée par un baciériophage tempérs. (Mardigan M et al..2007) I
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Les échanges génétiques

II1-3-4 La conversion lysogénique :

La conversion lysogénigue est 'acquisition par une bactérie d'un caractére particulier
somatique déterminé par le génome d’un prophage spécifique. Elle peut étre causée par
expression des genes du phage par les cellules; ou par I'inactivation des pénes
chromosomiques lors de I"intégration du phage. Par exemple, les souches de Coryrebacterium
diphtérice qui provoquent la diphtérie sont lysogénies par un certain type de phage qui
encodent et expriment une toxine puissante. Les souches qui ne portent pas le phage ne

peuvent fabriquer la toxine et ne causent pas la diphtérie.

Chez staphylococcus aureus, I'intégration du phage L34a entraine la perte d’une activité de

lipase, due i P ivaclivation du géue chiromosomique correspondant.

Les caracteres qui s’expriment dans tout les bactéries lié a I"état lysogéne et disparait avec la

perte de cet état, ( Ferron A., 1984. Singleton F., 2005).
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1-Matériel et Méthodes

Les deux baciéries qui ont fait I’objet de travail nous ont été gracicusement fournies
par le laboratoire d’analyse bactériologique de ['hopital Ibn Zohr de la ville de Guelma.

Avant d’examiner les travaux d’extraction et de transformation, il est nécessaire de réactiver
les bactéries et de vérifier leurs morphologies, leurs caractéres biochimiques ainsi que leurs

comportements vis-a-vis les antibiotiques.
I-1-Etude baetériologique
1-1-1 Ensemencement sur milien de culture :

# Faire bouillir le milicu Hektoen,

# Coller le milieu dans des boites de Pétri.

» Laisser solidifier. puis préparer les suspensions bactériennes.

> Ensemencer par des stries chaque souche dans une boites de Pétri.
% Incuber 24h a 37°C.

I-1-2 Coloration de Gram:
Protocole mis au point en 1884 par le bactériologiste danois Hans Christian Gram. 11
permet de metire en évidence Jes propriétés de la paroi bactérienne et d’utiliser ces propriétés

pour les distinguer et les classifier selon le type (gram+ ou gram-) et la morphologie (bacilles

ou-coceis). [20].

¢ Les étapes de coloration de Gram :

» A partir de la culture a étudier préparer un frottis.

» Réaliser une coloration simple au violet de Gentiane, laisser agir pendant | minute.
# Ajouter le Lugol et laisser agir pendant 1 minute.

¥ Laver 4 'ean pnis a I'alcool.

Recolorer avec la Fuchsine, laisser agir pendant 30 secondes.

\":f

Page -41-


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

|
 iafiyichie Mifhodin

¢ Lecture:
Observer au microscope avee ["objectif 100x:

¥ Les bactéries G- sont roses.

> Les bactéries G+ ont de coloration violette. (Bourdon J.1 ¢t Marchal. N. 1981)

I-2 Examen lié aux caractéres biochimiques :
I-2-1 La Galerie API 20E :

La galerie API 20E est un systéme pour 'identification des Entérobaciéries el autre
bacilles Gram(-), utilisant 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés. ainsi qu’une
base de données.

¢ Principe :

La galerie API 20E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous fonme

déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension baciérienne,

Les reactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages

colorés spontanés on révélés par I*addition de réactifs.
¢ Mode opératoire :
L opération s effectuée selon les élapes suivantes
» Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau

distillée dans Jes alvéoles pour eréer une atmosphére humide.

» Remplir tubes et copules des tests: [CIT |, [VP |, |GEL|, avec la suspension

bactérienne.

» Remplir uniquement les tubes (st non les cupules) des autres tests.

Page -42-


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

iy —

¥ Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H,S en remplissant
leurs cupules avec "huile de paraffine.

> Refermer la boite d’incubation, coder et placer 4 37 °C pendant 18-24 heures.

e Lecture:
Noter sur la fiche de résultat toutes réactions spontanées. Si le glucose est positif et/ou

s1 3 tests ou plus sont positif : révéler les tests néeessitant 1°addition de réactifs,

# Test VP : ajouter une goute de réactif VP1 et VP2. Aftendre au minimum 10 minutes. Une

couleur rose iranche ou rouge indique une réaction positive.

e Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron foncée indigue une

reaction posifive,

# Test IND : ajouter une goutte de réactif de kowacks. Un anneau rouge obtenu en 2minutes

indique une réaction positive.

La lecture de ces réactions se fait selon le profil numérique 4 1’aide du catalogue
analytique API 20E.

Page -43- —


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

1S

— ——

Muliriale NF ot

1-3 L’antibiogramme ;

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d'une

souche bactérienne vis-a-vis d'on ou plusieurs antibiotiques supposés ou connus. [15].
¢ Principe:

antibiotique(s) et d’observer les conséquences sur la vie de la culture bactérienne.

Il peut se faire en miliew solide sur pélose (méthade des disques) ou en milieu liquide

(méthode des dilutions). .

I existe trois types d'interprétation selon le diamétre du cercle qui entoure le disque
d'antibiotique : souche ou bactérie sensible, intermédiaire ou résistante. [16].

¢ Mode Opératoire :

1l existe deux techniques d°ensemencement : inondation par la suspension prépare

ou étalement a "aide d’un écouvillon trempé de la suspension.
Nous avons utilisé la premiére technique qui passe par les étapes suivantes :

¢ L’mondation :
> Inonder la boite avec la suspension préleveée a la pipetie.
% DBien répartir la suspension en inclinant la boite dans toutes les directions.
» Aspirer 4 la pipette lexcés de la suspension.

# Sécher les boites pendant ung dizaine de minutes,
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¢ Application des disques :

» Déposer a la surface les disques d’ATB choisis en les appuyant légérement 4 I"aide de

e TIuncobation :
# Les boites sont placées dans I'étuve 4 la température adéquate (37°C) pendant 24h.

e Lecture ef interprétation &
La mesure des diamétres auteur des disques. (Joffin J N et 4., 2001)

¢ Les antibiotiques utilisés sont présentés dans le tablean TII:

Tah.: les antibiotigues utilisés,

| Acide pipemidique Pi | Quinolone 1° gén, 20pg ‘

Tétracycline [T | Tewacyelines | g

| - |
 Erythromycine E macrolides 5 —
1 - i '

Amoxicilline Amx | Aminopéniciline LT

‘ Sulfamide $S8 sutfamides 200ug

' pristinamycine PT | Macrolides-siraptogramines T Isug
| ) ] o R P o
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1-4 L’extraction d’ADN plasmidique :

L'extraction de I'ADN est une technique permettant d'isoler I'ADN de cellules ou de
tissus. L'ADN ainsi extrait peut ensuite &tr¢ utilisé pour des recherches de biologie
moléculaire, telles que la transformation, le séquengage, la PCR ou le clonage. (22].
L’extraction de I’ADN plasmidique a été effectuée selon la méthode déerite par Bimbain H.et
Dolys 8 en 1979,

1- Culture de Ia bactérie résistante :

» Ensemencer £.coli, révélé résistante aux antibiotiques par testes d°antibiogramme dans.
des boites de Pétri contenant Hektoen.
#  Incuber & 37°C pendant 24h.

2- L’extraction de PADN plasmidique.
» Ajouter Tm! de tampon de lvse (TES) sur la culiure

précédente et 3 1’aide d™un riteau récupérer Ja suspension
dans des tubes Eppendorif.

¥ Réaliser une centrifugation & 12000 tour/min pendant une
minute.

> Eliminer le surnageant et reprendre le culot dans du tampon de
lyse bactérienne (TES) puis vortexer,
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> Ajouter du SDS.et du NaOH.

> Réaliser une deuxiéme centrifugation 4 12000 tour/min

pendant 10min,

» Récupérer le culot et le suspendre dans de "acétate de sodium
¢t de I'isopropanole.

> Vortexer et laisser quelques minutes au froid (4°C).

» Cenfrifuger, récupérer le culot et laisser sécher.

> Ajouter de I*éthanol froid.
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» Centrifuger et laisser les tubes ouverts pour que I’éthanol

s’évapore.

» Conserver ’ADN dans le TE 44°C,

I-5 L.’¢lectrophorése :

L'¢lectrophorése en gel d'agarose est une méthode utilisée en biochimie et en biclogie
moléculaire pour séparer 'ADN, I'ARN ou des protéines en fonction de leur taille et de leur
poids moléculaire respectivement,

s Principe :

La technique de I'électrophorése en gel d'agarose est basée sur la séparation des acides

nucléiques chargés négativement sous leffet d'un champ électrigue. Cefie séparation

s'effectue 4 travers la matrice du gel d'agarose : les molécules de plus petites tailles se
déplacent plus rapidement et migreront plus loin que les molécules de tailles supérieures. |18).

Nous avons suivi ces étapes pour la réalisation de 1’électrophorése :
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1-Préparation du gel

» Mélanger i"agarose a raison de 1% dans le tampon TBE (Tris, Acide Borigue,
EDTA).

» Chauffer jusqu’a ¢bullition pour dissoudre I"agarose.

-"_..'

Ajouter 0,5 de bromure d"éthidium & I"agarose,

» Couler le gel lentement dans un moule jusquw’a.3 a Smm

&’ épaisseur,

> Placer un peigne, pour créée des puits pour les dépdts.

» Une fois le gel est solidifier retirer délicatement le peigne,
puis placer le gel dans la cuve d'électrophorése remplie
par le tampon TBE.

Page -49-


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

— = =2 =R e T

"
1 1

2-Préparation des échantillons 3 analyser

#  Dans un tube Eppindorff, mélanger 10pl de 1’échantillon
d’ADN a analyser avee 10pl d’eau distillé et 10p] de colorant
de charge (bleu de bromophénal).

3-dépbt

» L’échantillon est déposé 4 I"aide d’une micropipette dans les
puits.

» Brancher les cables de la cuye au générateur de maniére 4 ce
que les dépdts soient du coté cathode (-).

4-Migration
> Lamigration de I"ADN est faite de la cathode vers I’anode sous un champ électrique
de 69V.

5<L'observation :

> L’observation des bandes est obtenue sous une lampe 4 UV & 254 nm.
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I-6 Transformation bactérienne :

La transformation 2 2té effectuée selon la méthode décrite par Birnboin Het Dolys S.

en 1979.

e Préparatiov des bactéries compétentes

» Une préculture de la souche réceptrice sur le bouillon d’enrichissement nutritif

est incubée 4 37°C pendant une nuit sous agitation.

» Relancer la culture au 1/20 4 37°C sous agitation pendant 2 heuores pour obtenir

des bactéries en phase exponenticlle de croissance.
> Centrifuger a 6000 t/min pendant Smin.

Reprendre Je colol par 1ml de CaCl, (0,1M) froid.

vV

»> Réaliser une deuxigéme centrifugation 2 6000t/min pendant Smin.
» Ajouter 1ml de CaCl, an culot et laisser l¢ mélange 20 min a 4° C.
> Réaliser une froisiéme centrifugation 4 6000 t/min pendant Smin.
3 Reprendre le culot dans 50 pl de CaCl; froid,
# Trausformation bactériennes :
> Mettre dans un Eppindorff 10 pl d’ADN et 20 pl des celtules compétentes.
> Mettre "Eppindorff a 37°C pendant Imin puis Theure dans la glace.
» Ajouter Iml du bouillon nutritif et incuber sous agitation pendant une heure &

37°C.

Aprés la transformation, on est passé & la vérification de la possible acquisition de
caractére de résistance par la bactérie réceptrices et ceci par antibiogramme. .
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I-Etude bactériologique
I-1 Culture sur Hecktoen :

Lrisolement d'E. colf sur ce milieu nous a permet d’obténir des colonies qui apparaissent en

jaune saumon, bombées et lisses. (Fig.13),

Fig. 13 : Aspect des colonies des £, Colf sur Hecktoen

Ces aspects macroscopiques répandent & ceux d 'E. coll.
I-2 Coloration de Gram :

L’observation microscopique apres coloration de Gram nous a permis de révéler la

morphologie d*£. Coli qui est: Bacille a Gram négaiif. (Fig.14).

Fig. 14 1 Aspect des sotiches K. coli apres coloration de Gram.
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Ii- Examen liés aux caractéres biochimigues

-1 APIZ0 :

Le test API20 nous a permis de confirmer qu’il s’agit de I"espéce L.coli (Fig.15, Tab IV et
Tab V).

Fig. 15 : Résultal didentification biochimique &' Escherichia coli par a galetie APL20, I

Tah.IV : Résultat des 10 premiers tests de la galerie AP 120 ‘

. Tah,V : Résuliat dés 10 dermeérs tests de la galerie AP 120 ]

“Cuacteres| GEL.  GLU  MAN INO  SOR  RHA ]SAC.MEL  AMY ARA

Souche - | R L R
> + e = + + "= 4 M +
E, coli ' ' :
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iIl-Antibiogramme :

Les résultats du test d antibiogramme obtenus est résumé dans le tableau V1 (Fig. 16).

Erythromycine
| R $ (2,7mm)
Acide pipemidique
| B R S (1.2mm)
Sulfamide

R - R
Amoxicilling
| ' R S (2,5mm)
Tétracycline
Pristinamycine R S (1mm)

Fig, 16 : Resultats de Pantibiogramme d'E. coll (1) ¢t d'E. coli (2). ’
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A partir de ces résultats nous constatons une différence dans le comportement des
espéces d'F. coli vis-a-vis les antibiotiques ol £ cofi (2) est fortement résistante aux cing
antibiotiques qui sont: Acide pipemidique, Tétracycline, Erytromyeing; Sulfamide et
Pristinamycine, qui laisse penser que cette espéce rénferme un ou plusieurs molécules d°ADN
plasmidique qui contient le ou les génes de résistance aux antibiotiques.

On partant sur ceite hypothése, nous avons procédé & I'isolement du plasmide & partir
de Iespece résistante V. coli (2), pour transformer ensuite /2. coli (1) sensible aux

antibiotiques précédents.
11y a signaler que les deux souches testées sont résistantes 4 I'amoxiciline,
VI- L’extraction de I"ADN plasmidique :

L’extraction a permet d’obtenir un précipité caracténistique de 1’ADN plasmidique
culot visqueux et coloré en orange (Fig.17). Cette coloration provient probablement du milieu
Hektoen.

L extraction nécessite une analyse par électrophorése pour déterminer la taille ainsi

que Jedegre de pureté.

Fig.17 1 Un précipite d' ADN plasmidique
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V- L’électrophorése :
Afin d’estimer le degré de pureté ainsi gue la iaille de ces ADN plasmidiques,
I"observation @ UV nous a permet de visualiser des bandes d’ADN bien nettes colorées en

rouge —orangée en raison de la flnorescence du BrEt sous la lumigre UV (¥ig,18).

Fig. 18 :I'observation des bandes "ADN sous UV. |

Le non disponibilite d’un témoin de taille, nous a empéchées de Iutiliser et done

d’estimer la taille des bandes obtenues.
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TV-Transformation :

Le résultat de la transformation de I'espéce sensible par I'’ADN plasmidique extrait 4
partir de "espéce résistante est vérifie par le test d’antibiogramme.

Les résultats abtenus sont montrés dans Ie tableau VI ainsi que dans Ja Fig.19

Ty VL5 Lo résultats dew tests T sntibiogratmes sprés transformation J

Souches  E.coli non trapsformes Zeolf transformee.

Acide pipémidique $ (2.7mm) S (2. 7Tmm)
Erythromycine S (1 4mm) S(1.4mm)
“Téwacycline S (2,5mm) S (2,2mm)
Pristinamycine S (Imm) S (0,8mm)
Sulfamide "N S (1,2mm) R
| R

Fig.19: Les résultats de test de I"zntibicgramme avani et apres de la transformation.
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I analyse de ces résuliats montre que E.coli testée est sensible aux antibiotiques.et
ceci avant la transformation. Cependani, aprés transformation nous avons constaté que cette
bactérie reste toujours sensible aux anfibiotiques : Acide pipémidique, Erythromyeine,
Pristinamycine, ainsi gu'avec la tétracycline mais avec un diaméire d inhibition inferieur.
Selon Joffin J N, Leyral G., (2001) la zone d*inhibition de 2.2mm est considérée comme zone

de sensibilité.

Seul le comportement avec le sulfamide a montré un changement radical de sensible vers
résistant, Cetie derniére observation peut éire expliquée par la réussite de la transformation,
¢’est-a-dire I"acquisition de I'ADN plasmidique portant lc géne de résistance an sulfamide par
Fesdt inthalement sensible au sultamide.
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La bactérie £ coli peut héberger dans son cytoplasme des plasmides poriants la
caractenstique de résistances aux antibiotiques dont certains sont transférables a d’autres

E. coli dépourvue de plasmides.

Avee les résultats de la transformation obtenus dans ce travail, nous constatons que le
pouvoir de transformation des plasmides entre les bactéries est un phénoméne natrelle.
Cependanl, il est ia cause de I’apparition du caractére de résistance, ¢e gui conduit souvent au

développement des infections surtout dans le milieu hospitalier.

A T'issue de ce travail, nous considérons que nous avons atteint les objectifs fixés au
preéalable a savoir Iextraction d’ADN plasmidique, la transformation bacténenne et la
démonstration du pouvoir transformant de I’ADN plasmidique. Nous souhaitons que ces
modestes résultats ne soient que le commencement pour d’autre étude de biologie moléculaire

dans notre lzboratoire.
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Résume

At cours de ce travail, nous avons utilisée 4 étapes pour 1’étude du pouvair de la

transformalion des caractéres transportés par les plasmides d une bactérie a une autre :

I-L extraction de I’ADN plasmidiques & partir d'une bactérie Escherichia coli résistante au

sulfamide.

2- Séparation de cet ADN plasmidique par migration sur gel d agarose. et son observation sur
plaque a UV,
3- La transformation d"une bactérie £ coli sensible au sulfamide par cet ADN plasmidique.

4- Confirmation de la transformation de la bactérie sensible en une hactérie résistantes au

sulfamide.

Les mots clés : E. coli, plasmide. résistante, sensible, transformation.


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Abstraet:

During this work. we used four steps to study the power of {ransformation characters
carried by the plasmids from one bacterium to another;
i- Extraction of plasmid DNA from bacteria E.coli resistant to sulfamide.
2 - Separation of the DNA plasmid by migration on agarose gel, and its observation on UV
plate..
3 - The transformation of bactena E.coli sensitive to sulfamide by the DNA plasmid.

4. Confirmation of the transformation of bactereia sensifive to bacteria resistant to sulfamide.

Key words: plasmid, /£ eoli, resistant, sensitive, fransformation,
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