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Résumé

Une mutation est un événement imprévu qui entraine une modification d’un trait
héréditaire. Ces occurrences sont rares et sont souvent per¢ues comme des anomalies du

processus.

Dans cette étude, nous avons utilis€ un agent mutagéne physique, a savoir les rayons
ultraviolets (UV), pour induire des mutations chez E. coli et Proteus mirabilis. Nous avons
constaté que 1’exposition prolongée aux UV entrainait la sensibilité et la mort des cellules
bactériennes. De plus, des tests de sensibilité aux antibiotiques réalisés avant et apres
I’exposition aux UV ont révélé une induction de résistance des bactéries aux antibiotiques apres

cette exposition.

La mutagenese par UV a mis en évidence la sensibilité et la mortalité des cellules bactériennes

apres une exposition prolongée aux UV.
Mots clés : mutagénese, rayons ultraviolets, Escherichia coli, Proteuse mirabilis.

Antibiotique



Summary

A mutation is an unforeseen event that causes a change in a hereditary trait. These

occurrences are rare and often perceived as anomalies in the process.

In this study, we used physical mutagens, ultraviolet (UV) light, to induce mutations in E. coli
and Proteus mirabilis, in the absence of chemical mutagens. We found that prolonged UV
exposure led to sensitivity and death of bacterial strains. In addition, antibiotic sensitivity tests
performed before and after UV, exposure revealed increased resistance of bacteria to many

antibiotics after this exposure.

UV mutagenesis demonstrated the sensitivity and mortality of strains after prolonged UV

exposure. .

Keywords : mutagenesis, UV rays, Escherichia coli, Proteus mirabilis ,Antibiotic.
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INTRODUCTION

Les particularités de chacun sont essentiellement explicables par I’ADN qui, comme
un plan d’architecte, codifie tout notre organisme. Mais il n’est pas figé et peut évoluer sous
I’influence de son environnement. L’ADN code également les risques de développer certaines
maladies. (Cea,2007)I1 arrive que des erreurs se glissent dans ces recettes. On parle alors de
mutation génétique. Ces mutations se produisent lorsque I’ADN est modifi¢ ou endommagg. Et
quand la’recette change, les cellules ne comprennent plus aussi bien la commande qu’elles
doivent exécuter. Autrement dit, les génes mutés ne remplissent plus leur role correctement, et
cela peut avoir un impact lors de la division des cellules.Toutes sortes de phénomeénes peuvent
provoquer des mutations dans un geéne. Certaines mutations sont inoffensives, mais d’autres
peuvent augmenter le risque de cancer (procur,2023) Dans le spectre électromagnétique, le
rayonnement ultraviolet UV est classifi¢ comme ayant une longueur d’onde comprise entre 100
nm et 400 nm. Ces longueurs d’ondes sont plus courtes que celles de la lumicre visible et plus
longues que celles des rayons X. Il existe trois classifications de la lumiére UV : les UVA ont
des longueurs d’ondes comprises entre 315 nm et 400 nm, les UVB ont des longueurs d’ondes
comprises entre 280 nm et 315 nm, et les UVC ont des longueurs d’ondes comprises entre 100
nm et 280 nm (Rich,2022). Le rayonnement UV a un impact sur la sant¢ humaine, a la fois
positif et négatif. Une exposition trop importante peut étre nocive, tandis qu’une exposition

modérée a des effets bénéfiques. (Rich ,2022).les rayons ultraviolets dans la région 240~280

nm ont un pouvoir bactéricide plus fort. Ce produit peut tuer efficacement les bactéries sur la
sonde b-ultrasons dans les 10 ~ 30s. (Hubie ,2009). L’exposition prolongée aux rayons UV
joue un role dans le développement de la cataracte et d’autres maladies oculaires responsables
d’une grande partie des déficiences visuelles dans le monde. Des réactions cutanées anormales
dues a la sensibilité a la lumiere, telles que des photo dermatoses et des réactions photo toxiques
aux médicaments, peuvent également se produire (Lucas et a/,2019). Cependant, de petites
quantités de rayonnement UV sont essentielles a la synthése de la vitamine D nécessaire a la
santé des os et a la fonction immunitaire, avec des avantages pour les maladies de la peau telles
que le psoriasis (Lucas et al., 2019).Le stérilisateur médical a ultrasons ultraviolets utilise des
rayons ultraviolets de 280 nm pour désinfecter et stériliser. Le rayon ultraviolet est une sorte

d’onde lumineuse invisible, qui existe en dehors de 1’extrémité du spectre du rayon ultraviolet.
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Dans cette étude, deux Souches différentes de bactéries Escherichia coli et Proteus

mirabilis ont été exposées au rayonnement ultraviolet pendant une Période de temps (16min).
Le contenu de cette mémoire est organisé en cinq chapitres :

» Les deux premiers chapitres présenteront une bréve revue de littérature sur les
bactéries, L’ADN et la mutagénése, ainsi qu’une étude spécifique sur les bactéries utilisées
dans cette recherche, a savoir Escherichia coli et Proteus mirabilis

» Le troisiéme chapitre détaillera les outils méthodologiques utilisés dans cette étude.

» Le quatriéme chapitre présentera les résultats de nos recherches.

» Le cinquiéme chapitre sera consacré a la discussion de notre travail.
>

Enfin, une conclusion générale sera proposée pour conclure.
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CHAPITRE I

Les Bactéries

1.1. Histoire et définition des bactéries

Dans une infusion de poire, avec un microscope rudimentaire, Antoine van Leeuwenhoek,
obscur drapier de Delft, fut le premier étre humain a observer des bactéries. Cette incroyable
découverte date du 10 juillet 1676, et pourtant, les microbes furent les premicres créatures
vivantes apparues sur terre il y a plus de trois milliards d’années. D’étres unicellulaires, les
microbes ont évolué vers des organismes complexes qui ont donné naissance aux plantes, aux

animaux et aux hommes ( Patricke ,2007).

Les bactéries sont des organismes unicellulaires microscopiques. Elles font partie des
premieres formes de vie connues sur terre. Il en existe des milliers de types différents, et elles
vivent dans tous les environnements possibles, partout dans le monde. Elles vivent dans la terre,
dans la mer et dans les profondeurs de la crofite terrestre. On a méme rapporté que certaines
bactéries vivaient dans les déchets radioactifs. De nombreuses bactéries vivent sur et dans le
corps de I’homme et des animaux (au niveau de la peau et dans les voies respiratoires, la bouche,
le tube digestif, les voies génito-urinaires) sans causer de préjudices. De telles bactéries sont
appelées flore résidente, ou micro biome. Il existe au moins autant de bactéries dans la flore
résidente qu’il existe de cellules dans I’organisme. La plupart des bactéries de la flore résidente
sont en fait utiles a ’homme, par exemple, en aidant a la digestion des aliments ou en empéchant

la croissance d’autres lus dangereuses. (Larry, 2022)
I.2. Croissance et culture des bactéries

L’estimation de la croissance bactérienne est basée sur deux critéres, la masse cellulaire et
le nombre de bactéries, qui augmentent dans des proportions variables au cours de la croissance.
La masse cellulaire est mesurée selon la densité optique du milieu, tandis que le nombre de
bactéries viables est estimé d’apres le nombre d’unités formant colonie sur milieu de culture

solide, ensemencé a partir de suspensions, diluées en série, de la culture.( Michel,2007)
1.3. Structure cellulaire

I1 existe des millions de différents types de bactéries dans le monde. C’est pourquoi il est
important de se doter d’un systéme permettant de les répertorier. Les scientifiques classent

généralement les bactéries en fonction de deux caractéristiques :
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e [’épaisseur de leur paroi cellulaire

e Leur forme.

Pour déterminer 1’épaisseur des parois cellulaires bactériennes, les scientifiques utilisent une
technique appelée coloration de Gram. Ils teintent les bactéries Avec un colorant appelé cristal
violet. Une paroi cellulaire épaisse conservera sa couleur violette, contrairement a une paroi

mince.

Les bactéries a Gram positif ont des parois cellulaires €paisses. Lorsqu’elles sont colorées,

elles apparaissent bleues ou violettes.

Les bactéries a Gram négatif ont des parois cellulaires minces. Lorsqu’elles sont colorées,

elles apparaissent roses ou rouges. (Bruckner, 1993)
1.4. Morphologie des bactéries

Diftérents types de microbes ont des formes différentes, mais caractéristiques. Dans Des
conditions appropriées, la forme et la taille des microbes sont relativement stables. Il est
Important de connaitre la structure morphologique des microbes, car elle nous permet de Mieux
comprendre la physiologie microbienne, les mécanismes pathogénes, les Caractéristiques
antigéniques et nous permet de les identifier par espeéce. De plus, la Connaissance de la
morphologie microbienne peut étre utile pour diagnostiquer la maladie et Prévenir les infections
microbiennes :Les bactéries sont des microbes complexes et tres variables. Ils se présentent
sous Quatre formes de base : sphérique (Cocci), en forme de batonnet (bacille), en forme d’arc

(Vibrion) et en spirale (spirochéte) (Atlas , 2015).
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/W

(Treponema pallidum)
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Figure 1 : les formes des bactéries (Bailey, 2019)
I.5. la bactérie : Escherichia coli

La bactérie Escherichia coli, décrite pour la premiére fois par le pédiatre allemand Theodore
Escherich a la fin du XIXe siécle (Escherich, 1885), est désormais bien connue sous ce nom.
Elle appartient a I’espece Bacterium coli commune et a été isolée a partir des selles de bébés
nourris exclusivement au lait maternel. (Delphine, 2008). E. coli est une bactérie établie dans
le tube digestif des humains et des animaux a sang Chaud. La plupart des souches d’E. coli sont
inoffensives et seules quelques-unes sont pathogénes et entrainant alors des gastroentérites,
infection urinaire, méningites ou septicémie (Kaper ,2004). Le tractus digestif constitue son
habitat primaire. La bactérie E. coli est présente Principalement au niveau du colon et du ceecum
a des concentrations supérieures a 106 UFC/g de contenu intestinal. Elle demeure trés souvent
dans le mucus recouvrant les cellules epithéliales de la paroi du tube digestif qui constitue une
niche écologique favorable Pour son développement de par ses conditions de température,

d’humidité et de disponibilité en Nutriment (Chalmers et al, 2000).
1.5.1 Historique et ’habitat

En 1885, un médecin allemand du nom de Theodore Escherich a identifi¢ pour la premiére
fois La bactérie Escherichia coli dans des selles de nourrissons, en inventant le terme Bacterium

coli Commune (Mainil, 2003). Castellani et Chambers lui ont donnée son nom actuel, en 1919.
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Depuis lors, E. coli est devenu la bactérie la plus étudiée (Ayad,2017). En termes d’habitat, E.
Coli est abondante dans la flore commensale, notamment dans le tube digestif. Elle est
¢galement Tres répondue a I’environnement, tels que 1’eau, le sol, et la nourriture (Baraduc et
al,2000). Le nom commun colibacille attribué a E. coli est une contraction du c6lon Bacille qui
fait. référence a sa localisation dans le tube. Cette bactérie est I’espéce dominante de la flore
intestinale aérobie (107 A 108 UFC/g de selle chez I’adulte). Elle peut devenir pathogeéne si Les
défenses de 1’hote se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers

(Nauciel et Vildé, 2005).
1.5.2 Taxonomie

L’espéce Escherichia coli appartient au genre Escherichia de la famille
Enterobacteriacea,Qui a son tour fait partie de 1I’ordre des Entérobactéries, de I’embranchement
des Protéobactéries y rattaché au régne des bactéries (Greatorex et Thorne,1994) E. coli, et
plus globalement les coliformes, sont recherchés dans les aliments comme Indicateurs de
contamination fécale ; leur présence fournissant une indication sur 1’éventuelle Contamination
de l’aliment par des bactéries pathogénes d’origine digestive, notamment les Salmonelles
(Laskin et lechevalier, 1994) .L’espece Escherichia coli appartient au genre Escherichia de
la famille Enterobacteriacea, Qui a son tour fait partie de ’ordre des Entérobactéries, de
I’embranchement des Protéobactéries y rattaché au régne des bactéries (Greatorex et thorne.,

1994)

1.5.3 Classification
e Regne : Procaryote
e Domaine : Bactérie
e  Phylum : Proteobacteria
e (lasse : Gammaproteobacteria
e Ordre : Entérobactérie
e Famille : Enterobacteriaceae
e Genre : Escherichia
e Escherichia coli

La classification d 'Escherichia coli ( Bergey’s, 2012).
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1.5.4 Caractéres bactériologiques :

I.5.5.1 Caractéres morphologiques :

Escherichia coli, membre des Entérobactéries, est une bactérie fine et allongée, Gram
négatif, a faculté aéroanaérobie, sporulée, mesurant de 2 a 4um de long sur 0,4 a 0,6um de
large, mobile grace a une ciliature péritriche. Ce micro-organisme peu exigeant se cultive
facilement sur des milieu ordinaires. Environ 18 a 24 heures aprés incubation sur des milieux
solides, les colonies présentent des caractéristiques arrondies, lisses, brillantes et homogenes,
avec des bords réguliers et un diametre de 2 a 3 mm. Développe également sur des milieux
sélectifs pour entérobactéries tels que Mac Conkey et Drigalski. (Figure 2). (Mendaci et

Mihoubi , 2015)

/ = A. Flagella F. Periplasmic space
g B. Nucleoid region G. Cell wall
,/ C. Ribosomes H. Ouwter membrane
A. D. Cytosol L. Pili

E. Plasma membrane

Figure 2 : Morphologie et structure de la bactérie Escherichia coli (Soumaila,2012)
1.5.5.2. Caractéres biochimiques :

E. coli est classée dans la famille des Enterobacteriaceae. Elle partage les caractéristiques
typiques de cette famille : elle est un bacille Gram négatif, non sporulé, habituellement mobile
grace a des flagelles péritriches. Elle peut vivre dans des environnements aérobies ou anaérobies
facultatifs, avec un métabolisme respiratoire et fermentaire. Elle est négative pour 1’oxydase,
positive pour la catalase et positive pour la réduction des nitrates (Tableau 1). (Bidet et bingen,
2011).
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Tableau 1 : Caractéres biochimiques d’Escherichia coli (Flaudrois, 2004)

Test | Glu | Lac | HoS | Gaz | CS | GEL | MAL | LDC | NTI | ODC | ADH | URE

Résultat | + + + + - - +/- +/- | +/- - -

I..5.5.3 Caractéres antigéniques

D’apres la classification antigénique des entérobactéries, E. coli présente une diversité
d’antigenes liés a quatre types de structures, comme rapporté¢ (Vaish et al. 2016, Vidic et

al,2017).

Les antigénes somatiques de type O sont stables a la chaleur et associés aux

lipopolysaccharides de la paroi cellulaire.

Les antigeénes flagellaires de type H, présents chez les souches mobiles, sont thermosensibles

et liés aux protéines des flagelles.

Les antigénes de surface de type K, aussi connus sous le nom d’antigénes de capsule ou
d’enveloppe, sont principalement des polysaccharides. Ils masquent les antigénes somatiques
de type O et entravent le sérotypage en leur présence. Parmi ces antigénes de type K, I’antigene
L est thermosensible et le plus courant. Un chauffage a 100°C pendant une demi-heure le

détruit, exposant ainsi I’antigéne O pour le sérotypage.

L’antigéne A est plus rare et résiste a une température de 100°C. Seul un autoclavage a 121°C
pendant une heure permet de le démasquer. Quant a I’antigéne B, sa thermolabilité est
intermédiaire entre les antigenes L et A. Un chauffage a 100°C permet le sérotypage, mais une

exposition prolongée peut le détruire totalement. (Dembel,2006).
1.5.5.4 Caractéres culturaux

E. coli est une bactérie mésophile, son optimum de croissance est proche de la Température
corporelle des animaux a sang chaud (35-43°C). La limite de croissance Inférieure se situe aux
environs de 7°C (Hanes, 2003). Sur gélose nutritive : apparue sous forme de colonies arrondies,
humides, brillantes et de Couleur blanchatre ou légeérement jaunatre lisse (S) ou rugueuse ® ou

parfois muqueuses (Figure 3). (Denis ,2007).



Chapitre I Les bactéries

Figure 3: Aspect de Escherichia coli sur milieu Mac Conkey(Alain .2015)
1.6 La bactérie : Proteus mirabilis

1.6.1 Généralité

Les especes de Proteus sont des membres de la famille des Enterobacteriaceae. (Hamilton
,2018) Gustav Hauser a découvert le genre en 1885, mais depuis, il a été divisé en plusieurs
especes, dont Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Proteus penneri, Proteus hauseri, ainsi que
trois especes génomiques sans noms (numérotées 4, 5 et 6) (Drzewiecka,2016).Au cours du
XXe siecle, la classification des bactéries du genre Proteus a évolué. Actuellement, le genre
Proteus est class¢ dans la famille des Enterobacteriaceae, faisant partie de [’ordre

Entérobactérales, qui inclut notamment I’espeéce Proteus mirabilis. (Bergey’s ,1998)
I.6.2 Classification

e Reégne : Bacteria.

e Embranchement : Protoebacteria.
e C(lasse : Gamma Proteobacteria.
e Ordre : Entérobacteriale.

e Famille : Enterobacteriaceae.

e QGenre : Proteus.

o Espéce : Proteus mirabilis (Bergey’s ,1998).
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1.6.3 Habitat

Les microorganismes du genre Proteus sont souvent présents dans divers environnements
naturels tels que les eaux souillées, les sols et le fumier. Leur capacité a décomposer les matieres
organiques, y compris par I’hydrolyse de I’urée et la désamination oxydative des acides aminés,
en fait des acteurs importants dans le processus de décomposition des matieres organiques
d’origine animale (Leulmi, 2015). Elles jouent un role dans la dégradation de la maticre
organique provenant des animaux, ce qui les conduit fréquemment a €tre trouvées dans les
excréments humains et animaux. (Janda et Abbot, 2006) .Environ un quart de la population
humaine sont porteurs intestinaux de Proteus Patients peuvent étre infectés par leurs propres
flore (auto infection) .Ces bactéries sont souvent des résidents fréquents du tube digestif humain
et animal. Les infections peuvent aussi se propager par contact avec des bactéries provenant

d’autres individus ou d’une source commune (Holt, 1986).

1.6.4 Aspect a morphologique

Les bactéries de I’espece Proteus mirabilis se présentent sous la forme de petits bacilles
Gram négatif, généralement trés mobiles, avec une morphologie polymorphe. Elles mesurent
de 0,4 a 0,8 um de diametre sur 1,0 a 80 um de longueur et sont tres flagellées. Elles alternent
entre des phases de nage individuelle et des phases de grouillement hyper-flagellé. (Belas,
1996). Le Protée mirabilis peut s’étendre et libérer un polysaccharide lorsqu’il est en contact
avec des surfaces solides, ce qui le rend trés mobile sur des surfaces comme les équipements
médicaux. Il se distingue par sa capacité de nage en essaim, sa capacité a fermenter le maltose
et son incapacité¢ a fermenter le lactose. (Liu, 2010). Proteus mirabilis peut présenter deux
formes morphologiques et physiologiques distinctes : les cellules de nage et les cellules
grouillantes. En suspension aqueuse, elles adoptent la forme de nageurs, de petites cellules en
forme de tige d’environ 2 mm de longueur, dotées de 8 a 10 flagelles pour la motilité.
Lorsqu’elles entrent en contact avec une surface, elles se transforment en cellules grouillantes,
s’allongeant considérablement pour former des filaments flagellés de 20 a 80 mm de longueur.
Ces cellules s’alignent en paralléle pour former des radeaux capables de se déplacer rapidement
en masse sur les surfaces. Sur des surfaces semi-solides comme la gélose, elles forment des

anneaux concentriques de croissance. (Pearson , 2008).
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1.6.5 Caracteres culturaux

Sur les géloses nutritives ou au sang incubées a 37°C, P. mirabilis, P. vulgaris et parfois .P
penneri peuvent coloniser la surface des milieux de culture en formant des halos concentriques,

des motifs en hérisson ou en fil barbelé, selon le degré d’envahissement. (Schultz, 2018).
1.7 Résistance bactérienne

La résistance aux antimicrobiens est un concept relatif, avec de nombreuses
définitions de la « résistance bactérienne aux antibiotiques » basées sur différents criteres
(génétiques, biochimiques, microbiologiques, cliniques) qui peuvent différer. Les critéres
microbiologiques se basent sur la résistance in vitro, tandis que les critéres cliniques se référent
a la résistance in vivo. En microbiologie, une souche est considérée résistante si elle se
développe en présence d'une concentration plus élevée d’antibiotique par rapport a d’autres
souches similaires. La résistance ne peut étre évaluée que par comparaison entre au moins deux
souches, dont I’une est souvent une souche sauvage, prélevée dans la nature, et I’autre cultivée
en laboratoire dans des conditions similaires. En clinique, une souche est qualifiée de résistante

si elle survit a une thérapie antibiotique. (Muylaert et Mainil ,2012).

1.7.1. Types de résistance aux antibiotiques

1.7.1.1 Résistance naturelle (intrinséque)

La résistance naturelle est un trait présent chez toutes les souches d’une méme espece. Elle
est détectée des les premicres études sur un antibiotique pour évaluer son activité et définir son
spectre antibactérien. Cette résistance peut résulter de 1’inaccessibilit¢ de la cible pour
I’antibiotique, de sa faible affinité pour celui-ci, ou méme de son absence. La résistance
bactérienne naturelle est permanente et d’origine chromosomique. Elle reste stable et est
transmise a la descendance lors de la division cellulaire (transmission verticale), mais elle n’est
généralement pas transférable entre différentes bactéries (transmission horizontale). (Sylvie,
2009).

1.7.1.2 Résistance acquise (extrinséque)

C’est un phénomene qui ne concerne qu’un nombre limité (ou parfois un grand nombre) de
souches d’une espéce donnée. La résistance acquise peut étre moins stable, mais elle a tendance
a se propager largement dans le monde bactérien. Elle résulte d’une altération du matériel
génétique de la bactérie, lui permettant de survivre a des concentrations d’antibiotiques plus
¢levées que celles qui inhibent les souches sensibles de la méme espéce. Sur le plan génétique,

cette résistance peut étre acquise de deux maniéres différentes : par des mutations touchant les

11
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genes présents sur le chromosome ou par I’acquisition de genes étrangers. Ces geénes peuvent
provenir du chromosome d’especes différentes ou Etre transportés par des éléments génétiques

mobiles pouvant étre transférés d’une bactérie a une autre. (Lozniewskai,2010).

1.7.3 Meécanismes de résistance bactérienne

Escherichia coli a plusieurs mécanismes de résistance représentés dans la( figure 5)

Mécanismes de résistance a |'antibiotique

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I"antibiotique d’entrer

Pompe

Antibiotique
refoulé

Figure 4 : Les différents mécanismes de la résistance d’une bactérie aux antibiotiques

(Haubrug,2008)
1.7.3.1 Inactivation ou dégradation des antibiotiques par des enzymes

Meécanisme est basé sur la destruction d’un antibiotique avant méme que celui-ci pénetre la
cellule. Il se produit via la sécrétion par la bactérie d’une enzyme capable de détruire des liens
chimiques nécessaires a I’intégrité fonctionnelle du médicament. C’est donc une stratégie
offensive par laquelle la bactérie inactive 1’antibiotique. Les béta-Lactamases sont un exemple
d’enzymes produites par les bactéries qui Inactivent les b-Lactamines telles les pénicillines et
les céphalosporines. D’autres catégories d’enzymes inactivent plus précisément les aminosides

ou d’autres antibiotiques, incluant le Chloramphénicol et la fosfomycine (Véronique ,2003).
1.7.3.2 Diminution de perméabilité

Tout changement dans la composition de 1’enveloppe cellulaire, qui fait obstacle a
I’absorption d’un antibiotique donné, aura pour résultat une augmentation de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) ou I’apparition d’un haut degré de résistance, la réduction de la
perméabilité cellulaire se produit par diminution de I’entrée de I’antibiotique sur son site,
provoquée par une modification de la perméabilité de la membrane interne ou externe de la
bactérie. Une altération des porines dans la paroi des bactéries a gram négatif peut réduire ou

bloquer la pénétration de 1’antibiotique jusqu’a son site d’action. (Courvalin , 2006)

12
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1.7.3.3 Acquisition d'un déterminant de résistance exogene

Des genes spécifiant une résistance a un ou a plusieurs antibiotiques peuvent étre Acquises
par transformation, conjugaison, transposition conjugative ou transduction. Dans certains cas,
une <<cassette génétique>> codant pour la résistance aux antibiotiques s’insére par
recombinaison localisée dans une séquence spécifique de I’ADN (intégron). Un intégron

comprend le site d’insertion et aussi 1’intégrase (recombinase) requise (Courvalin ,2006)
1.7.3.4. Résistance inductible

Lorsque la concentration d’antibiotiques dépasse un seuil minimum, certains peuvent
provoquer la résistance dans les cellules bactériennes. Par exemple, chez les bactéries Gram-
positives comme les staphylocoques, la présence de chloramphénicol induit la formation de
chloramphénicol acétyltransphérase, une enzyme qui catalyse I’acétylation, entrainant ainsi

I’inactivation de ’antibiotique. (Courvalin , 2006)
1.7.4 Multirésistance

La multirésistance bactérienne résulte de ’accumulation de résistance a un nombre
Important d’antibiotiques appartenant a des familles variées. Les deux sens les plus
communément acceptés de la multirésistance bactérienne tournent autour de bactéries qui sont
résistantes a de nombreux antibiotiques ou qui sont résistantes beaucoup plus d’antibiotiques
que la résistance du phénotype sauvage ne le laissait prévoir. On voit que le premier concept
s’adapte bien aux bactéries pour les quelles on parle de résistance naturelle. Ce sont celles qui
ont, de tout temps et en tout lieu, été résistantes a de nombreux antibiotiques. Le deuxiéme des
concepts €énoncés plus haut s’adapte bien aux bactéries dont le phénotype de résistance s’est
modifié¢ de fagcon importante au cours du temps, Celles pour lesquelles on parle de résistance

acquise. (Hygis ,1998).
1.8 D’antibiotique

Du grec anti-« contre » et bios «la vie ». Les antibiotiques sont des substances
Antibactériennes €laborées par des microorganismes, champignons et diverses bactéries. Elles
sont soit d’origine biologique, synthétique ou semi-synthétique, capables d’inhiber
sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries sans exercer habituellement d’effets
toxiques pour les organismes supérieurs (Muylaert et Mainil, 2012). Ces substances ont le

pouvoir d’inhiber (action bactériostatique) et/ou méme de détruire les bactéries (action

bactéricide) (Calhoun et al ,2021)
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1.8.2 Effets des antibiotiques

1.8.2.1 Antibiotique bactériostatique

Quand il inhibe seulement la croissance et la multiplication des bactéries : I’infection ne sera

finalement vaincue que par les défenses naturelles de I’organisme. (Stora ,2013).
1.8.2.2 Antibiotique bactéricide

Quand il détruit les germes. L’étendue de I’activité antibactérienne d’un antibiotique Définie
son spectre : plus un antibiotique détruit des types différents de bactéries, plus son Spectre

(Stora . 2013).
1.8.2.2.1 Antibiotique a spectre large

Il s’agit d’un antibiotique efficace sur un grand nombre de types de germes. Ainsi,
I’antibiotique sera actif sur une grande partie de tous les Cocci et de tous les bacilles. Les
bacilles Gram™ sont les plus nombreux. D’une maniére indirecte, un spectre large est forcément
actif sur les bacilles Gram™. Les antibiotiques a spectre large seront utilisés lorsque le germe

n’est pas identifié et que la pathologie peut étre due a différents types de germes. (Stora ,2013).
1.8.2.2.2 Antibiotique a spectre étroit

I1 s’agit d’un antibiotique efficace sur un nombre limité de types de germes. Cette spécificité

lui permet ainsi de cibler un germe est une pathologie. (Stora, 2013).
1.8.2.2 .3 Antibiotique a spectre moyen ou limité

Il s’agit d’un antibiotique dont I’efficacité est réduite ou partielle sur un groupe de germes.
Il concerne aussi un spectre anciennement large et réduit par 1’apparition de Résistance

bactérienne (Stora, 2013)
1.8.3 Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques sont congus pour cibler spécifiquement les micro-organismes pathogénes
sans nuire aux cellules de 1’hote. C’est un principe fondamental pour assurer I’efficacité du

traitement tout en minimisant les effets secondaires indésirables. (Smaoui,2010)
1.8.3.1 Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne

Certaines bactéries sont protégées de 1’environnement extérieur par une paroi, qui doit
croitre quand la bactérie se divise, cette paroi contient en particulier une couche de

peptidoglycane plus ou moins épaisse. La pénicilline et les antibiotiques chimiquement
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apparentés empéchent la réaction de transpéptidation qui est une étape importante dans
'assemblage du peptidoglycane, polymere de la paroi cellulaire. Ceci entraine la fragilisation
de la paroi cellulaire, notamment chez les micro-organismes Gram positif. Les micro-
organismes vivant généralement dans un environnement osmotiquement Hostile, et ce qui
autant une paroi défectueuse, pourront absorber de I’eau et éclater ou se Lyser. Les bactéries
Gram négatives ont tendance a étre moins sensibles a la pénicilline car Leur enveloppe externe

empéche I’antibiotique d’atteindre la couche de peptidoglycane de la Cellule. (Sedrati , 2014)
1.8.3.2 Antibiotiques agissant au niveau de la membrane cytoplasmique

Il existe un certain nombre de molécules antibiotiques qui agissent sur la membrane Des
cellules. Ces molécules sont essentiellement des détergents (ou surfactants) qui Désorganisent
la bicouche phospholipidique membranaire, provoquant une fuite des composés Hydrosolubles

du cytosol et la mort de la bactérie ; la polymyxine en est un exemple. (Clos ,2012)

1.8.3.3 Antibiotiques qui effectuant une inhibition de la synthése protéique

C’est le cas par exemple des tétracyclines, aminosides, chloramphénicol, macrolides, acide
fucidique, linézolide. Ceux-ci se fixent sur des constituants spécifiques du ribosome bactérien.
Ils empéchent ou génent la traduction des ARNm (une “‘copie’’ d’un géne, destiné a étre lu par
les ribosomes pour permettre la synthése d’une protéine) donc la formations de nouvelles

protéines
-Inhibition de la réplication de I’ADN/ ADN polymérase
-inhibition de la transcription/ARN polymérase
-diminution e la synthese des précurseurs nucléotidiques (Clos ,2012)

1.8.3.4 Antibiotiques inhibant la synthése ou le fonctionnement des acides nucléique

Les rifampicines, sulfamides, quinolones et trimétoprime inhibent la synthése ou Méme le
fonctionnement des acides nucléiques de différentes fagons selon les familles D’antibiotiques .
(Clos ,2012)

1.8.4 Classification

La classification par familles des antibiotiques prend en considération la composition
chimique des molécules et leur mode d’action au niveau moléculaire, en relation avec les
différentes structures de la cellule bactérienne. Cette classification évolue avec 1’apparition de

nouvelles molécules. A I’intérieur de chaque famille, la subdivision en groupes se base sur le

15



Chapitre I

Les bactéries

spectre bactérien couvert et les propriétés pharmacocinétiques de 1’antibiotique. (Gazengel

2013)

Tableau 2 : Antibiotiques inhibiteurs de la synthése du peptidoglycane (Bennani ,2014).

Spectre  Type Mode d’action
d’action
Vancomycine Large Bactéricide Inhibition de la pyruvyltranférase
Betalactamine  Etroit Bactéricide Fixation sur les 2 derniers acides
aminés (D-ala) constituant le
précurseur de peptidoglycane
Betalactamine  Selonle  Bactériostatiq  Fixation et inhibition des PLP (Protéines Liant

groupe

ue et Bactéricide les Pénicillines)

1.9 Antibiogramme

L’antibiogramme est une méthode de travail microbiologique, utilisant un milieu

Gélose spécifique en boite de pétri et des disques imprégnés d’antibiotiques a des

Concentrations déterminés. Cette méthode permet d’évaluer la sensibilit¢ d’une bactérie

Pathogene vis-a-vis d’antibiotiques choisis en fonction des indications cliniques fournies et de

La prévalence de la résistance acquise. En mesurant les diamétres des zones d’inhibition autour

des disques d’antibiotiques Et en consultant les tableaux << de concentrations, diamétres

critiques et régles de lecture Interprétative >> pour des familles ou des genres bactériens

déterminés, on peut savoir si, Pour ces antibiotiques testés, une souche bactérienne est sensible,

intermédiaire ou résistante. La mesure du diametre d’inhibition représente la valeur de la CMI

de I’antibiotique (Delarras ,2014)
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CHAPITRE 11
ADN et Mutagenése
II.1 ADN

L’ADN est le support de I’information génétique dans presque tous les étres vivants (Avery
et al ,1944). Khorana (1961) a décrit la séquence d’acides aminés contenue dans I'adn . En effet,
tous les étres vivants qu’il s’agisse d’animaux, de plantes, de bactéries ou de la plupart des
virus, . Par conséquent, I’étude de toute forme de vie a été Suivie par 1’étude de la structure »t

de la fonction de la vie de cette molécules (Griffith et a/,2001).
I1.1.2 Le role d’ADN

L’ADN est la molécule qui porte le code génétique d’un individu, c’est-a-dire toutes les
informations nécessaires a la fabrication et au développement d’un étre vivant. L’ADN permet

la production des protéines (Giorgetta,2021).
II.1.3 Acides nucléiques : Les molécules clés de ’information génétique

Il existe deux grandes catégories d’acide nucléique a 1’état naturel : les acides

désoxyribonucléiques (ADN) et les acides ribonucléiques (ARN).

Les acides désoxyribonucléiques, ADN, (anciennement appelés “thymonucléiques” ont
d’abord été isolés du thymus) constitués de nucléotides a désoxyribose et localisés dans tous
les noyaux cellulaires ou on les trouve unis a des protéines basiques (protamines ou
histones).On rencontre aussi des ADN dans les bactéries, dans les mitochondries et dans les
chloroplastes des eucaryotes. IIs sont le support des caractéres géniques dans les chromosomes.
Les acides ribonucléiques, ARN, (anciennement appelés “zymonucléiques” parce qu’ils ont été
isolés de la levure) sont constitués de nucléotides a ribose. On en trouve de masses moléculaires
tres différentes dans les noyaux cellulaires, dans les ribosomes et méme en petite quantité dans
le liquide cytoplasmique (acides nucléiques solubles). Les acides nucléiques different par leur
composition en bases (adénine, guanine, cytosine, uracile, thymine) et surtout par leur
disposition séquentielle dans 1I’enchainement polynucléotidique. On explique ainsi qu’ils soient
porteurs de I’information spécifique nécessaire a la biogénese des protéines. Les acides
nucléiques sont peu solubles dans I’eau mais solubles dans les solutions alcalines diluées ou
dans les solutions salines en donnant une solution de viscosité élevée. Ils sont dépolymérisés

par des enzymes spécifiques, les ribonucléases et les désoxyribonucléases. (Afmelethon ,2013)
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I1.1.4. Structure de ’ADN

I1.1.4 .1. Découverte de la structure en double hélice de ’ADN par Watson et Crick

En 1953, James Watson et Francis Crick ont découvert la structure en double hélice de
I'ADN, une découverte qui a révolutionné la biologie moléculaire et a permis de comprendre
comment 'information génétique est stockée et transmise.Leur travail a été publié¢ dans la revue
Nature en avril 1953 sous le titre "Molecular structure of nucleic acids : a structure for
deoxyribose nucleic acid". Dans cet article, Watson et Crick ont présenté un modéle en trois
dimensions de la structure de I'ADN, bas¢ sur des données expérimentales de diffraction des
rayons X.La structure en double hélice de I'ADN se compose de deux brins de nucléotides
enroulés I'un autour de I'autre pour former une double hélice. Les brins sont maintenus ensemble
par des liaisons hydrogene entre les bases azotées complémentaires (adénine-thymine et
cytosine-guanine), ce qui permet a I'ADN de se répliquer fidélement lors de la division

cellulaire(.Watson et Crick, 1953)

J—E%“. , /‘L
-
chaine de nucléotides ¥ c

sucre (désoxyribose)

phosphate

bases azotées
€ cyrtosine

S guanine

M chymine
@& adénine

2 nanomertres

Figure 5: La structure en double hélice de I’ADN ( Jebah ,2013).
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I1.1.4.3 La composition chimique et la structure des acides nucléiques

D’un point de vue chimique, un acide nucléique se compose d’une séquence de nucléotides
liés chimiquement. Chaque nucléotide se compose d’une base azotée aromatique, d’un sucre
pentose et d’un groupe phosphate. Les bases azotées sont divisées en deux catégories : les
purines et les pyrimidines. Les purines, adénine et guanine, se trouvent a la fois dans I’ADN et
I’ARN. L’adénine présente un groupe amine (-NH2) en position C6 de I’anneau purique, tandis
que la guanine présente un groupe amine en position C2 et un groupe carbonyle en position C6.
Les deux pyrimidines généralement trouvées dans I’ADN sont la thymine et la cytosine. La
thymine contient un groupe méthyle (-CH3) en position C5 et des groupes carbonyles en
positions C4 et C2. La cytosine contient un atome d’hydrogéne en position C5 et un groupe
amine en position C4. L’uracile est similaire a la thymine mais ne contient pas de groupe
méthyle en position C5. L’uracile est un composant de 1’acide ribonucléique (ARN), ou il est
utilisé a la place de la thymine en tant que pyrimidine. Les groupes amines des bases azotées
agissent en tant que donneurs d’hydrogene, tandis que les oxygénes des groupes carbonyles et

les azotes de I’anneau agissent en tant qu’accepteurs d’hydrogene(Figure 7).(Sinden, 1994).

Thymine
Adénine
5
73
Armature de 5, P o\;'/:o
Phosphate- °':/’\ H ~
désoxyribose i '\‘ -\<ﬁ\,
0\,/:0
\LQ/IL wi
Extrémité Cytosine 7‘°
3 Guanine Extrémité 5°

Figure 6 : la composition chimique d’acide nucléiques (Akbar, 2015)
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I1.1.5 Localisation de ’ADN dans la cellule

Dans les organismes procaryotes tels que les bactéries et la plupart des virus, I’ADN est libre
dans le cytoplasme de la cellule. C’est une molécule continue qui reste dans cet état tout au long
de la vie cellulaire. En revanche, chez les eucaryotes, majoritairement pluricellulaires, les
cellules s’organisent en tissus. Ces tissus sont composés de cellules ayant une structure et une
fonction similaires. L’ADN est séparé du reste de la cellule par une membrane nucléaire,
formant ainsi le noyau cellulaire. Pendant la phase de repos cellulaire, I’ADN est suspendu dans
le noyau sous forme de chromatine, enroulée autour de protéines appelées histones qui
soutiennent et régulent I’expression de certains genes (Lacan, 2011). Lors de la division
cellulaire, I’ADN s’organise en une forme trés condensée appelée chromatine, qui se sépare en
un nombre précis de chromosomes. Chaque chromosome est constitué d’une molécule d’ADN

(Fontaine, 2003)

I1.2 Mutations de ’ADN

La mutation est une modification du matériel génétique d’un individu en absence de
Confrontation avec un matériel génétique étranger et qui devient par la suite un caractére
héréditaire (Winter et al, 2000). La position de la mutation sur les génes est importante. Le
changement se traduit Par une variation phénotypique de la cellule, mais qui peut étre inapercue,
si elle survient sur une Partie non codante du génome (Nicklin, et al 2000). Il peut s’agir d’un
changement d’une seule paire de Bases et peut aussi intéresser plusieurs paires de bases.

(Kamoun et al ,2003).
I1.2.2 La mutagenése dirigée

Procédé qui consiste a introduire une mutation précise dans un site déterminé d'un génome.

(Terme, 2018)
I1.2.3 Les types des mutations
I1.2 .3.1 Mutation Faux Sens

Les mutations faux-sens sont des mutations de I’ADN qui entrainent de la séquence
d’acides aminés (un mauvais codon et un mauvais acide aminé)Du produit protéique.

Celapourrait étre causé par un seul point mutation ou une série de Mutations. (Rao, 2006).
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Faux-sens
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Figure 7 :Schéma de mutation Faux Sens (Chellat , 2021)

11.2.3.22 Mutation non-sens

Les mutations ou une chalne normale est souvent terminée en raison d’une mutation
ponctuelle d’un codon normal en un codon stop, UAA, UAC, UGA, sont classées comme des

mutations non-sens. La terminaison prématurée d’une chaine peptidique en croissance entraine

la formation de produits protéiques tronqués. (Mort et al., 2008)

Non-sens
12 12
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ik ;
A .
e 1

-

Figure 8: Schéma de mutation non-sens (Chellat , 2021)

11.2.3.3 mutation silencieuse

Les mutations silencieuses ou muettes n’entrainent aucun changement dans la séquence
d’acides aminés, ce qui est dii aux nombreuses redondances dans le code génétique. En effet, la

troisiéme base d’un codon n’est en général pas codante (de fait, plusieurs codons différents
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codent le méme acide amin¢). Cette propriété est appelée dégénérescence du codage (Laubya

et Marneg ,2013)

Méme-sens
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Figure 9: Schéma de mutation méme sens (Chellat , 2021)
I1.2.3.4 Mutation de décalage de cadre

Certaines anomalies génétiques peuvent décaler d’un ou deux nucléotides le cadre de lecture
de I’ARN messager, rendant le message génétique inutilisable pour fabriquer la

protéine.(Amfmtelethon,2016)
I1.2 .4 Les conséquences de mutation

Une mutation peut rester silencieuse si elle survient dans une région de I’ADN qui n’est pas
Transcrite et qui ne joue aucun role régulateur. Si elle survient dans une région régulatrice d’un
gene. Les insertions ou délétion d’un petit nombre de paires de bases (produites par des
mutagénes qui S’intercalant entre les bases, comme les acridines) ont des conséquences tres
différentes selon que Ce nombre est un multiple de 3 ou pas .dans le cas Ou le changement
ajoute ou délete 3 ou un Multiple de 3 paires de bases ,un seul on quelques acides aminés seront
différents ou absents ,mais La suite de la séquence protéique restera inchangée .si ce nombre
n’est pas un multiple de 3,la phase De lecture est modifiée et la séquence de toute la protéine
en aval de la mutation est différente ,parfois méme un triplet non-sens apparait peut apres et la
protéine est tronquée. Dans ces cas, la protéine est inactive. De telles mutation de décalage du
cadre de lecture reversent Facilement par le méme processus que celui qui leur a donnée
naissance il suffit d’une petite Insertion ou délétion d’un nombre de paires de bases restaurant
le cadre de lecture initial. Parfois la Seconde mutation se produit a coté de la mutation initiale

et la séquence de la protéine sauvage est Corrigée exactement. Parfois la seconde mutation se

23



Chapitre 11 ADN et mutagenése

produit a distance et un ou quelques acides Aminés sont modifiées, ce qui peut (ou non) affecter

la fonction de la protéine considérée. (Kamoun et a/,2003).

I1.2.4. les agents Mutagénes

Les mutageénes connus se répartissent en deux groupes : les agents physiques et les agents
chimiques. Le premier groupe comprend toutes les radiations ionisantes et certaines parties du
spectre de I'ultraviolet. L’effet destructeur des rayons X et y sur les cellules est en grande partie
la conséquence de leur action sur le matériel génétique nucléique. Les mutagenes chimiques
sont trés nombreux et varié€s. Les plus connus sont les corps alkylants, tels que les moutardes et

les esters sulfoniques, les peroxydes organiques, I’acide nitreux (Leblon ,2008)

I1.2.4.1. Les types d’agents mutagénes
Tableau 3 : les différents types d’agents mutagénes (Etine 2001)

Type Exemple
Agent VIRUS HIV
biologique
Agent Radiation Les ultraviolets (UV) sont absorbés au
physique - n%ve‘au des base§ pyri'midique.s, provoq,uant un
ionisante ou non dimeére et une distorsion au niveau de I’ADN
T — (\’/ar‘gs ,2001).1e§ rayon§ X et les rayons ¥,
génerent des radicaux libres (OH-, hydroxyle),
oxydent les bases azotées, ce qui induits des
mutations
Agents Certaines substances L’acide nitreux provoque la
chimiques Chimiques capables désamination de 1’adénine, et provoque une

transition,

IDrl it ey S TS Dépurination,Les radicaux libres (ions

et la Complémentarit¢ surepoxydes,

des bas radicaux hydroxydes....) peuvent oxyder la

guanine (appelé oxo guanine) qui peut s’apparier
aussi bien
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CHAPITRE III

Matériel et Méthodes

Le but est d’exposer les souches identifiées au rayonnement ultraviolet (UV) pendant des
périodes de temps afin de tester leur sensibilité et leur résistance a ces rayonnements, puis de

sélectionner les mutations.
I11.1 problématique

Les agents mutagenes ont généralement la capacité de causer des dommages a I’ADN, ce
qui peut entrainer des mutations génétiques. En 1’absence d’agents mutagénes chimiques
disponibles, on peut induire des mutations en utilisant des agents mutageénes physiques, tels que
les rayons ultraviolets. Quel est I’impact de 1’exposition aux rayons ultraviolets sur la mutation

et la sensibilité aux antibiotiques des bactéries ?
I11.2 Origine des isolats

Dans cette recherche, les souches utilisées été obtenus du Laboratoire de Recherche «
Microbiologie et biologie Végétale » de I'université de Mostaganem. Apres leur isolement,
deux souches, a savoir Escherichia coli et Proteus Mirabilis, ont été choisies pour cette étude.

Ces souches ont ensuite été purifiées avant d’€tre utilisées dans les expériences.
Escherichia. Coli: code ATCC 10876

Proteuse Mirabilis : code ATCC 53659

II1.3. Lieu de travail

Ces études ont ¢été faites au laboratoire e de recherche microbiologie et biologie végétale

(LMBV) universitaire de Mostaganem.
I11. 4 Les milieux de cultures :
I1I. 4.1. Les milieux liquides :

Les milieux liquides utilisés peuvent étre des bouillons nutritifs contenant des produits
carnés ou protéiques, ou bien des solutions riches en produits synthétiques, sans la présence de
gélose. La croissance microbienne se fait dans des tubes, des ballons ou des erlenmeyers, et elle
est suivie par turbidimétrie : le milieu, initialement limpide, devient de plus en plus trouble au

fur et a mesure que les microorganismes se développent.
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II1. 4.1.1. Le bouillon LB :

Le bouillon LB, également connu sous le nom de milieu LB, , bouillon ou milieu Luria-
Bertani, est un milieu nutritif largement employé pour la culture bactérienne en milieu de

laboratoire.
I11.4.2 Les milieux solides :
II1. 4.1 Le milieu LB :

Le milieu LB est adapté a la croissance non sélective des souches d’E. coli pour diverses
applications telles que le clonage, la production de plasmides d’ADN et de protéines
recombinantes. Il peut également étre utilisé pour la culture sélective en ajoutant des

antibiotiques appropriés. (Voir annexe 2)
111.4.2 Milieu minimum :

Un milieu minimum ou milieu définit est un milieu comportant les éléments chimiques
strictement nécessaires a la croissance bactérienne, sous une forme utilisable par des bactéries

n’ayant pas d’exigence particuliére. (Voir annexel)
III. 5 Technique d’étude

II1.5.1 L’ensemencement

La méthode d’ensemencement se déroule comme suit : des milieux LB sont préparés en
surfusion a 45°C, puis versés dans des boites de Pétri et laissés refroidir. Chaque boite est
Ensuite ensemencée en quadrant a 1’aide d’une anse de platine, avec une goutte de la solution
Meére préalablement préparée. Une fois ensemencées, les boites sont placées en incubation

aérobie a 37°C pendant 24 heures (Figurell).
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Figure 10 : Schéma I’ensemencement d’ Escherichia coli.
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II1. 5.2 Le repiquage :

Le repiquage des colonies est une méthode pratique pour isoler et cultiver sélectivement des
micro-organismes en transférant une seule colonie dans un nouveau milieu stérile. Cela permet
d’étudier et de caractériser les micro-organismes présents dans un échantillon, ainsi que de les

utiliser pour des expériences ultérieures ou des applications biotechnologiques

En conditions stériles, prélevez une seule colonie isolée de la souche E. coli a I’aide d’une
anse de platine stérilisée et transférez-la dans du bouillon LB stérile. Incubez le bouillon dans

un incubateur orbital agité a 37 °C, en le faisant tourner a 160 tr/min pendant24 heures.
(Figurel2)

En fait le méme principe avec la souche de Proteus mirabilis dans un bouillon LB.

La lecture se fait aprées 24 h
d'incubation a 37°C

e

i " E Orbital incubateur agitateur

Figure 11: Schéma de repiquage des colonies
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Figure 12: Schéma présente le protocole d’Exposition de suspensions au rayon ultraviolet
II1.5.3 Exposition UV :

En général, les agents mutagénes ont la capacité de causer des dommages a ’ADN
cellulaire, notamment en perturbant sa réplication. Si les agents mutagénes chimiques ne sont
pas disponibles, on utilisera les rayons ultraviolets (UV) pour induire la mutagenése chez E.

coli en recourant a des agents mutagenes physiques.

Les rayons ultraviolets, communément appelés UV, sont une forme de rayonnement
¢lectromagnétique similaire a la lumiere visible, mais avec des longueurs d’onde plus courtes,

ce qui les rend invisibles a 1’ceil humain.

Apres avoir mesuré la concentration microbienne dans la suspension d’origine, les
¢chantillons sont répartis dans deux tubes, chacun contenant 10 ml. Ensuite, le contenu de
chaque tube est transféré dans une boite de Pétri et exposé individuellement aux rayons UV
pendant une durée spécifié¢e (de t=0 a t=16 minutes), avec une distance fixe de 10 cm entre la

lampe UV et la boite. (Figure 13)

Les tubes sont recouverts de papier aluminium pour éviter toute exposition a la lumiére.
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I11.5.4 Dilution décimale :

Apres ’exposition a I’UV, les dilutions décimales sont préparées, selon le protocole Suivant

" lni.‘ lni-z iml ’ 1ml . 1mi ) 1"\-o
NN NN NN
- l 11
1
~ 0\
l < <>
16min

p R R
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l--

Figurel3: Protocole de dilution décimale et étalement.
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0 25ml

30




Chapitre 111 Matériel et méthodes

Les étapes sont effectuées de la méme manicre pour les deux isolats. Chaque tube contenait
9 ml d’eau distillée stérile.
Ensuite, la suspension bactérienne est diluée, et chaque dilution est étalée (0.25 ml) a la

surface d’un milieu LB dans une autre boite de Pétri. Les boites sont ensuite incubées a 37°C

pendant 24 heures, Pour Déterminer la viabilité des bactéries. Les colonies sont exprimées en

UFC/ml. (Figure 14)
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Figure 14: les tubes de dilution d Escherichia coli apres l’irradi UV.

II1. 5.5 Antibiogramme

Nous avez testé la sensibilité de la souche Escherichia coli a divers antibiotiques en utilisant

la méthode standard de I’antibiogramme par diffusion sur gélose LB.

Antibiogramme par disque

Verser le LB fondu uniformément dans deux boites de Petri jusqu’a obtenir une épaisseur
de 4 mm, laisser refroidir jusqu’a solidification. Ensuite, ajouter 5 gouttes de chaque suspension
bactérienne dans les deux boites de Petri et étaler uniformément la surface a I’aide d’une pipette

rateau. Délicatement, placer trois antibiotiques dans chaque boite a 1’aide d’une pince flambée,
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en appuyant légeérement sur chaque disque d’antibiotique pour garantir un contact uniforme

avec le milieu. Enfin, incuber a 37 °C pendant 24 heures (Figure 16).
Lecture et interprétation :

On mesure le diamétre de la zone d’inhibition de chaque Disque d’antibiotique a I’extérieur
de la boite fermé ; On compare les résultats aux valeurs critiques On classe les bactéries selon

trois catégories : sensible, Intermédiaire ou résistant.

FigureS : Antibiogramme d’ E'. Coli.

Les antibiotiques testés : 1 :Néomycine 2 :Amoxicilline 3 :Norfloxacine .
4 :Oxacilline 5 :Acide nalidixique 6 :Carbénicilline.

I11.5.6 Dilution de antibiotiques :

Pour étudier I’effet de I’exposition aux rayons ultraviolets sur la sensibilité aux antibiotiques,
nous sélectionnerons les antibiotiques auxquels Escherichia coli (méme famille) est sensible

pour les tester.

1¢*¢ concentration de antibiotiques :

Pour préparer une série de tubes avec des dilutions d’antibiotique, commencez par remplir
chaque tube avec 9 ml d’eau distillée. Ensuite, ajoutez 25 mg d’antibiotique ciprofloxacine
(comprimés de Ciprolon) a 9 ml d’eau distillée. Prenez 1 ml de cette solution diluée et ajoutez-

la a 150 ml de milieu LB fondu a I’aide d’une micropipette. Refermez les boites. Ensuite,
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prélevez 0,25 ml de chaque diluant de suspension a 1’aide d’une micropipette, inoculez-les sur

la gélose avec un étaleur stérile en forme de rateau, puis incubez a 37 °C pendant 24 heures.

Apres D’exposition aux UV, on ajoute 40 mg d’antibiotique Gentamicine a 9 ml d’eau
distillée a I’aide d’une micropipette. Ensuite, on préleve 1 ml de la solution diluée de
gentamicine et on I’ajoute & 150 ml de milieu LB fondu a I’aide d’une micropipette. Par la suite,
dans un rayon de 30 cm autour de la flamme d’un bec bunsen, on préléve 0,25 ml de la
suspension irradiée aux UV a I’aide d’une micropipette. Ce prélévement est inoculé sur la

gélose avec un étaleur stérile en forme de rateaux, puis incubé a 37 °C pendant 24 heures.

2eme concentration d’antibiotiques

Apres dilution de la gentamicine, prélevez 900 microlitres et ajoutez-les a du milieu LB
fondu. Ensemencez les boites, puis prélevez 0,25 ml de la suspension irradiée aux UV et étalez-
la sur de la gélose a 1’aide d’un étaleur stérile en forme de rateaux. Enfin, incubez a 37 °C

pendant 24 heures. Ce méme processus s’applique également a la ciprofloxacine

Réaliser une dilution en série de la ciprofloxacine et Gentamicine selon le tableau ci-

dessous :

Tableau 4 : concentration de I’antibiotique gentamicine apres dilution

Numéro des tubes 1 2
Eau distillée stérile (ml) 9 9
Concentration de tubes (mg/ml) 4 0.4
Concentration finale en micro 26 3,0
g/ml
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Tableau 5 : concentration d’antibiotique ciprofloxacine aprés Dilution.

Numéro des tubes 1 2

Eau distillée stérile (ml) 9 9

Concentration de tubes (mg/ml) 2,5 0,25

Concentration finale en micro 16 2,0
g/ml

III. 5.7 Sélection des mutants :

Apres avoir été exposée aux UV, la suspension bactérienne de Proteus mirabilis est diluée,
puis chaque dilution est étalée a la surface d’un milieu LB dans une autre boite de Pétri, avec
une quantité de 0,25 ml. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 heures. Les
colonies sont prélevées et utilisées pour former un master pliate dans une nouvelle boite de LB,

qui est ensuite incubé a 37°C pendant 24 heures.

En milieu sélectif tel que le Milieu Minimum (MM) dépourvu de nutriments, la méthode des
répliques ou Empreintes de Leberberg est utilisée. Cette technique consiste a transférer une
empreinte depuis une boite de Pétri contenant des colonies cultivées dans du LB vers une
nouvelle gélose (MM), ainsi que vers du LB contenant des antibiotiques. En comparant les deux
boites, les clones mutants peuvent étre aisément identifiés sur le MM, car seules les colonies

mutantes y poussent.
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IV. Résultats

IV.1 Aspect macroscopique
Dans le milieu Luria Bertani (LB), les colonies d ’Escherichia coli ne présentent aucune
coloration visible, tandis que dans le milieu minimum, les colonies de Proteus mirabilis se

manifestent sous une teinte blanche.

Figure 17 : Aspect macroscopique des colonies Escherichia coli sur gélose LB
IV2 Leffet de I’UV sur la survie des isolats
IV 2.1 Résultats de la mutagénése :

Apres I’exposition des souches aux UV et apres incubation a I’étuve pendant 24 heures A
37°C. Les résultats obtenus sont illustrés dans figure 19,20.

Les dilutions ont été réalisées aprés avoir soumis les souches d’Escherichia coli et de
Proteus mirabilis a des durées d’exposition aux rayonnements ultraviolets (0 et 16 minutes).
Ensuite, une quantité précise de 0,25 ml pour chaque isolat a été répartie sur un milieu de
culture. La quantité exacte de rayonnement regu par les cellules n’était pas déterminée, faute

de dispositif de surveillance UV disponible.
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Figure 18 : Croissance bactérienne d’Escherichia coli aprés I’irradiation par UV a

Déférents délutions.

Figure 19 : Croissance bactérienne Proteus mirabilis aprés I’irradiation par UV a

Déférents délutions.

Tableau6 : Le nombre de colonies en UFC / ml chez Escherichia coli aprés I’exposition A

UV

Temps T(0) 16 min % %
survie mortalité
# Colonies 275 742
Survie 275x10*° 742x10%
(UFC/ml)
Pourcentage % 100 0,03 3.0 97.0
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Tableau 7 : Le nombre de colonies en UFC / ml chez Proteus mirabilis apres 1’exposition

ATUV.

Temps T(0) 16 min % survie % mortalité
# colonies 253 108

Survive (UFC/ml) 253x10% 108x10™

Pourcentage % 100 0.04 4.0 96.0

Apres comparaison des boites irradiées avec la boite témoin et une incubation de 24 heures,
il est clair que la bofite irradiée pendant 16 minutes présente un nombre de colonies réduit par
rapport a la derniére. L’exposition aux UV a donc un effet 1étal sur la survie des bactéries. A
mesure que le temps d’exposition augmente, le nombre de colonies diminue. Cela suggere que
les souches Escherichia coli et Proteus mirabilis sont plus sensibles aux UV et que leur survie

apres irradiation dépend du temps d’exposition aux rayons.
IV.3 ’antibiogramme

IV.3.1 L’antibiogramme par disque

Comme mentionné précédemment, une souche d’E. Coli a subi un test d’antibiogramme
pour évaluer sa sensibilité a différents antibiotiques (NEO, AMX, NOR, OXA, NAL, CAR).
Les résultats sont présents dans le tableau § .

Tableau 8 : résultat de test de I’antibiogramme (Sensible S)(Résistance R)

Famille d’antibiotiques Antibiotiques Sensibilité
Béta lactamine Amoxicilline R
Oxacilline R
Carbénicilline R
Aminosides Néomycine S
Quinolones Nalidixique Acide S
Flurooquinolone Norfloxacine S
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Interprétation :

D’apres le profil de résistance présenté, des souches d’Escherichia coli sont résistantes a
I’amoxicilline, a la Carbénicilline et a I’oxacilline. En revanche, elles sont sensibles a la I’acide

nalidixique, a la Norfloxacine et a la Néomycine haute charge.
IV 3.3 Méthodes de dilution :

Les dilutions ont été réalisées apres une exposition de 16 minutes d’Escherichia coli aux
rayons UV. Ensuite, 0,25 ml de cette souche ont été étalés sur un milieu contenant différents
Antibiotiques a deux concentrations distinctes. Les résultats observés aprés une incubation de

24 heures indiquent I’impact des rayons UV sur la sensibilité de 1’E. coli.

Figure 20:Escherichia coli dans milieu LB contenant antibiotiques (témoin)

Dans le 1 concentration d’antibiotiques

Figure 21: Croissance bactérienne d’Escherichia coli apres ’irradiation par UV a différents

antibiotiques.
EC1 :E coli dans gélose LB+ ciprofloxacine .

EGI1 :E coli dans gélose LB+Gentamicine.
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Aprés D’incubation, il n’y a eu aucune croissance dans le milieu contenant de la
ciprofloxacine ou de la gentamicine, ce qui suggere que la souche d’Escherichia coli reste

sensible a ces antibiotiques (aucune mutation n’a été détectée).

Dans 2eme concentration d’antibiotiques

Apres I’incubation, une seule colonie apparaitre dans la boite sur le milieu contenant une

concentration létale d’antibiotique ciprofloxacine (mutation).

Figure 22 : Croissance bactérienne d’ Escherichia coli apres I’irradiation par UV sur gélose

LB contenant ciprofloxacine. Fleche rouge indique une colonie résistante.

Pour confirmer ces résultats, cette colonie est prélevée et ensemencée a la fois dans un

milieu LB standard et dans un milieu LB contenant de la ciprofloxacine.

Figure 23: Escherichia coli aprés confirmation.

ELB :E coli dans gélose LB apres confirmation .

EC :E coli dans gélose LB+ciprofloxacine aprés confirmation.
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Figure 24 : Croissance bactérienne d’Escherichia coli aprés I’irradiation par UV sur gélose

LB contenant Gentamicine.

Apres incubation, dans les boites contenant de I’antibiotique gentamicine, on observe des

colonies mutants présentant un changement de sensibilité a la résistance .
IV 4 Sélection des mutants :

En milieu sélectif, on utilise une méthode de réplique pour transférer une empreinte depuis
une boite de Petri contenant un milieu LB non sélectif ou des colonies de Proteus mirabilis se
sont développées pour former une plaque maitresse, vers une nouvelle boite contenant un

milieu sélectif (MM) avec ajout d’antibiotiques.

Figure 25 : Master plate de Proteus mirabilis
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Figure 27: Sélection des mutants dans différents milieux

Pmml1 : Proteuse mirabilis sur gélose MM apres sélection.
pcl : Proteuse mirabilis sur gélose LB+ciprofloxacine aprés sélection ..
PG1 : Proteus mirabilis sur gélose Lb + gentamicine apres sélection

Le cercle indique les trois souches mutantes.
IV 4.1 Sélection dans Milieu MM

Les bactéries de proteuse mirabilis qui ne peuvent pas pousser sur un milieu minimal seront
considérées comme des souches mutantes. Nous avons sélectionné trois souches, UV2, UV10

et UV11 (sélection négative), pour cette étude de mutation.
IV 4.2 Sélection sur Milieu LB contenant les antibiotiques

Il n’y a pas de croissance dans le milieu LB avec gentamicine, car la souche de Proteus
mirabilis y est résistante en raison d’'une mutation. Cependant, les colonies qui se développent
sur le milieu LB avec ciprofloxacine seront identifiées comme des souches mutantes, car la
souche de Proteus mirabilis est sensible a cet antibiotique, ce qui constitue une sélection

positive.
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Discussion

Dans cette expérience, nous avons observé que I’exposition aux rayons UV a réduit la survie
des souches Escherichia coli le pourcentage de survie passent de 100% a 97.7% apres 16
minutes et Proteus mirabilis a la méme duré passent 100% a 96% a une distance de 10 cm de
la lampe UV. Nous avons également étudié I’effet mutagene du rayonnement UV ainsi que les
mécanismes de résistance et de sensibilité aux antibiotiques chez Escherichia coli, utilisé

comme modéle.

A travers cette étude, nous avons étudié les effets antimicrobiens des ultraviolets (UV) sur
deux souches bactériennes qui a été soumises a un traitement par I’'UV (16 min) et distances
de la lampe été fixé. Les différents résultats confirment la sensibilité de la différente souche
testée aux rayonnements UVC, Les UVC (254 nm) sont responsables de I’action antimicrobien.
Le pourcentage d’inhibition % qu’elles ont déterminé a partir le nombre d’unité formant
colonies UFC/ml. L’observation des résultats nous a permis de conclure que I’effet
antimicrobien des UV augment avec I’augmentation de temps de traitement par ’UV. (Belatra

,2023)

Dans une autre ¢tude de (Blatchley et Peel, 2001) qui montre que l'inactivation d'E. coli
affiche un maximum a 270 nm, avec une réduction de population de 0,43 log par mJ/cm?. La
sensibilité a la longueur d'onde d'E. coli correspond bien aux spectres d'absorption des bases
puriques et pyrimidiques de 'ADN. Cela confirme que 'absorption des rayons ultraviolets par
les dimeres de pyrimidine dans I'ADN induit une liaison covalente et inhibe la réplication
cellulaire, qui est la principale raison pour laquelle les micro-organismes sont inactivés par le
rayonnement ultraviolet. Ce qui confirme que le nombre de colonies a diminué en raison de

l'exposition aux UV.

Les rayons ultraviolets peuvent modifier ’ADN des bactéries. Les dimeres de pyrimidine,
Qui sont des liaisons anormales entre des bases pyrimidiques adjacentes (par exemple,
Thymine-thymine ou cytosine-cytosine) sur la chaine d’ADN, peuvent &étre créés par des
Photons ultraviolets plus précisément. Ces diméres de pyrimidine déforment la structure de

L’ADN

Dans notre expérience sur la résistance et la sensibilité de la bactérie Escherichia coli aux
antibiotiques, il s’est avéré qu’Escherichia coli est sensible aux antibiotiques Gentamicine et

Ciprofloxacine.
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Dans une autre expérience sur deux souches d’Escherichia coli, Une résistante a
I’ampicilline (Amp ®) et une autre sensible (Amp®). La bactérie AmpR posséde un plasmide
contenant une enzyme capable d’inactiver I’ampicilline. Des disques imprégnés d’antibiotiques
sont déposés sur un tapi bactérien a tester. L’antibiotique va étre diffusé dans le milieu de
culture. La concentration sera élevée au bord du disque et de plus en plus faible a mesure que
I’on s’en ¢loigne. Si la bactérie est sensible, une zone d’inhibition (absence de croissance de la
bactérie) sera visible autour du disque. Plus la bactérie est sensible, plus la zone d’inhibition
sera grande. En mesurant le diamétre de la zone d’inhibition et en la comparant a des tables de
référence il est ainsi possible de savoir si la bactérie est sensible ou résistante a cet antibiotique.

(Bioutils,2007).
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Conclusion

Les rayons UV est une méthode de traitement récente plus utilisé pour traitement de
I’eau potable, les aliments ....etc. Ce projet vise a étudier I’effet des rayons ultraviolets (UV)

sur la survie d’Escherichia coli et de Proteus mirabilis.

Les résultats montrent une diminution significative du nombre de cellules viables aprés une
exposition aux UV pendent 16 min, confirmant I’effet antimicrobien des rayonnements UV. De
plus, I’étude révele que efficacité des UV varie selon les souches bactériennes, et que
I’exposition aux UV peut également affecter la sensibilité aux antibiotiques, conduisant a des
changements dans le profil de résistance bactérienne. La sélection de mutants montre que les

souches mutantes ne peuvent pas se développer sur un milieu sélectif.

En conclusion, cette étude souligne I’importance du traitement par UV pour éliminer les

bactéries pathogénes.
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Annexes

Les annexes

Annexe 1 :
Composition de milieux minimum :

Ingrédients Pour 1000ml
Glucose 10 g

Sulfate d’ammonium 1 g
Phosphate dipotassique 5 g
Phosphate monopotassique 2 g
Citrate de sodium 0,5 g
Sulfate de magnésium 0,1 g
Agar 15 g

Eau distillée Jusqu’a 1000 ml

Le pH du milieu minimal est d’environ 7,0 + 0,2 a 25°C.
Annexe 2 : Composition des milieux Lb

Milieu Luria-Bertani (LB)

Peptone 10g

Extrait de levure 5g

NacCl 10g

Agar 20g

Eau distillée 1L

PH =7,0 ; Stérilisation a 120°C pendant 25 min.
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Annexe 3 : Table de lecteur : Valeurs critiques des diameétres des zones d’inhibition et Des

CMI chez entérobactéries .

Antiblotiques Charge des Diamétres oritiques (mm) CMI critiques (ug'mi)
testes Disques L 1 S R 1 S

Ampicilline 10ug =13 14 - 16 =217 =32 16 =8
‘Amoxicisne | 20/10pg c13 | 1437 | 218 |z32ne| 168 < 8/a
bt mmsmniomraisns A NN W P NSRS -

= P 30pg <19 20 -22 =23 =8 1 =2
Ceéfalotine ") =zopg <14 15-17 =18 z32 16 =8
Cefoxtine 30pg s 14 15-17 z18 =32 16 =8
Céfotaxime | 3opg | <22 | 23-25 | =28 | =4 | 2z | <1

Amikacine | S0pg 1 s14 | 516 | =17 | 64 | 32 | =16
Gentamicine 10ug <12 13 —-14 =15 = 16 =] < 4
Acide nalidixique 30u9 <13 14 —-18 =19 =32 —_ <18
Ciprofioxacine Spg <15 16 —-20 =21 =4 2 <1
Chiloramphénicol 30pg <12 1317 =18 =32 16 =8
Colistine** s - e e >2 - =2
Furanes 30019 =14 15-16 =17 =128 €4 =32 |
Fosfomycine 200ug <12 13-15 z 18 > 258 128 « 64
Triméthoprime+ 1.2% =10 11 -18 =16 > 476 — = 2178

Sulfaméthoxazroke 23 7Sug
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Annexe 4 : I’appareil d’UV

Longueur d’'onde de UV :254
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