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Résumé

Ce mémoire se concentre sur I'impact des rayons ultraviolets (UV) sur deux bactéries
courantes dans l'environnement et dans le domaine médical, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa. Les rayons UV ont la capacit¢ d'endommager I'ADN des

organismes vivants, ce qui peut inactivater les bactéries et diminuer leur viabilité.

Dans cette étude, deux isolats d'Escherichia coli et de Pseudomonas aeruginosa ont été
exposés au rayonnement ultraviolet pendant différentes périodes de temps afin d'établir une

courbe de mortalité pour les deux souches.

Nos résultats ont montré que Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, les deux especes,
sont sensibles aux rayons ultraviolets. Le traitement aux UV a réduit considérablement le
nombre de colonies viables des deux bactéries, ce qui suggere une action bactéricide

efficace.

Le rayonnement ultraviolet est I'un des facteurs physiques qui provoquent des mutations.
Cette étude était basée sur des examens a I'ceil nu. Les résultats ont montré une différence
dans la croissance des colonies bactériennes avec I'augmentation du temps d'exposition aux

rayons ultraviolets.

Mots clés : rayons ultraviolets, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, désinfection,

inactivation bactérienne, ADN, viabilité cellulaire.



Summary

This thesis focuses on the impact of ultraviolet (UV) rays on two common bacteria
in the environment and in the medical field, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa.
UV rays have the ability to damage the DNA of living organisms, which can inactivate

bacteria and decrease their viability.

In this study, two isolates of Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa were exposed
to ultraviolet radiation for different periods of time in order to establish a mortality curve for

the two strains.

Our results showed that Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, both species, are
sensitive to ultraviolet rays. UV treatment significantly reduced the number of viable

colonies of both bacteria, suggesting effective bactericidal action.

Ultraviolet radiation is one of the physical factors that cause mutations. This study was based
on naked eye examinations. The results showed a difference in bacterial colony growth with

increasing UV exposure time.

Keywords : ultraviolet rays, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, disinfection,

bacterial inactivation, DNA, cell viability.
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INTRODUCTION

Toutes les cellules vivantes doivent maintenir l'intégrité de leur information
génétique afin de fonctionner normalement. La stabilité génomique est assurée par plusieurs
voies de réparation qui neutralisent les conséquences graves des 1ésions de 'ADN causées
par une variété¢ de génotoxines endogenes ou exogenes. (Sarasin, 1994) La mutation est le
processus d'émergence d'une mutation au niveau de 'ADN. Elle peut étre naturelle ou
artificielle. Dans la nature, ce processus peut étre a l'origine de cancers, de maladies
génétiques ou d'innovations évolutives et est le principal responsable de la biodiversité des
especes. Et certaines mutations ont un effet sur la survie des organismes vivants, La lumiére
ultraviolette a de puissants effets génotoxiques pour produire des dommages a I'ADN,
induire des mutations et, dans le pire des cas, provoquer le développement de tumeurs. La
principale source naturelle d'UV est le soleil, et les UV solaires sont connus pour étre 1'une
des principales causes de cancers de la peau chez ’homme. (Setlow, 1974 ; Brash et al.,
1991) Les rayons ultraviolets constituent une région du champ électromagnétique spectre
(100-400 nm) qui se produit entre I'extréme de la région visible et les bandes de rayons X.
La région UV peut étre systématiquement divisée en trois régions spectrales différentes en
fonction de leur longueur d'onde et de leur énergie : région UVA (315-400 nm), région UVB
(280-315 nm) et région UVC (100-280 nm). (Bhardwaj et al., 2021) Dans les blocs
opératoires médicaux, Le rayonnement UV est une méthode de contrdle des infections. La
lumiere UV est utilisée pour stériliser les salles d'opération et les salles de chirurgie
instruments, ce qui réduit le risque de plaie chirurgicale contaminations et infections
postopératoires. Selon une étude menée par Duke Université¢ Médicale Center et 'Université
de Caroline du Nord Health Care, dans laquelle 229 surfaces environnementales ont été
¢chantillonnées chambres de 39 patients sur une période de 15 mois, infection les taux dans
les environnements médicaux ont été réduits de 10 % a 0,24 % a l'aide d'une lampe UV-C
(Kodoth et Jones, 2015). Les rayons UV arrivent a altérer la structure de I’ADN des cellules,
et a produire des mutations aboutissant a terme a la transformation cancéreuse de la cellule,
avec une susceptibilité génétique importante. Ainsi, le rayonnement UV induit des mutations
tels que les décalages de cadre, les substitutions de bases, les délétions, la recombinaison et
d'autres types de réarrangements génétiques (Schaaper et al., 1987). Dans cette étude, deux
souches différentes de bactéries ont été¢ exposées au rayonnement ultraviolet pendant des
périodes de temps différentes (0, 30s, 1min ,2min, 4min, 8min, 12min ,16min), Ces deux

souches sont Escherichia coli et Pseudomonas aeurginosa



e Question de recherche :
Quelle est l'influence de l'exposition aux rayons UV sur la fréquence observée chez les

bactéries ?

e Le contenu de ce mémoire est organisé en cinq chapitres :
Les deux premiers chapitres présenteront une bréve revue de littérature sur les bactéries,
I'ADN et la mutagénése, ainsi qu'une étude spécifique sur les bactéries utilisées dans cette

recherche, a savoir Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

Le troisiéme chapitre détaillera les outils méthodologiques utilisés dans cette ¢tude.
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."



CHAPITRE I

Les Bactéries

.1 Historique

Il y a prés d'un demi-millénaire, la science a fait un grand bond en avant avec la
découverte du microscope. Avant son existence, on postulait que de « petites créatures »,
trop petites pour étre vues a I'ceil nu, existaient cependant, ce n'est qu'avec la découverte du

microscope que cela a pu €étre démontr¢.

Deux hommes sont aujourd'hui crédités de la découverte de micro-organismes a
l'aide de microscopes primitifs : Robert Hooke qui a décrit les structures de fructification
des moisissures en 1665 et Antoni van Leeuwenhoek qui est crédité de la découverte des
bactéries en 1676. De nombreuses années plus tard, I'émergence et la progression de la
discipline de la microbiologie ont pu résoudre deux énigmes importantes qui avaient prévalu
en science : I'existence de la génération spontanée et la nature des maladies infectieuses. On
pensait que la génération spontanée de bactéries et d'autres organismes était le processus
moteur de la putréfaction. Ceci, cependant, a ét¢ démystifi¢ par Louis Pasteur dont les

recherches sur la stérilisation ont clairement indiqué que ce n'était pas le cas.

Les recherches de Robert Koch, surnommées les "postulats de Koch", ont démontré
que les maladies infectieuses étaient causées par des micro-organismes et ont donc mis en
lumiére la nature des maladies infectieuses. L’impact de I'émergence de la microbiologie est
monumental, non seulement en raison de I'étendue des connaissances que nous avons
acquises grace a sa découverte, mais aussi en termes de prospérité accrue des humains qui
s'est produite grace a notre compréhension de ces « petites créatures »."Pour mettre cette
derniére affirmation en perspective : en 1900, les trois principales causes de déces étaient la
grippe/pneumonie, la tuberculose et la gastro-entérite, alors qu'en 2000, les principales
causes de déces étaient les maladies cardiaques, le cancer et les accidents vasculaires
cérébraux. Cela représente une étiologie des déces étonnamment différente et il sera

intéressant de voir comment ces tendances continuent de changer. (Nouri, 2011).
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1.2 Définition

Les bactéries sont des microorganismes unicellulaires. Elles sont capables de se
reproduire de maniére autonome a la différence des virus qui ont besoin de détourner la
machinerie d’une cellule pour se reproduire. La taille des bactéries varie de 1 a 10 um, et
elles pésent de I’ordre de 10-12 grammes. Elles sont présentes partout, on connait quelques
8 000 especes mais on estime qu’il en existerait 100 a 1000 fois plus.
Ce sont des petits sacs de molécules séparés de 1’environnement extérieur. Cet ensemble a
la capacité remarquable de se copier a I’identique en puisant énergie et réactifs primaires
dans le monde extérieur. (Cottinet, 2013). Elles peuvent également étre utilisées dans des
applications industrielles, telles que la production d'enzymes, d'antibiotiques et d'autres
composés chimiques. (Madigan, 2018)

1.3 Croissance et reproduction
1.3.1 Division cellulaire

La division cellulaire bactérienne est un processus fondamental qui permet aux
bactéries de se reproduire et de se multiplier. Elle se déroule selon un mécanisme appelé
division cellulaire binaire. (Gooper, 2000).

La cellule mére transmette aux deux cellules « filles » qu'elle produit I’information
génétique representée ici par un seul chromosome, qui est une molécule d'’ADN circulaire.
La situation des cellules eucaryotes est plus complexe. Leur noyau renferme la majorité de
I'information génétique sous forme de deux a plusieurs dizaines de chromosomes, chacun
pouvant étre présent en un (cellules haploides) ou deux (cellules diploides) exemplaires, qui
devront étre transmis aux cellules filles. Un mécanisme universel, la mitose assure chez les
eucaryotes la répartition rigoureusement équivalente du matériel génétique nucléaire entre
les deux cellules filles. (Picaird, 2023).

1.3.2 Croissance et culture des bactéries

Au laboratoire, les bactéries peuvent étre cultivées en milieu de culture liquide ou en
milieu solide. Le milieu de culture doit apporter les éléments nutritifs ou nutriments
élémentaires a la bactérie. Les milieux de culture gélosés solides sont utilisés pour isoler des
cultures pures de cellules bactériennes. Dans le cas des bactéries se divisant rapidement, une
cellule bactérienne dispersée sur un milieu gélosé va se multiplier et au bout de 24 a 48

: i eries, < ie bactérienne, visible a I’ceil nu.
heures, devenir un amas de bactéries, appelé une colonie bact , visible a I’ceil
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Le temps de génération correspond donc au temps nécessaire pour qu’une population
de cellules double en nombre. Ce temps est tres variable selon les espéces de bactéries et les
conditions environnementales. Au laboratoire, dans des conditions ideales, il est par exemple
de 20 minutes pour E. coli, 100 minutes pour Lactobacillus acidophilus, 1 000 minutes pour
Mycobacterium tuberculosis. (Monod, 1949).

La croissance d’une population bactérienne dans un milieu de culture liquide non renouvele,
peut étre observée dans le temps. Les cellules se divisent, et leur nombre augmente avec le
temps. Si on reléve le nombre de bactéries a différents intervalles au cours de la croissance,
on obtient une courbe de croissance. Elle présente quatre phases principales :

La phase de latence correspond a une période d’adaptation de la bactérie au milieu Au cours
de la phase de croissance exponentielle, les bactéries se développent de fagon maximale avec
un taux de croissance maximal et constant.

Apres une phase transitoire de ralentissement, le nombre de bactéries n’évolue plus : c’est
la phase stationnaire. Les divisions bactériennes qui se font encore sont compensées par la
mort de bactéries.

La derniéere phase est la phase de mortalité ou de déclin. Les bactéries ne se divisent plus,
elles meurent et peuvent étre lysées. Le milieu de culture n’apporte plus les conditions
nécessaires au développement des bactéries. On observe une courbe de décroissance

exponentielle progressive (Techno-Science.net, 2023).

1.4  Structure cellulaire

Les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes distincts en fonction de la
rétention de la coloration de Gram due a la structure de la paroi cellulaire. Cette méthode de
coloration a ét¢é initialement développée en 1882 par ‘Hans Christian Gram’ pour distinguer
certaines bactéries. Les bactéries avec une épaisse couche de peptidoglycane entourant la
membrane plasmique conservent la coloration de Gram et sont donc appelées Gram-
positives. Les bactéries avec une fine couche de peptidoglycane entre une membrane externe
et la membrane plasmique interne perdent la coloration de Gram apres le lavage et sont
appelées Gram-négatives. Cette distinction peut étre appliquée a la plupart des bactéries
courantes, dont quelques exemples sont illustrés dans le (tableau 1) avec un résumé des

différences entre les organismes.
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Tableau 1: Apercu des bactéries Gram-positives et Gram-négatives. (Moriarty et Richards,

2017).
Gram-positive Gram-négative
Couleur apres
coloration de
Bleu foncé/violet Rouge/rose

Gram et Safranine

Couche épaisse de peptidoglycane
Fine couche de

peptidoglycane entourée de

Pas de membrane externe periplasme

Membrane externe avec

Caractéristiques
. lipopolysaccharides et
de la paroi POpoYy
rotéines
cellulaire p
Des acides téichoiques chargés ‘ L
Pas d'acides téichoiques
négativement sont souvent présents
Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
Exemples Streptococcus mutans Escherichia coli
Staphylococcus epidermidis Salmonella typhimurium

.5 Morphologie et association des bactéries

Différents types de microbes ont des formes différentes, mais caractéristiques. Dans
des conditions appropriées, la forme et la taille des microbes sont relativement stables. I1 est
important de connaitre la structure morphologique des microbes, car elle nous permet de
mieux comprendre la physiologie microbienne, les mécanismes pathogeénes, les
caractéristiques antigéniques et nous permet de les identifier par espéce. 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 treés variables. Ils se présentent sous
quatre formes de base : sphérique (Cocci), en forme de batonnet (bacille), en forme d'arc

(Vibrio) et en spirale (spirochéete) (Figure 1) (Atlas of Oral Microbiology, 2015).
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Spirals

Vibrios

Spirilla

— Streptococci Coccobacilli pirochet -

Figure 1 : Les Formes De Base De Bactéries. (Limited, n.d.)

1.6 Génétique
La génétique des bactéries est tres différente de celle des organismes supeérieurs.
Premierement, les bactéries sont généralement haploides, avec une copie de chaque gene sur
un seul chromosome circulaire. Deuxiemement, le transfert de génes dans les bactéries est
normalement unidirectionnel. Autrement dit, une cellule donneuse transfére des genes a une
cellule réceptrice plutét que deux cellules partageant des informations génétiques pour
générer une progéniture comme dans les organismes supérieurs.
e Le transfert de génes dans les bactéries se produit par l'un des trois

mécanismes majeurs qui forment les sujets principaux.

e La transformation est un transfert de géne par de 'ADN nu sans implication

de contact cellulaire.

e La transduction est un transfert de géene par de I'ADN empaqueté a l'intérieur

de particules virales.
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e La conjugaison implique un contact cellulaire. Les plasmides, et parfois les
chromosomes bactériens, sont transférés entre deux cellules lors de

I'accouplement bactérien.

Récemment, il est devenu possible de synthétiser artificiellement des chromosomes
bactériens entiers et de les réintroduire dans les cellules bactériennes correspondantes. Cela

ouvre la voie a une meilleure ingénierie génétique des bactéries. (Clark et al., 2019).

1.7 Mobilité des bactéries

Les flagelles sont des structures clés concernées par la motilité bactérienne.
Néanmoins, les bactéries dépourvues de flagelles peuvent encore €tre mobiles. Un type de
motilité¢ de glissement peut étre atteint par le mouvement flexible de toute la cellule. Ceci
est principalement observé sur les milieux solides, alors que le mouvement flagellaire est
commun aux milieux liquides. Les flagelles peuvent étre localisés individuellement a un pole
cellulaire (flagelles monotriches), aux deux poles (flagelles amphitriches), en grand nombre
sur toute la longueur de la cellule (flagelles péritriches) ou sous forme de touffe de flagelles
a une extrémité polaire (flagelles lophotriches). Ils ont généralement un aspect ondulé et
mesurent environ 10 a 15 nm de diamétre et 2 a 15 um de longueur. Les flagelles sont
composés de sous-unités d'une protéine de faible poids moléculaire, la flagelline (20—40
kDa) disposées de maniére hélicoidale. La partie filamenteuse du flagelle s'étend vers
l'extérieur a partir de la surface bactérienne et est ancrée a la bactérie par son corps basal. Il
s'agit d'une série de structures protéiques en forme d'anneaux qui maintiennent le flagelle
dans la paroi cellulaire bactérienne. Bien qu'il ait été suggéré que le bas de cette structure
basale du corps pénétre a travers la membrane cytoplasmique dans le cytoplasme, la relation
structurelle exacte entre le corps basal et le peptidoglycane de la paroi cellulaire reste
incertaine une courte région de crochet agit comme une connexion entre le long filament
externe et le corps basal, ce dernier étant responsable du mouvement flagellaire. (Hobot,

2015)

1.8 Interaction avec d'autre organismes
Les interactions microbiennes sont cruciales pour I'établissement et le maintien réussis
d'une population microbienne. Ces interactions se produisent par la reconnaissance

environnementale suivie du transfert d'informations moléculaires et génétiques qui incluent
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de nombreux mécanismes et classes de molécules. Ces mécanismes permettent aux micro-
organismes de s'établir dans une communauté, ce qui, en fonction de l'interaction multi
trophique, pourrait entrainer une grande diversité. Le résultat de cette interaction multiple
est fréquemment 1i¢ a un effet pathogeéne ou bénéfique pour un héte. Chez I'homme, par
exemple, la communauté microbienne joue un réle important dans la protection contre les
maladies causées par des pathogeénes microbiens ou des perturbations physiologiques. Les
communautés microbiennes des sols jouent également un role majeur dans la protection des
plantes contre les maladies et les stress abiotiques ou dans l'augmentation de I'absorption des

nutriments (Barga et al., 2016).

1.9 Classification et Identification des bactéries

La classification et l'identification des bactéries sont des processus importants dans le
domaine de la microbiologie. Ces méthodes permettent de caractériser les différentes especes
bactériennes et de les regrouper en fonction de leurs caractéristiques morphologiques,
physiologiques, biochimiques et génétiques.

Actuellement, il n'y a pas de classification officielle des bactéries disponible. De
nombreux bactériologistes pensent que le Manuel de Bergey représente la classification
officielle, mais c'est un malentendu, contrairement a la nomenclature bactérienne ou chaque
taxon a un nom valide. Le plus proche d'un systéme de classification officiel est celui qui est

largement accepté par la communauté.

1.9.1 Historique du classement

Les premiers essais de classification des microorganismes remontent aux travaux de
Muller en 1773 qui les répartissaient en deux groupes différents, Vibrio et Monas sur des
criteres de mobilité. Par la suite, l'invention de la coloration de Gram en 1883 a permis de
diviser le monde bactérien en bactéries a Gram négatif et bactéries a Gram positif. (Alauzet,
2009)

Ferdinand Cohn (1828-1898) est connu pour ses travaux sur la classification des
bactéries et I'établissement de principes de base pour la taxonomie bactérienne. Il a proposé
la distinction entre les bactéries a forme de batonnet (bacilles) et les bactéries sphériques
(Cocci), ainsi que l'utilisation de caractéristiques physiologiques et morphologiques pour

classer les bactéries. (Breed, 1957).
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1.9.2  Chimio taxonomie

La composition chimique des constituants cellulaires est une propriété utile pour
améliorer la classification et l'identification des procaryotes. Les méthodes chimio
taxonomiques sont largement utilisées, en particulier pour les groupes de procaryotes ou les
caractéres morphologiques et physiologiques ont largement échoué¢ ou n'ont pas été

suffisants pour fournir une classification satisfaisante. (Schleifer et Stackebrandt, 1983).

1.9.3 Classification génotypique

16S, ainsi que 23S, les comparaisons de séquences de genes d'ARNr sont
actuellement considérées comme 1'étalon-or pour déduire les relations phylogénétiques des
procaryotes. Ces genes remplissent toutes les propriétés de marqueurs moléculaires utiles
(ubiquitaires, fonctionnellement constants, conservés, homologues). Ce sont des marqueurs
stables et moins sujets au transfert latéral de génes. Il existe également une bonne congruence
pour le modele de ramification des arbres phylogénétiques dérivés de geénes conservés,

principalement informatifs. (Ciccarelli ez al., 2006).

1.9.4 Classification actuelle

I1 faut souligner qu'il n'existe toujours pas de systéme officiellement reconnu pour la
classification des procaryotes. Les systémes de classification actuellement appliqués
reposent pour des raisons pratiques sur des méthodes et non sur des concepts théoriques. Le
systeme le plus utilisé est l'approche dite polyphasique. (Vandamme et al., 1996), Cette
approche comprend des données phénotypiques, chimio taxonomiques et génotypiques,
ainsi que des informations phylogénétiques. Le séquengage du gene de I'ARNr 16S est

appliqué pour déterminer la phylogénétique. (Wayne et al., 1987).

1.10 La bactérie : Escherichia coli
1.10.1 Définition

Escherichia coli nommé aussi "colibacille" découverte par le pédiatre allemand
autrichien {Theodor Esherich} a partir d'un échantillon de selles humaines en 1885. C’est
un bacille d'environ 2-3 pm de long et 0,6 a 0,7 pm de diameétre, Gram négatif, non sporulée,
souvent mobile, de la famille des Enterobacteriacea, hote commun du tube digestif des

humains et des animaux.
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Le genre d’Escherichia est composé de cinqg especes : E. albetii, E. coli, E. fergusonii,
E. hermanii et E. vulnérais, avec E. coli comme espéce-type. Sur la base de ses antigénes de
surface (O somatique, antigene flagellaire H et antigéne capsulaire K), E. coli se différencie

en plus de 190 sérogroupes (Amairi, 2021).

1.10.2 Habitat

E. coli est une bactérie commune de la microflore commensale intestinale de
I’homme et de la plupart des animaux a sang chaud (mammiferes et oiseaux). Elle colonise
de maniére asymptomatique le tractus digestif de I’homme dans les premieres heures qui
suivent la naissance et constitue des lors I’espéce bactérienne dominante de la flore anaérobie
facultative du colon humain ,sa niche écologique se trouve dans la couche de mucus secrétée
par I’épithélium du c6lon ou elle assure, avec les autres composants de la microflore, une
barriere de protection de la muqueuse , La concentration en E. coli par grammes de selles
varie d’un individu a un autre de 107 a 109 unités formant des colonies (UFC). Elle est plus
faible chez les autres mammiferes, E. coli peut transiter dans I’eau et les sédiments. Il est
utilis¢ comme un indicateur de la contamination fécale de 1’eau. On estime que la moiti¢ de
la population totale des E. coli réside au niveau de ces habitats secondaires
environnementaux, au sein des quels certaines souches peuvent étre sélectionnées et
disséminer naturellement, E. coli, et plus largement les coliformes thermotolérants, sont
¢galement recherchés dans les aliments comme indicateurs de contamination fécale. (Pantel,

2015).

1.10.3 Taxonomie

Ecrit pour la premiére fois en 1885 par Théodore Escherich qui avait connu
Bacterium coli en 1895 par Migula, le nom d'Escherichia coli dans la famille des
Enterobacteriacea qui fait partie de sa famille tourna Escherichia coli. Protéobactéries y
rattachées aux sous reégnes des protéobactéries, du régne des bactéries. (Bergey et Holt,
1994). E. coli est une espece anaérobie facultative qui présente un microscope optimisant
avec un batonnet de 2 a 6 um de long sur 1,1 a 1,5 um de large. C'est un firmicute de
coloration Gram négative, dont les plus proches parents au niveau génétique sont les
bactéries des especes Shigella (que certains bactériologistes sont inclus d'ailleurs en tant que

sous-espece du genre Escherichia), Klebsiella et Citrobacter. (Prescott ef al., 2005)
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1.10.4 Caractéristiques bactériologiques
1.10.4.1 Caractéres morphologiques

E. coli est un bacille de forme cylindrique (batonnet) ou Cocco bacillaire, Gram
négatif uniformément coloré, non sporulé, parfois capsulé, de 2pum a 3um de long sur 0,7um
de large. Les cellules de E. coli se présentent soit seules ou groupées, le plus souvent par

deux (diplobacilles), trés rarement elles sont rencontrées en amas ; elles sont mobiles grace

a une ciliature péritriche. Les colonies ont un aspect bombé¢, lisse et rond (Grosjean et

Pasquier, 2009).

Figure 2 : Escherichia coli observes au microscope ¢lectronique (Gx10000) (Goubau et Pellegrims,
2000).

1.10.4.2 Caracteres 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). Les E. coli sont tués rapidement
lorsque la température dépasse 70°C, comme dans le processus de pasteurisation. Outre la
température, le pH et ’aw peuvent aussi influencer la multiplication d’E. coli dont
I’optimum de croissance est de 7,2 et 0,99 respectivement. La croissance d’E. coli est arrétée
a des pH extrémes (<3,8 ou >9,5) et a une valeur d’aw inférieure a 0,94. Le degré d’acidité
d’un produit peut donc constituer un facteur de protection pour sa sécurité¢, (Anonymous,
1996). E. coli se multiplie rapidement sur gélose ordinaire ou sélective, apres 18 a 24 heures
donne des colonies de 2 mm de diameétre. Le dédoublement de cellule a lieu toutes les 20 mn

(Cohien et Karib, 2006 ; Jean et al., 2007).
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1.10.4.3 Les caracteres génétiques

Le chromosome bactérien occupe un territoire cytoplasmique (0,5 mm). Il est
structuré en superhélice, comportant 50 lobes chez Escherichia coli et est reli¢ a la
membrane plasmique au moins par 20 points d’attaches. Il est constitué d’une grande
molécule d’ADN double brin circulaire L’une des souches d’E. coli la mieux caractérisée
est la souche K12 utilisée comme outil de travail dans la recherche scientifique, dans des
¢tudes de génétique, de biologie moléculaire, de physiologie, et de biochimie. Son génome
a ¢té publié¢ en 1997, il correspond a un unique chromosome circulaire de 4,6 millions paires
de bases, sur lequel sont identifiés 4289 génes codant des protéines, 86 génes codant des

ARNt et 22 genes codant des ARNr rassemblés dans 7 opérons ribosomaux.

Le génome de la souche E. coli pathogene aviaire O1 : K1 :H7 a été publié¢ en 2007
il comprend un chromosome circulaire de 5,1 Mpb et 4 plasmides totalisant ainsi un génome
d’une taille de 5,6 Mpb. Le chromosome de la souche aviaire O:78 séquencé en 2013 a une
taille de 4,7Mpb avec deux plasmides de 217Kpb et 113Kpb La comparaison entre les
différents génomes des souches E. coli a mis en évidence la présence de deux fonds
génomiques principaux ; « le ceeur génomique » présent dans toutes les souches d’E. coli et
qui comprend pas moins de 2000 génes et le fond dérivé ou « génome accessoire », tres
différent entre les souches, qui permet 1’expression de facteurs de virulence provoquant des
maladies plus séveres. Le répertoire total de génes de I’espéce est estimé, a plus de 16 000
et seulement 1% des geénes connues sont communs a toutes les souches d’E. coli, Les souches
pathogenes d’E. coli possédent jusqu’a 20% d’informations génétiques supplémentaires
acquises vraisemblablement au cours de transferts horizontaux d’ADN. De nombreux génes
nouvellement acquis sont localisés sur le chromosome, mais beaucoup d’autres sont sur des
réplicons extra-chromosomiques, les plasmides Au cours de I’évolution, ces genes peuvent
s’intégrer dans des structures relativement indépendantes, comme les transposons ou les
phages ou se regrouper pour former des ilots de pathogénicité La séquence complete du
génome de plusieurs souches d’E. coli montre la présence de nombreuses séquences
d’insertion (IS), de séquences Bactério-phagiques ainsi que d’autres plages de séquences
inusuelles qui témoignent de I’extraordinaire plasticité du génome de ce genre bactérien , La
variabilité génétique retrouvée chez E. coli est due a la grande plasticité qui caractérise leur
génome , Elle se traduit par la capacité de ce dernier a moduler ces caractéristiques de fagon
naturelle, soit spontanée soit en réponse a un stimulus environnemental ce qui engendre des

variations structurelles du génome a plus ou moins grande échelle , Cette plasticité
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génomique est a la base de I’acquisition et la sélection de génes de virulence, envers des

recombinaisons et des transferts génétiques non spécifiques.(Meguenni, 2016).

1.10.4.4 Caractéres biochimiques

E. coli posséde une catalase mais est dépourvu d’oxydase. L’étude d’activités
enzymatiques et de la fermentation des sucres est réalisée a I’aide de micro-méthodes
validées disponibles dans le commerce sous forme de galeries. Ces galeries permettent

I’identification de cette bactérie ainsi que le diagnostic (Diassana, 2018).

.11 La bactérie : Pseudomonas aeruginosa
1.11.1 Habitat

P. aeruginosa est une bactérie hydrotellurique ubiquitaire, parfois commensale du
tube digestif de I’homme, saprophyte, répandue dans les zones humides : le sol, les lacs, les
rivieres, 1’eau polluée, les piscines et les jacuzzis. Elle est largement répandue dans les
poussieres et les aliments crus (particuliérement les légumes : tomates, carottes, ...)

(Benelmili, 2021).

1.11.2 Taxonomie et nomenclature

Etymologiquement, le mot issu du grec (pseudo =simili ou imitation) et
(Monas=unité¢) désignait les germes du début de la microbiologie. Le mot aeruginosa, qui
signifie vert de gris en latin, fait référence au pigment produit par la bactérie et qui donne a
la colonie sa couleur caractéristique. P. aeruginosa est 1’espéce type des Pseudomonas

(Yétérian, 2010).
Pseudomonas aeruginosa appartient a :

e Reégne: Bacteria
e Phylum: Proteobacteria
e C(lasse: Gamma proteobacteria
e Ordre : Pseudomonadales
e Famille : Pseudomonadaceae
e Genre : Pseudomonas
e Espece : aeruginosa
Par définition, les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif, non

sporulés, généralement mobiles grace a une ou plusieurs flagelles polaires, aérobies a
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métabolisme strictement respiratoire et chimio-organotrophes. Mais cette définition ne
permet pas de les différencier des autres bactéries a Gram négatifs, et doit étre complétée par

d’autres caractéristiques phénotypiques. (Mezaache, 2012).

1.11.3 Bactériologie de Pseudomonas aeruginosa

1.11.3.1 Caractéres morphologiques

P aeruginosa est une bactérie hétérotrophe, motile, Gram-négative en forme de
batonnet d’environ 1-5 pm de long et 0,5-1,0 um de large. (Chaker, 2012), C’est une
bactérie a Gram négatif non fermentatif, parfois entouré d’une pseudo-capsule appelée slime
qui peut jouer un rdéle important dans la pathogénicité de cette bactérie, il est trés mobile
grace a une ciliature polaire en général monotriche. Il peut étre cultivé facilement sur tous
les milieux en aérobiose (température de 37°C ou 30 °C), il dégage une odeur aromatique

caractéristique de seringa due a la production d’ortho amino-acétophénone (Solbi, 2013).

Généralement non capsulée mais parfois entourée d’une pseudo-capsule appelée
slime qui peut jouer un réle important dans la pathogénicité de cette bactérie, elle est tres
mobile grace a la présence de flagelle polaire généralement unique(monotriche) (figure.2)

(Chaker, 2012).

Figure 3 : Bactérie Pseudomonas aeruginosa (Duarte, 2020)

1.11.3.2 Caractéres culturaux
Le bacille pyocyanique est une bactérie aux besoins trés limités. Croissant sur des

milieux synthétiques simples, elle pousse facilement en 24 heures a 37°C. Elle peut croitre
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entre 4 et 40°C avec un optimum de 37°C. Par contre, elle supporte de moindres variations

de pH (5,6 a 9,0) avec un pH optimal de 7.6. Pseudomonas aeruginosa est une bactérie

aérobie stricte c’est-a-dire quelle ne se développe qu'en Présence oxygéne. Mais capable

d’utiliser les nitrates en conditions anaérobies (Batra, 2018).

Il existe différents milieux de culture utilisés pour la culture de Pseudomonas

aeruginosa en laboratoire et le plus souvent le milieu Nutriment Agar et le milieu

MacConkey Agar sont utilisés, les autres milieux sont les suivants :

e Milieu Columbia Horse Blood Agar.

e Milieu de gélose au sang de mouton.

e Milieu Tryptic Soy Agar.

e Milieu Cetrimide Agar (milieu sélectif).

e Le milieu liquide (milieu Nutrient Broth, milieu TSB, etc.).

Selon Batra, (2018) les types de colonies peuvent étre observés simultanément ou de

maniere isolée sur milieux solides (Tableau 2).

Tableau 2: Caractéristiques culturaux de Pseudomonas aeruginosa. (Batra, 2018)

Caractéristiques Gélose nutritif Milieu Milieu Milieu de
culturelles Cetrimide MacConkey | gélose au sang
Circulaire a
Forme Irréguliere Circulaire Circulaire bords
irrégulier
Taille 2-4 mm 1-3 mm 2-3 mm 2-4 mm
Elévation Bas Convexe Bas Convexe | Bas Convexe | Plat
. . Lisse (fraiche | Lisse (fraiche | Lisse (fraiche
Liss (isolation ) ) . . . .
fraiche) isolation) ; | isolation) ; isolation) ;
N Mucoide Mucoide Mucoide
Mucoide
Surface (lorsque la | (lorsque la (lorsque la
(Lorsque la
. couche couche couche
couche visqueuse . . .
\ visqueuse se | visqueuse se | visqueuse se
est formée)
forme) forme) forme)
Bleu verdatre (di Bleu Ye‘rdatre Incolore Blanc grisatre
\ . (diala
Couleur a la production de )
igment) production de
Pi5 pigment)
Translucide Transparent Translucide
Structure Opaque
Opaque Opaque
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1.11.3.2.1 Caractéres biochimiques et enzymatiques

P. aeruginosa est une bactérie possede : Indole -, urée -, TDA - (tryptophane désaminase),
H2S -, gélatine +, ONPG - (Orthonitrophényl-galactose), Nitrate réductase +, LDC -,
(Lysine-décarboxylase), ODC- (Ornithine-décarboxylase), = ADH+ (Arginine
déshydrogénase) (Liazid, 2012). Production de pigments de Pseudomonas aeruginosa
produit deux types de pigments (fluorescent ou non) qui servent a son identification. Ils
peuvent €tre mis en évidence dans le milieu de King B et King A. Pyoverdine ; pigment
jaune-vert fluorescent, soluble dans I’eau, insoluble dans le Chloroforme. Pyocyanine
(phénazinique) ; pigment bleu-vert non fluorescent soluble dans I’eau et le chloroforme.

Cette espece est la seule a le produire (Delarras, 2007)

1.11.3.2.2 Caracteres antigéniques

L’aspect irisé des colonies et le pigment vert orienteront tres vite le diagnostic.
La confirmation pourra étre apportée de fagon minimum par :

-le caracteére mobile et gram- des bacilles

- le caractere aérobie strict

- une oxydase positive violente (sauf pour les colonies muqueuses)

- la pousse a 41°C

- la résistance a la kanamycine.

Pour les souches atypiques quant a leurs caractéres culturaux, la réalisation d’une
identification biochimique pourra étre lancée a I’aide de galeries : les caractéres principaux
sont la production d’une arginine dihydrolase, gélatinase, nitrate réductase et I’assimilation

de certains hydrates de carbone comme le glucose. (Clave, 2011).

1.11.3.2.3 Caracteres genomiques

Le génome de la souche PAO1 de P. aeruginosa a été complétement séquencé en 2000. I1
comprend 6,3 millions de paires de bases contenant 5570 génes avec un pourcentage molaire
C+G important (66%). Seuls 6,7 % de ces geénes ont une fonction bien connue. Le
pourcentage des séquences régulatrices est plus important dans le génome entier de P

aeruginosa (8,4%) (Stover et al., 2000)
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CHAPITRE 11

ADN et Mutagenese

II.1 ADN

II.1.1 Définition de ’ADN

L'ADN, ou acide désoxyribonucléique, est une molécule biologique qui contient
l'information génétique des organismes vivants. Il est présent dans les cellules de tous les
étres vivants et est responsable de la transmission des caractéristiques héréditaires d'une

génération a l'autre.

La structure de I'ADN est en forme de double hélice, constituée de deux brins
complémentaires de nucléotides reliés par des liaisons hydrogéne entre les bases azotées.
Les quatre bases azotées qui composent ' ADN sont 'adénine (A), la thymine (T), la cytosine
(C) et la guanine (G). Cette structure en double hélice permet a ' ADN de se répliquer de
maniere fidele, en conservant l'information génétique lors de la division cellulaire. (Watson

et Crick, 1953)

I1.1.2 Acides nucléiques : Les molécules clés de l'information génétique

Les biopolymeéres et les macromolécules connus sous le nom d'acides nucléiques sont
essentiels a la vie de tous les étres connus. Les nucléotides, qui sont les monomeres
constitutifs des acides nucléiques, sont composés d'un sucre a cinq carbones, d'un groupe
phosphate et d'une base azotée. Ces ¢léments forment les blocs de construction des
nucléotides. L'ADN, acronyme d'acide désoxyribonucléique, et ' ARN, acronyme d'acide
ribonucléique, sont les deux principaux types d'acides nucléiques. Lorsque le sucre est le
ribose, 'ARN est le polymére prédominant, tandis que 'ADN est le polymére lorsque le

sucre est le désoxyribose, une dérivation du ribose.

Les acides nucléiques sont des composés chimiques présents naturellement, jouant un role
crucial en tant que molécules principales porteuses d'informations au sein des cellules. Ils
sont également responsables de la constitution du matériel génétique. Présents abondamment
dans tous les organismes vivants, les acides nucléiques sont responsables de la création, de
l'encodage et du stockage de l'information dans chaque cellule vivante, quelle que soit la

forme de vie présente sur Terre. Ils assurent la transmission et l'expression de cette
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information a l'intérieur et a l'extérieur du noyau cellulaire, régulant ainsi les processus

internes de la cellule et contribuant ultimement a la formation de chaque étre vivant.

La séquence d'acide nucléique, qui fournit I'ordre « échelle étape » des nucléotides a
l'intérieur des molécules d'ARN et d'ADN, est le milieu a travers lequel I'information qui a
été codée est a la fois stockée et transmise. Ils jouent un réle particuliérement crucial dans

la détermination du déroulement du processus de synthése des protéines. (Fouad, 2022)

I1.1.3 Le role d"'ADN

L'ADN joue également un role crucial dans la réponse de 1'organisme aux changements
environnementaux et aux mutations génétiques. Les mutations peuvent étre bénéfiques,
neutres ou préjudiciables pour la survie de l'organisme. L'ADN permet aux organismes de
s'adapter a leur environnement en produisant de nouvelles variantes génétiques qui peuvent
étre sélectionnées pour leur utilité. Cela permet aux organismes de s'adapter et d'évoluer au

fil du temps.

De plus, I'ADN régule I'expression génique, c'est-a-dire qu'il controle la fagon dont les génes
sont transcrits et traduits en protéines. Cette régulation peut étre influencée par des facteurs
internes et externes, tels que lI'environnement, 1'age et les maladies. Des mutations ou des
anomalies dans I'ADN peuvent entrainer des changements dans 1'expression génique, ce qui

peut avoir des conséquences sur la santé de 1'organisme.

Enfin, 'ADN est également impliqué dans la transmission de l'information génétique d'une
génération a l'autre. Lors de la reproduction sexuée, les gamétes (ovules et spermatozoides)
contiennent une moiti¢ de l'information génétique de chaque parent. Lorsque les gamétes se
fusionnent, ' ADN des deux parents se combine pour former un nouvel organisme avec une

combinaison unique d'informations génétiques. (Alberts et al., 2002)

II.1.4 Importance de I'ADN dans la compréhension de la vie et de la génétique
L'ADN est également important dans la compréhension des mutations génétiques, qui

peuvent causer des maladies et des troubles génétiques. Les mutations sont des changements

dans la séquence d'ADN qui peuvent se produire spontanément ou étre causés par des

facteurs externes, tels que les rayonnements ionisants, les produits chimiques ou les virus.

La compréhension des mutations génétiques est importante pour la recherche sur les
maladies génétiques, ainsi que pour le développement de traitements ciblés et de thérapies

géniques. En identifiant les mutations responsables d'une maladie, les scientifiques peuvent

19



ADN et Mutageneése

travailler a développer des traitements pour inverser les effets de la mutation ou pour corriger
la mutation elle-méme. L'ADN est également important pour la recherche en biologie
évolutive, car il peut étre utilis€é pour reconstituer l'histoire évolutive des especes. En
comparant les séquences d'ADN de différentes espéces, les scientifiques peuvent déterminer

les relations de parenté et les schémas d'évolution des espéces.

Enfin, 'ADN a également des implications éthiques et sociales, notamment en maticre de
protection de la vie privée et de la discrimination génétique. La compréhension de ' ADN et
de son utilisation dans différents domaines nécessite une réflexion approfondie sur les

implications éthiques et sociales de ces avancées.

En résumé, 'ADN est une molécule fondamentale pour la vie et la compréhension de la
génétique. Il joue un réle important dans la recherche sur les maladies génétiques, la biologie
évolutive, ainsi que dans les implications éthiques et sociales de son utilisation. (Collins et

al., 2003).

II.1.5 Structure de PADN
I1.1.5.1 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 l'information génétique est stockée et transmise.

Leur travail a été publi¢ 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 modele en trois dimensions de la structure de I'ADN, basé sur des données

expérimentales de diffraction des rayons X.

La structure en double hélice de ' ADN se compose de deux brins de nucléotides enroulés
l'un autour de l'autre pour former une double hélice. Les brins sont maintenus ensemble par
des liaisons hydrogeéne entre les bases azotées complémentaires (adénine-thymine et
cytosine-guanine), ce qui permet a 'ADN de se répliquer fidelement lors de la division

cellulaire.

La découverte de la structure en double hélice de I'ADN a ouvert la voie a de nombreuses
avancées dans la compréhension de la biologie moléculaire, de la génétique et de la

médecine, et a conduit a de nombreuses applications pratiques dans des domaines tels que
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la médecine légale, la biotechnologie et la recherche sur les maladies génétiques. (Watson

et Crick, 1953)

I1.1.5.2 Décoder le puzzle de I'ADN : la révélation de la double hélice
De Watson et Crick

La prise de conscience de Chargaff que A=T et C = G, combinée a des travaux de
cristallographie aux rayons X d'une importance cruciale par les chercheurs anglais Rosalind
Franklin et Maurice Wilkins, a contribué a la dérivation par Watson et Crick du modele
tridimensionnel a double hélice pour la structure de I'ADN. La découverte de Watson et
Crick a ¢également été rendue possible par les progrés récents dans la construction de
modeles, ou I'assemblage de structures tridimensionnelles possibles basées sur des distances
moléculaires et des angles de liaison connus, une technique avancée par le biochimiste
américain Linus Pauling. En fait, Watson et Crick craignaient d'étre « récupérés » par
Pauling, qui a proposé un modele différent pour la structure tridimensionnelle de I'ADN
quelques mois avant eux. En fin de compte, cependant, la prédiction de Pauling était

incorrecte. (Pray, 2008)

A l'aide de découpes en carton représentant les composants chimiques individuels
des quatre bases et d'autres sous-unités nucléotidiques, Watson et Crick ont déplacé les
molécules sur leur bureau, comme s'ils assemblaient un puzzle. Ils ont été induits en erreur
pendant un certain temps par une compréhension erronée de la configuration des différents
¢léments de la thymine et de la guanine (en particulier, les anneaux de carbone, d'azote,
d'hydrogene et d'oxygene). Ce n'est que sur la suggestion du scientifique américain Jerry
Donohue que Watson a décidé de faire de nouvelles découpes en carton des deux bases, pour
voir si peut-Etre une configuration atomique différente ferait une différence. Ca faisait. Non
seulement les bases complémentaires s'emboitaient parfaitement (c'est-a-dire A avec T et C
avec G), chaque paire étant maintenue ensemble par des liaisons hydrogene, mais la structure

reflétait également la régle de Chargaft (Figure 4). (Pray, 2008)
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Figure 4 : La structure en double hélice de I’ADN (Pray, 2008).

I1.1.5.3 La composition chimique et la structure des acides nucléiques

Alors que le nom de Johann Miescher s'est estompé au XXe siecle, d'autres
scientifiques ont persisté a déméler la composition chimique de la molécule précédemment
connue sous le nom de nucléine. Cependant, les scientifiques ont finalement reconnu la
simplification excessive de la structure tétra nucléotidique de Levene, car l'ordre des
nucléotides le long d'un brin d'ADN (ou d'ARN) s'est avéré tres variable. Malgré cette prise
de conscience, la structure polynucléotidique de Levene est restée exacte a plusieurs égards.
Aujourd'hui, nous comprenons que 1'ADN est composé¢ d'une séquence de nucléotides,
chacun composé de trois composants : un groupe phosphate, une molécule de sucre (ribose
dans I'ARN et désoxyribose dans I'ADN) et une seule base contenant de 1'azote. De plus, les
bases azotées sont classées en deux groupes : les purines (adénine [A] et guanine [G]),
chacune avec deux cycles fusionnés, et les pyrimidines (cytosine [C], thymine [T] et uracile

[U]), chacune avec un seul anneau. Il est largement admis que I'ARN ne contient que A, G,
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C et U (pas de T), tandis que 'ADN ne contient que A, G, C et T (pas de U). (Pray, 2008 ;
Furelaud, 2003)

Possible Bases
Pyrimidines
H H CH
LN " 2o 0
-H V. HN_ #
C\ 7 , -~
HCEERS HCERRS o=cy1$§
/ hS'N ~H |‘q UfCH
C =cH
H/ |\ H/ i H/
o) O
Cytosine Thymine Uracil
e Purines }‘g
-/, N—H by
&N\ //N\ /
+ HC‘ 2 ;"c\ HC\ ,5: --C\
N=c, A N=C G VH
/ N=C / \N—C
\ y \ H \ H ‘N—H
N H /
Ribose or H
deoxyribose Adenine Guanine

1? g

\ y 5\ 4
\ 4 5 4
Nucleoside  Phosphate Nucleotide

Figure 5 : La structure chimique d'un nucléotide. (Pray, 2008)

Un seul nucléotide est composé de trois composants : une base contenant de 1'azote, un sucre
a cinq carbones et un groupe phosphate. La base azotée est soit une purine, soit une
pyrimidine. Le sucre a cinq carbones est soit une molécule de ribose (dans I'ARN) soit une

molécule de désoxyribose (dans I'ADN). (Pray, 2008)

I1.1.6 Organisation de ' ADN dans les chromosomes

L'ADN est organisé en structures appelées chromosomes. Les chromosomes sont
constitués de longues molécules d'ADN qui sont enroulées autour de protéines appelées
histones. Cette organisation compacte permet de stocker une grande quantité d'ADN dans
un espace restreint. Les chromosomes sont présents dans le noyau de chaque cellule
eucaryote. Les humains ont 23 paires de chromosomes, pour un total de 46 chromosomes.

Les chromosomes contiennent des geénes, qui sont des segments d'ADN qui codent pour des
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protéines spécifiques. Les geénes sont organisés en séquences linéaires le long des

chromosomes.

Les chromosomes jouent un rdéle important dans la reproduction cellulaire. Avant
qu'une cellule se divise en deux cellules filles, elle duplique ses chromosomes pour que
chaque cellule fille regoive une copie compléte de I'ADN. Les chromosomes jouent
¢galement un role dans la variation génétique en permettant des échanges d'informations
geénétiques entre les chromosomes homologues lors de la méiose, le processus de formation

des cellules reproductrices. (Griffiths et al., 2000)

Chromosome

chromatides
P

télomere

télomere

double hélice ADN
~ 0,8 - 4 cm/molécule

S

S N
'@M\\\\/A

Figure 6: Structure d’un chromosome. (Hayes, 2000)
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I1.1.7 Structure et diversité des chromosomes chez les bactéries

Contrairement aux cellules eucaryotes qui possédent des chromosomes lin€aires, la
plupart des bactéries ont un seul chromosome circulaire fermé de manicre covalente.
Cependant, toutes les bactéries n'ont pas un seul chromosome circulaire ; certaines bactéries
possedent plusieurs chromosomes circulaires, tandis que d'autres ont a la fois des
chromosomes linéaires et des plasmides linéaires. Plusieurs chromosomes ont également été
observés dans diverses bactéries, notamment Brucella, Leptospira interrogans, Burkholderia
et Vibrio cholerae. Certaines bactéries, telles que Borrelia et Streptomyces, ont des
chromosomes linéaires, et de nombreuses souches de ces bactéries contiennent a la fois des
plasmides lin€aires et circulaires. La longueur du chromosome d'E. coli est d'environ 1,35
mm, soit plusieurs centaines de fois plus longue que la taille de la cellule bactérienne. Pour
accueillir ce grand chromosome dans l'espace confiné de la cellule, ' ADN circulaire est

bouclé et super enroulé. (Rao, 2006)

I1.1.8 Réplication de I'ADN
I1.1.8.1 Processus de la réplication de ’ADN

La réplication de I'ADN est le processus par lequel une cellule copie son ADN afin de
produire une copie identique qui sera transmise a chaque cellule fille lors de la division

cellulaire. Ce processus comporte plusieurs étapes clés :

1) L'ouverture de la double hélice d’ADN : I'enzyme hélicase sépare les deux brins d'ADN

en cassant les liaisons hydrogeéne qui les maintiennent ensemble.

2) L’amorgage : une amorce est ajoutée a chaque brin d'ADN par une enzyme appelée
primase. Cette amorce fournit un point de départ pour la synthése de la nouvelle chaine

d'ADN.

3) L’¢longation : les enzymes appelées ADN polymérases synthétisent les nouveaux brins
d'ADN en utilisant chaque brin d'ADN parental comme modé¢le. Les nucléotides libres
s'apparient avec les bases complémentaires sur le brin parental, formant ainsi une nouvelle

chaine d'ADN complémentaire.

4) La correction des erreurs : une fois que la réplication est terminée, des enzymes de
correction d'erreurs vérifient le nouvel ADN pour s'assurer qu'il ne contient pas d'erreurs de

séquence. (Alberts et al., 2002).
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I1.1.9 Réle des enzymes dans la réplication

La réplication de ' ADN est un processus complexe qui implique plusieurs enzymes.
L'ADN polymérase est I'enzyme principale impliquée dans la réplication de 'ADN. Cette
enzyme est responsable de la synthése de nouveaux brins d'ADN en utilisant les brins
parentaux comme matrice. L'ADN polymérase ajoute des nucléotides a l'extrémité 3' du brin

en croissance, en utilisant 1'énergie fournie par I'hydrolyse de nucléosides triphosphates.

L'hélicase est une autre enzyme importante dans la réplication de I'ADN. Elle est
responsable de la séparation des brins parentaux en déroulant la double hélice. L'ADN gyrase
est une enzyme qui €limine les tensions créées par 1'hélice lors du déroulement de la double

hélice. (Burgers et Kunkel, 2017)

D'autres enzymes, telles que les primases, les exonucléases et les ligases d'ADN,
jouent également un réle important dans la réplication de I'ADN. Les primases sont
responsables de la synthése des amorces d'ARN nécessaires a la synthése des nouveaux brins
d'ADN. Les exonucléases ¢liminent les nucléotides mal appariés de 1'extrémité 3' du brin en
croissance. Les ligases d'’ADN sont responsables de la liaison des fragments d'ADN Okazaki
pour former un brin continu. Ensemble, ces enzymes travaillent en tandem pour permettre

la réplication de ' ADN avec une grande précision et une efficacité élevée. (Stillman, 2008)

II.2 Mutations de ’ADN

I1.2.1 Définition de mutation

Les mutations sont des altérations héréditaires du matériel génétique qui peuvent se
produire spontanément ou étre provoquées par des substances chimiques ou des facteurs
physiques. Les organismes considérés comme des références non mutés sont appelés
"sauvages", tandis que leur descendance présentant des mutations est appelée "mutants". Le
processus de mutation est connu sous le nom de mutagenése, et les substances responsables
de I'induction des mutations sont appelées "mutageénes". La plupart des mutations spontanées
se produisent lors de la réplication de ' ADN. La position de la mutation sur les geénes est

importante. ((Rao, 2006 ; Nicklin ef al., 2000).

I1.2.2 Mutagenese dirigée
La mutagenese dirigée est une mutation qui vise un géne connu qu'on veut étudier.
Souvent, avec les bactéries, le mode de mutation utilisé est la conjugaison. Cette dernicre est

basée sur la recombinaison homologue dirigée dans le génome bactérien par reconnaissance
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de séquences. Ce processus naturel est sexuel et nécessite un contact préalable entre bactéries
de sexe différent : une bactérie « male », la bactérie donatrice et une bactérie « femelle »,
réceptrice. Le male posséde le plasmide F (facteur de sexualité ou de fertilité) qui lui permet
de synthétiser des pilis sexuels et de donner la polarité au chromosome. Par la suite, ' ADN
simple brin s'intégre a l'endroit précis ou se retrouve la séquence homologue correspondant
au géne a muter. Le transfert d'ADN chromosomique est a sens unique, orienté, progressif
et quelquefois total. Expérimentalement, ce processus peut étre possible a l'aide d'un
plasmide et de souches possédant le gene F conférant la capacité de transférer du matériel

geénétique a l'aide d'un pili. (De carufel, 2008)

I1.2.3 Types et causes des mutations de ' ADN
I1.2.3.1 Mutation faux-sens

Les mutations faux-sens sont des mutations de 1'ADN qui entrainent des
modifications de la séquence d'acides aminés (un mauvais codon et un mauvais acide amin¢)
du produit protéique. Cela pourrait étre causé€ par un seul point mutation ou une série de

mutations. (Rao, 2006)

Faux-sens

12 12

aueA

G
A
G|

acide glutamigque

. .
Figure 7 : schéma de mutation faux sens (Chellat, 2020-2021)

11.2.3.2 Mutation non-sens

Les mutations ou une chaine 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)
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Figure 8 : schéma de mutation non-sens (Chellat, 2020-2021)
11.2.3.3 Mutation silencieuse
Toutes les mutations ne pouvaient pas produire des changements visibles dans le
phénotype et le génotype d'un organisme ; ces mutations sont appelées mutations

silencieuses, dans lequel une mutation d'une seule paire de bases ne modifie pas le produit

d'acide aminé (Graur, 2003)

Méme-sens

Silencieux
E 12

AUPINDOS)

isoleucine

Figure 9 : schéma mutation silencieux (Chellat, 2020-2021)
11.2.3.4 Mutation de décalage de cadre
Les mutations de décalage de cadre impliquent I'ajout ou la suppression de paires de
bases provoquant un changement dans le "cadre de lecture" du gene. Cela provoque un
décalage du cadre de lecture et tous les codons et tous les acides aminés apres cette mutation
sont généralement erronées. Etant donné que I'ajout d'acides aminés a la chaine protéique est
déterminé par les trois codons de base, lorsque la séquence globale du gene est modifiée, la

séquence d'acides aminés peut également étre modifi¢e. (Rao, 2006)
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11.2.3.5 Mutation de duplication

Souvent, lors de dommages a 1'ADN, les télomeéres sont perdus, ce qui rend les
extrémités de ' ADN collantes, qui fusionnent, et pendant I'anaphase lors de la migration vers
les poles respectifs, il se produit une rupture inégale du chromosome générant des fragments
acentriques et dicentriques. Le fragment acentrique est perdu, tandis que le fragment
dicentrique est tiré vers les extrémités opposées, entrainant la rupture du fragment. Cela
donne un produit déséquilibré car la rupture ne se produit pas nécessairement au centre du
chromosome et crée des duplications dans un brin appelées mutations de duplication et des

délétions dans l'autre. (Murnane, 2012)

I1.2.3.6 Mutation suppressive

C'est une inversion d'un phénotype mutant par une autre mutation a une position sur
I'ADN distincte de celle de la mutation originelle. La vraie réversion ou la rétro mutation
entraine la réversion d'un mutant a l'original forme, qui se produit a la suite d'une mutation

se produisant a nouveau au méme endroit. (Rao, 2006)

11.2.3.7 Mutation létale conditionnelle
Parfois, une mutation peut affecter un organisme de telle maniere que le mutant peut

ne survivent que dans certaines conditions environnementales. (Rao, 2006)

11.2.3.8 Mutation d'inversion

Si un segment d'ADN est retiré et réinséré dans le sens inverse, cela s'appelle une
inversion mutation. Sur la base de I'étendue des changements de paires de bases, les
mutations peuvent étre de deux types ; microlésion et macro 1ésion. Les microlésions sont
essentiellement des mutations ponctuelles (affectant des paires de bases uniques) tandis que
les macro lésions impliquent I'addition, la suppression, l'inversion ou la duplication de
plusieurs paires de bases. Les mutations de I'ADN peuvent se produire spontanément ou
peuvent étre causées par une force ou une substance externe appelée mutagene. Les
mutagenes peuvent étre des produits chimiques tels que I'acide nitreux, qui modifie 1'adénine
pour qu'elle s'associe a la cytosine au lieu de la thymine. D'autres mutagénes chimiques
comprennent les colorants d'acridine, les analogues de nucléosides dont la structure est
similaire a celle des bases azotées, le benzopyréne (provenant de la fumée et de la suie) et
l'aflatoxine. Les radiations peuvent également étre une cause de mutations de ' ADN. Il a été
démontré que les ondes lumineuses a haute énergie telles que les rayons X, les rayons gamma

et la lumiere ultraviolette endommagent I'ADN. La lumi¢re UV est responsable de la
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formation de dimeres de thymine dans lesquels des liaisons covalentes sont établies entre les
molécules de thymine. Ces liens modifient la forme physique de 'ADN, empéchant la

transcription et la réplication. (Rao, 2006)

I1.2.4 Les agents mutagénes

Les agents mutagénes sont des substances ou des agents présents dans
l'environnement qui ont la capacité de provoquer des altérations dans la séquence d'ADN.
Ils peuvent agir de différentes manieres, notamment en remplagant, en modifiant ou en
endommageant certaines parties de ' ADN. En conséquence, les agents mutagénes peuvent
augmenter la fréquence d'apparition de ces mutations. Les agents mutagenes peuvent étre
classés en trois catégories principales : Les mutagenes physiques comprennent divers types
de rayonnements ionisants et non ionisants tels que les rayons ultraviolets (UV), les rayons
infrarouges (IR), les rayons X, les rayons gamma, les particules alpha, les particules béta ou
les neutrons a déplacement rapide.; les agents chimiques, tels que les analogues de bases,
l'acide nitreux, les agents intercalants et les agents alkylants ; et enfin, les agents biologiques,
tels que les transposons, qui sont des ¢léments génétiques mobiles capables de se déplacer

et d'insérer dans I’ADN. (Kodym et Afza, 2003 ; Dixit et Kumar, 2018) (Tableau 3)

Tableau 3 : Les agents mutagénes selon leur catégorie (Allet et al., 2013)

Les agents physiques | Les agents chimiques Les agents
biologiques
Rayonnement non Les analogues de bases Les transposons
ionisant (UV)
Rayonnement ionisant L'acide nitreux
(rayons X)
Agents intercalants

Agents alkylants

11.2.4.1 Les agents physiques

I1.2.4.1.1 Rayonnement non ionisant (UV)
<< Ultraviolets >> est le nom donné aux rayonnements électromagnétiques
s'é¢tendant dans la gamme des longueurs d'ondes situées d'une part immédiatement en dega

du violet, en extrémité du spectre visible (400nm) et d'autre part avant les rayons X (100nm).
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Le spectre des rayonnements UV est donc par définition compris entre 100 et 400nm et est
invisible (Rosset et Rosset, 1996). La lumi¢re UV est non-ionisante, non- chimique et
athermique ce qui reste une technique respectueuse pour l'environnement, facile a appliquer

et économique (Demirci et Ngadi, 2012).

D'aprés Olhsson et Bergtsson. (2010), les rayonnements UV présentent des effets
différents selon leur longueur d'onde. Aussi, le spectre UV est-il arbitrairement en 3 bandes

comme suit (Figures 10 et 11) :
UV-A, ondes longues entre 315-400nm, a effet bronzant.
UV-B, ondes moyennes entre 280-315nm a effet érythémateux.

UV-C, ondes courtes entre 100-280nm a propriétés germicides et photochimiques.

Gamma-Rays Radiowaves

Microwaves

X-Rays " Infra Red

10 10° 108 100 10° 10° 10 10° 10®° 0% 107" 102 107 107°
10° 10° 10* 107 107 100 10° 100 10* 30° 10 10° 10° Wavelength
. '

et nm
Visible Light 7 <
_
100 200 300 400 500 600 700 Wavelength

nm
Figure 10: Electromagnetic radiation spectrum with a division of light spectrum on visible

and UV light in the three different types. (Koutchma et al., 2009)
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_ Energy

Wavelength (nm)

.

UV region

100 200 300

UvC |UVB UVA

Vacuum

uv

UVA (315-400 nm)
Not considered germicidal, can cause skin cancer, carcinogenic

UVB (280-315 nm)
Germicidal activity through protein damage, carcinogenicity. erythema

v

UVC (200-280 nm)
Highest germicidal activity via DNA damage, prevent DNA repair, mutagenicity
= Peak germicidal wavelength: 250-280 nm (optimum peak 262 nm) ®

= Low vapour mercury lamps: Peak emission at 254 nm
= Pulsed Xenon lamps: Peak germicidal activity at 230 nm
= Far UVC (222 nm): Inactivation of coronaviruses

Figure 11 : Le spectre ultraviolet (UV) (100-400 nm), les gammes de longueurs d'onde
correspondantes, leur activité germicide et les risques pour la santé humaine. (Bhardwaj et al.,
2021).

11.2.4.1.2 Rayonnement ionisant (rayons X)

Le rayonnement ionisant, notamment les rayons X, est une forme de rayonnement
¢lectromagnétique qui posséde suffisamment d'énergie pour éjecter les électrons des atomes
et ainsi ioniser la matic¢re avec laquelle il interagit. Le rayonnement ionisant, y compris les
rayons X, peut avoir des effets néfastes sur la santé humaine et I'environnement. Lorsqu'une
personne est exposée a des niveaux €levés de rayonnement ionisant, cela peut entrainer des
dommages a I'ADN et d'autres composants cellulaires, augmentant ainsi le risque de
développement de cancers et d'autres maladies liées a l'irradiation. (Bhattacharya et al.,

2021).

11.2.4.2 Les agents chimiques
11.2.4.2.1 Les analogues de bases

Les analogues de bases sont des composés chimiques qui ressemblent
structurellement aux bases nucléiques (adénine, cytosine, guanine et thymine) présentes dans
I'ADN et ' ARN. Ces analogues peuvent étre utilisés a des fins de recherche pour étudier les
processus biologiques impliquant 'ADN et I'ARN, ainsi que pour concevoir des

médicaments antiviraux ou anticancéreux.
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L'utilisation d'analogues de bases permet de manipuler sélectivement la séquence d'ADN ou
d'ARN, en remplagant une base spécifique par un analogue. Cela peut avoir des effets
différents sur la structure et la fonction de 'ADN ou de I'ARN, ce qui permet d'étudier les
roles spécifiques des bases nucléiques ou de modifier les propriétés de ' ADN ou de I'ARN
a des fins thérapeutiques. Par exemple, certains analogues de bases peuvent inhiber la
réplication virale en interférant avec la synthése de ' ADN viral. D'autres analogues de bases
peuvent étre utilisés en chimiothérapie pour cibler et perturber la réplication de ' ADN dans

les cellules cancéreuses, inhibant ainsi leur croissance. (Maugeri et al., 2019).

11.2.4.2.2 L'acide nitreux

L'acide nitreux est un composé chimique de formule chimique HNO?2. Il se présente
sous la forme d'un liquide instable et incolore a basse température, mais il peut se
décomposer rapidement a des températures €levées. L'acide nitreux est principalement
utilis€ comme agent nitrosant, ce qui signifie qu'il est capable de réagir avec certains
composé€s organiques pour former des nitrosamines, qui sont des substances potentiellement
cancérigénes. Il est également utilis¢ dans diverses réactions chimiques, telles que la

préparation de sels nitrite et d’oxydants. (Bhardwaj et al., 2021)

11.2.4.2.3 Les agents intercalants

Les agents intercalants sont des substances chimiques qui ont la capacité de s'insérer
entre les paires de bases de I'ADN a double brin. En intercalant entre les bases, ces agents
perturbent la structure de I'ADN, entrainant des déformations de I'hélice et une distorsion de
la séquence génétique. Cette perturbation de I'ADN peut interférer avec la réplication et la
transcription de I'ADN, entrainant des erreurs dans la synthése des protéines et pouvant

conduire a des mutations génétiques.

Les agents intercalants peuvent étre utilisés en laboratoire a des fins de recherche,
notamment pour l'analyse de 'ADN, la coloration des acides nucléiques ou la détection de
mutations spécifiques. Certains agents intercalants, tels que I'éthidium bromide, sont
couramment utilisés en biologie moléculaire pour la visualisation de 'ADN lors de

I'¢lectrophorese sur gel. (Nagel et Klinman, 2017)

11.2.4.2.4 Les agents alkylants
Les agents alkylants sont des substances chimiques qui peuvent former des liaisons
covalentes avec I'ADN, les protéines et d'autres molécules biologiques en ajoutant des

groupes alkyle (comme le méthyle, I'éthyle, le propyle, etc.) a ces composés. Cette alkylation
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provoque des modifications structurelles dans les macromolécules biologiques, ce qui peut

entrainer des dommages et des altérations dans leur fonctionnement normal.

La caractérisation des agents alkylants comprend leur capacité a former des liaisons
covalentes avec des groupes fonctionnels spécifiques dans les molécules biologiques, ainsi
que leur efficacité et leur sélectivité dans le traitement du cancer. Leur potentiel mutagéne et
leur capacité a induire des mutations génétiques sont également des aspects importants a

considérer dans leur caractérisation. (Bhardwayj et al., 2021)

11.2.4.3 Les agents biologiques
11.2.4.3.1 Les transposons

Les transposons, €galement connus sous le nom d'éléments transposables ou de
séquences d'ADN mobiles, sont des ¢léments génétiques présents dans les génomes des
organismes vivants. Ils sont capables de se déplacer ou de se dupliquer et de s'insérer dans
différentes régions de I'ADN. Les transposons peuvent entrainer des mutations génétiques
en s'insérant dans des genes fonctionnels ou en provoquant des réarrangements génomiques.
Ces ¢léments génétiques mobiles sont présents dans de nombreux organismes, y compris les
bactéries, les plantes et les animaux, y compris les humains. Ils peuvent étre classés en
plusieurs types selon leur mécanisme de mouvement, notamment les transposons a ADN, les

rétrotransposons a ARN et les rétrotransposons a ADN intermédiaire. (Nakamura, 2019)

I1.2.5 Les mécanismes de réparation des mutations dans ' ADN

La réparation de 'ADN est mise en ceuvre via une grande variété¢ de mécanismes
adaptés a chaque type de 1ésion : réparation directe, réparation des mésappariements causés
par le processus de réplication, réparation par excision et échange de base, réparation par
excision et échange de nucléotides, réparation des cassures double brin par recombinaison
homologue ou non homologue. Chacun de ces mécanismes met en jeu de nombreuses
protéines au sein de complexes fonctionnels supramoléculaires. Certains agents
anticancéreux provoquent des 1ésions de 'ADN qui peuvent déborder les mécanismes de
réparation. L'impossibilité de réparer des lésions de ' ADN conduit normalement a la mort
cellulaire, mais des altérations des mécanismes de réparation peuvent favoriser l'instabilité

génétique et participer ainsi a l'oncogenese. (Pourquier et Robert, 2011).
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I1.2.5.1 La réparation par excision de la base (BER)

Est la principale Voie de réparation de 'ADN qui corrige les Iésions basiques qui
surviennent en raison de l'oxydation, de 1'alkylation, de la désamination et de dommages de
dépurination/dépyrimidination. Le BER facilite la réparation de ' ADN endommagé via deux
voies - patch court et patch long. La voie courte du BER conduit a une voie de réparation
d'un seul nucléotide. Alternativement, la voie BER a long patch produit une voie de
réparation d'au moins deux nucléotides. La voie BER est initiée par I'un des nombreux ADN
glycosylases, qui reconnaissent et catalysent I'élimination des bases endommagées.
(Robertson et al.,2009). Une ADN polymérase remplit a nouveau I’espace libéré en utilisant
la base complémentaire comme matrice. Enfin, une ADN ligase suture le brin réparé.

(Zhang, 2014)

Réparation par excision de base (BER)

P!

La glycosylase repére la base
endommageée et la retire

PO /

L'AP endonucléase trouve |’écart et retire AP endonucléase

les nucléotides avoisinants ﬁj ﬁ

Les bases sont assemblées et ADN polymérase
le squelette est ressoudé

PO

Figure 12 : La réparation par excision de bases est I'une des formes les plus simple de réparation
de I'ADN. (LadyofHats. 2008)

Base endommagée

ADN glycosylase
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11.2.5.2 Réparation par excision de nucléotides (NER)

La réparation par excision du nucléotide (NER) est un mécanisme plus flexible que
le BER. Elle permet la réparation par excision d’un segment d’ADN contenant le site
endommagg. Le principe est la reconnaissance de la perturbation engendrée par le dommage
quelle que soit sa nature puis une endonucléase clive de part et d’autre de la Iésion. Le
segment d’ADN contenant la I€sion est éliminé grace a une activit¢ hélicase. L’ADN
polymérase synthétise un nouveau brin a partir de I’extrémité 3’OH libre puis I’ADN ligase
lie le segment nouvellement synthétisé au brin d’ADN (figure 13). Chez E. coli, le NER est
catalysé par I’excinucléase UvrABC et une hélicase UvrD. L’inactivation d’UvrD augmente
la fréquence de mutations spontanées par un facteur 100. (Washburn et Kushner, 1991 ;

Hall, 1995 ; LeCuyer et al., 2010 ; Zhang, 2014).

Nucléotidesendommagés
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Figure 13 : Modele de la réparation de I’ADN par excision de nucléotides (NER) chez E. coli.
(Zhang, 2014)
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11.2.5.3 Réparation des mésappariements
La réparation des mésappariements d'ADN corrige les erreurs qui ont échappé a
l'activit¢ de relecture des polymérases réplicatives, augmentant ainsi la fidélit¢ de la

réplication de deux a trois ordres de grandeur (Lyer et al., 2006 ; Li, 2008)

Défauts dans I'inadéquation les génes de réparation entrainent une augmentation des taux de

mutation et une instabilité génétique (Peltomaki, 2005)

Au-dela de la correction des erreurs de réplication, les protéines de réparation des
mésappariements de ' ADN reconnaitre une variété de 1ésions de 'ADN et coordonner la
réparation par excision de nucléotides couplée a la transcription, la recombinaison
méiotique, le contrdle des points de controle du cycle cellulaire et 1’apoptose (Buermeyer,
et al.,1999 ; Peltomaki, 2003) La reconnaissance des lésions d'alkylation et des liaisons
croisées intra brin par les protéines de réparation des mésappariements entraine l'arrét du
cycle cellulaire et 'apoptose lorsque les dommages sont trop importants. A leur tour, les
cellules tumorales déficientes en réparation des mésappariements sont treés résistantes au
traitement avec des agents alkylants en raison de leur incapacité a induire I'apoptose. (Fink

etal., 1998 ; Li, 1999)

I1.2.5.4 Réparation par recombinaison homologue

La réparation de I'ADN par recombinaison est un mécanisme essentiel qui permet de
réparer les dommages importants survenant au niveau de 1'ADN, tels que les cassures
double-brin. La recombinaison homologue est la voie principale de réparation de ' ADN par
recombinaison, et elle implique l'utilisation d'une séquence d'ADN identique ou similaire
comme matrice pour restaurer l'intégrité de I'ADN endommagé. Dans ce processus, les
cassures double-brin sont reconnues et signalées par des protéines spécifiques, qui recrutent
ensuite des enzymes de recombinaison. Ces enzymes permettent la recherche et
l'appariement d'une séquence d'ADN homologue, généralement présente sur le chromosome
sceur ou sur un autre chromosome homologue. L'ADN endommagé est ensuite aligné avec
I'ADN homologue, et une migration de brin a lieu pour permettre 1'échange de matériel
génétique entre les deux brins d'ADN. Finalement, les brins d'ADN sont liés et la structure
de 'ADN est rétablie. Ce mécanisme de réparation de ' ADN par recombinaison est essentiel
pour prévenir la perte d'information génétique, maintenir la stabilit¢é chromosomique et
prévenir la formation de mutations potentiellement dangereuses. Il joue un réle crucial dans

la réponse aux dommages de ' ADN, notamment dans la réparation des cassures double-brin
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induites par des agents mutagenes tels que les rayonnements ionisants. (San Filippo et al.,

2008).

I1.2.5.5 Réparation par recombinaison non homologue (NHEJ)

La réparation de 'ADN par recombinaison non homologue, également connue sous
le nom de recombinaison de jonction d'extrémités non homologues (NHEJ), est un
mécanisme de réparation de ' ADN qui intervient lorsque les cassures double-brin de 'ADN
ne disposent pas de séquences d'’ADN homologues appropriées pour servir de modeles de
réparation. Contrairement a la recombinaison homologue, qui utilise des séquences d'ADN
similaires, la recombinaison non homologue permet une réparation rapide mais souvent
moins précise. Dans la recombinaison non homologue, les extrémités des cassures double-
brin sont réunies directement sans l'utilisation de séquences d'ADN homologues. Ce
processus implique une série d'étapes, y compris la reconnaissance des extrémités cassées
par des protéines spécifiques, I'¢limination des groupes chimiques indésirables, I'alignement
approximatif des extrémités et leur ligation par des enzymes telles que la ligase IV. 1l peut
¢galement impliquer 'ajout ou la perte de quelques bases d'ADN lors de la réparation, ce qui

peut entrainer des altérations de la séquence génomique. (Lieber, 2010)

La réparation de ' ADN par recombinaison non homologue est un mécanisme important pour
maintenir I'intégrité de I'ADN dans des conditions ou les s€équences homologues ne sont pas
disponibles ou lorsque la réparation rapide est essenticlle pour la survie cellulaire.
Cependant, en raison de sa nature moins précise, la recombinaison non homologue peut
¢galement conduire a des mutations ou a des réarrangements génomiques indésirables.

(Lieber, 2010)
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CHAPITRE III

Matériel et Méthodes

Le but du travail est I’exposition des souches identifiées au rayonnement ultraviolet pendant

des périodes de temps différentes pour établir une courbe de mortalité a chaque souche.

1.1 Problématique

L'intensité de l'agent mutagene, tel que les rayons UV, les agents chimiques
mutagenes, ou les radiations ionisantes, peut avoir un impact sur la fréquence des mutations
chez les bactéries. Des niveaux plus €levés d'exposition a ces agents peuvent entrainer une
augmentation de la mutagénese (Sikora et al., 2020). Alors, quel est I'effet du rayonnement

ultraviolet sur la fréquence de croissance bactérienne.

111.2 Cadre d’étude

Ce travail a duré environ deux mois, I'étude a été menée au sein du laboratoire de

recherche microbiologie et biologie végétale universitaire de Mostaganem.

I11.3 Origine des isolats

Les échantillons microbiologiques utilisés dans cette étude proviennent du Laboratoire
de Recherche "Microbiologie" de I'université de Mostaganem. Aprés avoir été isolées, deux
souches bactériennes identifiées ont été sélectionnées pour 1'é¢tude. Ces souches Escherichia
coli et Pseudomonas aeruginosa ont ensuite été¢ purifiées avant d'étre utilisées dans les

expérimentations.
Escherichia. coli : hopital militaire de Béchar Code : ATCC 25922
Pseudomonas Aeruginosa : institut pasteur Code : ATCC 27253.

I11.4 Les milieux de cultures

I11.4.1 Les milieux solides

Les milieux solides sont des supports de culture utilisés en microbiologie pour la
croissance et l'isolement des micro-organismes. C’est un gel qui est a I’état solide a une
température de moins de 60 °C et qui se liquéfie a 100 °C. Ils sont caractérisés par leur
consistance ferme ou gélatineuse apres solidification grace a l'agar-agar. Les milieux solides
offrent une surface stable et plane pour la croissance des micro-organismes, facilitant

'observation des caractéristiques coloniales et la réalisation de tests.
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111.4.2 MacConkey

Le milieu utilisé pour isoler et dénombrer les coliformes, en particulier Escherichia
coli, lors du contrdle de la contamination microbienne des produits non obligatoirement
stériles, a employ¢ le principe de fermentation du lactose par ces bactéries, se traduisant par

la formation de colonies de couleur rouge brique. (Voir annexe 1)

Afin d'inhiber les bactéries Gram positives, le milieu a été enrichi en sels biliaires et en cristal

violet.

e Les colonies "lactose négatives" sont de couleur incolore.
e Les colonies "lactose positives" se présentent sous forme de colonies de couleur

rouge brique, parfois entourées d'un halo opaque de sels biliaires précipité

111.4.3 VRBG

Le milieu utilisé pour la recherche et le dénombrement des entérobactéries dans les
produits alimentaires a été basé sur 'aptitude des Enterobacteriaceae a fermenter le glucose.
La présence simultanée de cristal violet et de sels biliaires a rendu le milieu inhibiteur vis-a-
vis des bactéries Gram positives et de certaines bactéries Gram négatives. Le rouge neutre a

¢été utilisé comme indicateur de pH.

Apres 24 heures d'incubation, les colonies typiques d'Enterobacteriaceae ont été dénombrées
sur des boites comprenant entre 15 et 150 colonies. Les Enterobacteriaceae ont formé des
colonies roses-rouge (Glucose +) ayant un diameétre supérieur ou égal a 0,5 mm, avec ou

sans zone de précipitation de la bile. (Voir annexe 2)

111.4.4 King B

Le milieu de King B est utilisé pour détecter la présence de la pyoverdine, un pigment
produit par Pseudomonas aeruginosa et d'autres Pseudomonas. Combiné avec le milieu de
King A qui permet de détecter la pyocyanine, il facilite 1'identification de Pseudomonas
aeruginosa. La présence de sulfate de magnésium fournit les cations nécessaires pour activer
la pyoverdine, ce qui entraine une coloration vert-jaune fluorescente du milieu de culture.
Par ailleurs, la présence de phosphate inhibe la production de pyocyanine, un pigment
spécifique a Pseudomonas aeruginosa. Ainsi, la synthése de pyoverdine se traduit par une

coloration verte fluorescente du milieu de culture. (Voir annexe 3)
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1.5 Les milieux liquides

111.5.1 Bouillon King A

Le bouillon King A suit le méme principe que la gélose King A. C'est un milieu de
culture liquide utilisé pour la détection et l'identification de Pseudomonas aeruginosa, La
principale différence est I'absence de I'agar dans le bouillon King A (forme liquide) Dans les
deux cas, le principe fondamental est favorisé la production de pigments caractéristiques par

Pseudomonas aeruginosa. (Voir annexe 4)

111.5.2 Bouillon nutritive

Le bouillon Nutritive est un milieu liquide qui favorise la croissance des bactéries
non exigeantes grace a ses substances nutritives. Il peut étre enrichi avec divers ingrédients
et utilisé pour la recherche de sensibilité¢ aux antibiotiques. La présence de bactéries dans le

milieu peut étre observée par une augmentation de la turbidité. (Voir annexe 5)

11.6 Technique d’étude

111.6.1 L'ensemencement

La méthode d'ensemencement est réalisée comme Suit, Trois milieux de culture
(VRBG, MacConkey, King B) sont préparés en surfusion a une température de 45°C.
Ensuite, ces milieux sont versés dans des boites de Pétri de 90 mm, avec 18 ml par boite,
puis laissés refroidir. Chaque boite est ensemencée en quadrant avec une anse de platine en
déposant une goutte de la solution mére préalablement préparée. Une fois les boites
ensemencées, elles sont placées en incubation aérobie a une température de 37°C pendant

une période de 24 heures. Apres I'incubation, les boites sont examinées. (Figure 14)
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techniques dencensement

AL

king B MacConkey

isolat N okt

P. aeruginosa la lecture se fait aprés 24h

d'incubation a 37°C.

Figure 14 : Schéma L'ensemencement des deux isolats E coli et P aeruginosa dans 3

déférentes milieu de culture.

111.6.2 Le repiquage

Le repiquage des colonies est une technique permettant de transférer sélectivement

une seule colonie de bactéries, de levures ou d'autres micro-organismes d'un milieu de
culture initial vers un nouveau milieu stérile.
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Dans cette étude en repique une seule colonie isolée et représentative de la souche E. coli a
l'aide d'une anse de platine stérilisée dans un rayon de 30cm autour de la flamme d’un bec
bunsen et poser la dans le bouillon nutritif stérile, en incube le bouillon dans un Agitateur-

incubateur orbital a 37 °C et faire tourner a 160 tr/min pendant 24h (Figure 15).

On fait le méme principe avec la souche de Pseudomonas auerginosa dans un bouillon King.

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

Ll

Agitateur-incubateur orbital

QL

e —

remarques:

1.on ne prend qu'une seule colonie pour
mélanger avec le B.N

2.laisser dans l'orbital incubateur
agitateur 24h

3.les B.N utiliser sans stérilisée avant
I'étape

Figure 15 : Schéma de repiquage des colonies.
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Aprés que la concentration microbienne dans la suspension mere (BN + E. coli) a été
mesurée, les échantillons ont été placés dans 8 tubes stériles, chacun contenant 10 ml.
Ensuite, le contenu de chaque tube a été mis dans une boite de Pétri et exposé
individuellement aux rayons UV. Sur chaque boite, la durée d'exposition a 'UV a été

indiquée (0s, 30s, 1min, 2min, 4min, 8min, 12min, 16min).

On fait le méme principe pour la suspension mere (bouillon King A + Pseudomonas

aeruginosa)

Le protocole suivant est utilisé¢ pour effectuer le travail :

10ml

Sl W | 30s Tmin 2min  4min 8min  12min 16min
la suspension mére
de E.coli

10ml

T 30s Tmin 2min  4min 8min  12min  16min

La suspension mere de

Pseudomonas aeruginosa
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111.6.3 Exposition au rayon ultraviolet

La mutation par exposition aux rayons UV est un phénomeéne bien connu dans le
domaine de la génétique et de la biologie moléculaire. Les rayons UV peuvent endommager
I'ADN en provoquant des cassures de brins et des liaisons anormales entre les bases
nucléotidiques. Ces 1ésions de 'ADN peuvent entrainer des mutations ponctuelles, des

délétions ou des duplications génétiques. (Friedberg et al., 2006).

e Principe

Les rayonnements UV sont des ondes ¢lectromagnétiques de 100 a 400 nm de longueur
d'onde. La longueur d'onde émise détermine leur efficacité¢ germicide. Les UVC les plus
efficaces sont ceux de 200 a 280 nm. La dose absorbée par les micro-organismes détermine
l'efficacité des rayons UV. Le produit de l'intensité UV par le temps d'exposition des germes

aux rayonnements détermine la dose. (Figure 16)

Les isolats étaient irradiés dans une chambre a UV en plexiglass (46 x 15 x 30 cm)
couverte de papier d'aluminium qui contenait la source de lumiére UV a 254 nm (lampe
germicide 15 W NIS) fixé au sommet de la chambre (voir annexe 6) la distance entre les

isolats et la lampe UV est 10cm, toutes les boites ont été irradies sauf la boite de T (0).

Afin d'éviter la photo réactivation, tous les tubes ont été enveloppés de papier aluminium

apres I’irradiation. (Figure 17,18)
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T 30s Tmin 2min 4min 8min  12min  16min

N\

chambre ultra violet

transférer les solutions dans les tubes

T 30s Tmin 2min  4min 8min  12min 16min

Remarque :
1 la boite T (0) ne rentre pas dans la
chambre UV

2 toutes les autres tubes sont
revetus d'aluminium

Figure 16 : Schéma présente le protocole d'Exposition de suspensions au rayon ultraviolet.
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Figure 17 : les tubes de la suspension mére de E. coli aprés I’irradiation de UV.

Figure 18 : les tubes de la suspension mere de Pseudomonas aeruginosa aprés 1’irradiation
de UV.
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111.6.4 Dilution et étalement

e Dilution décimale

Suite a I'exposition aux rayons UV, des dilutions décimales sont préparées conformément

au protocole suivant.

T 30s Tmin 2min  4min 8min  12min 16min

» \
1.0mL

/\ 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL

solution mére 9.0mL broth “ “ “ |
110

1:100 1102 11104 1105 1:10
0.250ml .

T/’ 30s Tmin 2min  4min 8min 12min 16min

N

1:106 1105 1:10-5 1:10-¢ 1:10-4 1:10- 1:10-2 1:-10

N
Vg

|

Figure 19 : Protocole de dilution décimale et étalement

Dilutions établies pour chaque traitement

T:10°/30s:10°/ 1min :107°/ 2min :10*/4min :10*/ 8min :1073/ 12min :1073 /16min
;1071
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Les étapes sont réalisées de la méme manicre pour les deux isolats, en suivant le méme

principe.

» Les tubes ont été préparés pour la dilution, chaque tube a contenu 9 ml d'eau
physiologique. (Figure 19)
Ensuite, dans un rayon de 30 cm autour de la flamme d’un bec bunsen a l'aide d'une
micropipette en pose 0,25 ml de chaque diluant et inoculé sur la gélose nutritive avec un
¢taleur forme rateaux stérile et incubé a 37 °C pendant 24 h, pour déterminer la viabilité des

bactéries. Les colonies sont exprimées en UFC/ml
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IV. Résultats

IV.1 Aspect macroscopique
Sur les milieux de culture MacConkey et VRBG les colonies de Escherichia coli
apparaissent des couleurs rose sur le VRBG et pas de couleur sur MacConkey et Le milieu

de culture King A les colonies de Pseudomonas aeruginosa se présenter un couleur vert vif.

Figure 20 : Aspect macroscopique des colonies Figure 21 : Aspect macroscopique des colonies
d’Escherichia coli sur gélose VRBG. d’Escherichia coli sur gélose MacConkey.

Figure 22 : Aspect macroscopique des colonies de
Pseudomonas aeruginosa sur gélose King A.
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1V.2 L’effet de UV sur la survie des isolats

Apres une période d'incubation de 24 heures et 1'observation des boites de Pétri, les
données recueillies ont permis de créer une courbe de mortalité des bactéries. Ces résultats
démontrent 1'effet délétére des rayons UV sur la survie des bactéries. En effet, plus la durée
d'exposition aux rayons UV est longue, moins le nombre de colonies bactériennes observées

est élevé. (Figure 24,26)

Les dilutions ont été préparées apres avoir expose les souches d'Escherichia coli et de
Pseudomonas aeruginosa a différentes durées d'exposition aux rayonnements ultraviolets
(0, 30 secondes, 1 minute, 2 minutes, 4 minutes, 8 minutes, 12 minutes et 16 minutes) afin
de créer des courbes de survie. Ensuite, un volume précis de 0,25 ml pour chaque isolat a été
¢talé sur un milieu de culture. La quantité exacte de rayonnement directement exposé aux
cellules était inconnue car le dispositif de surveillance UV n'était pas disponible. Par

conséquent, la seule variable que nous pouvions contrdler €tait la durée d'exposition aux UV.
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106 10

10+

1073

10

Figure 23 :la croissance bactérienne d’Escherichia coli aprés I’irradiation par UV a
déférents délutions.
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Tableau 4 : le nombre de colonies en UFC / ml chez E coli aprés 1’exposition a I’UV a différents

temps.
Temps T (0) 30s 1min 2min 4min 8min 12min | 16min
N colonies 128 612 101 753 173 829 119 734
Survive (UFC | 128x10¢ | 612x10° | 101x105 | 753x10* | 173x10* | 829x10° | 119x10° | 7340
/ml)
Pourcentage 100 47,81 7,89 5,88 1,35 0,64 0,09 0,005
%

La courbe de mortalité de la souche Escherichia coli est illustrée a la figure 25, et il

est évident que la dose mortelle LD95 est d'environ 2 minutes d'exposition. 95 % des cellules

d'Escherichia coli ont été tuées apres avoir €té exposees aux rayons UV pendant 2 minutes.

L'exposition dure environ 30 secondes et la dose LD50 est mortelle. 50 % des cellules

d'Escherichia coli ont été tuées apres 30 secondes d'exposition aux rayons UV.

pourcentage de
survie UFC %

120%

100%

80%

60%

40%

20%

0%

-20%

-40%

0 30s

1min

2min

temp

4dmin

S

Figure 24 : la courbe de mortalité de la souche Escherichia coli.
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Figure 25 : La croissance bactérienne Pseudomonas aeruginosa apres I’irradiation par UV a
déférents délutions.
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Tableau 5 : Le nombre de colonies en UFC / ml chez Pseudomonas aeruginosa apres 1’exposition
a I’UV a différents temps.

Temps T (0) 30s 1min 2min 4min | 8min | 12min | 16min
N colonies >500 >200 >150 >300 >60 5 1 >150
Survive 500x10¢ | 200x10° | 150x10° | 300x10* | 60x10* | 5x10° | 1000 150
(UFC /ml)
Pourcentage 100 4 3 0,6 0,12 | 0,001 | 0,0002 | 0,00003
%

La figure 26 montre la courbe de mortalité de la souche Pseudomonas aeruginosa.
La durée de l'exposition était d'environ 30 secondes et la dose de LD9S5 était mortelle. Apres
30 secondes d'exposition aux rayons ultraviolets, 95 % des cellules de Pseudomonas
aeruginosa ont péri.et la dose Iétale LD 50 de cette bactérie environ 15s c’est a dire 50 % de
cellule de pseudomonas aeruginosa ont ét€ morte apres 15 secondes d'exposition aux rayons

Uv.

pourcentage de
survie UFC %

120%
100%
80%
60%
40%

20%

0%
0 30s 1min 2min 4min 8min 17mim-..... . 16min

-20%

_A0°
40% temps

Figure 26 : la courbe de mortalité de la souche Pseudomonas aeruginosa.
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V. Discussion

Dans cette expérience, les effets du rayonnement UV sur deux souches bactériennes
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, dans les résultats des (figure 24 et 26 et des
tableaux 4 et 5) mettent en évidence une diminution des taux de survie des deux isolats a
mesure que la durée d'exposition augmente. Pour Escherichia coli, le pourcentage de survie
a chuté de maniére significative, passant de 100% a 47,81% aprés 30 secondes et
d'exposition aux rayons UV a une distance de 10cm de la lampe. De méme, pour
Pseudomonas aeruginosa, le pourcentage de survie est tombé¢ a seulement 4% apres la méme
durée et a la méme distance d’exposition, et respectivement 0,64% et 0,0002% apres 12min

de traitement.

Une tendance similaire a été observée dans une étude menée par Chibani ef al.,
(2017), dans laquelle une augmentation du temps d'exposition aux rayons UV a été associ¢e
a une diminution de la capacité de survie. Ils ont découvert que lorsqu'ils ont été exposés
aux rayons UV a une distance de 10 cm, le pourcentage de survie de Bacillus sp et de
Micrococcus varians a diminué de 100% a 15,07% et 37,62% respectivement apres 3min
d'exposition .et selon 1’é¢tude de kodoth et Jonse, (2015) ils ont été comparer le nombre
d'UFC sur des plaques exposées aux UV pendant 24 et 48 heures a celui des plaques témoins
de Escherichia coli. Et prédit qu'il y aura moins d'UFC sur les plaques exposées a la lumiére
UV pendant des durées variables par rapport a la plaque témoin, une autre étude se fait par
Celio, (2018) sur le temps nécessaire d'exposition aux rayons ultraviolets tuera Escherichia
coli. Il a exposé des boites de Pétri de bactéries E. coli a différents moments (5 seconds, 30
seconds, 1 minute, 5 minutes et 15 minutes) a une distance de 15cm, il a trouvé que le
rayonnement UV a tué la plupart des E. coli en 15 minutes d'exposition. Cependant, le

rayonnement UV a a peine affecté E. coli dans les 15, 30 et 60 secondes d'exposition.

En proportion de Cottaz et al., (2008) ils ont expos¢ une lumicre ultra-violets de 254
nm sur les microorganismes pendant 45 secondes a une distance de 2cm de contamination
de la tomate parmi ces organismes Escherichia coli elle a trouvez que La souche d’E. coli
testée est sensible aux UV (de 74 a 99 % d’inhibition) I’inhibition est croissante avec le
temps d’application aussi avec des études de Abshire et Dunton, (1981) , Zelle et
Hollaender, (1955) ont rapporté qu'une dose d'UV de 550 ergs/mm? inhibait la formation

de colonies de P. aeruginosa de 90 %.
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Fernandez et Pizarro, (1996) dans une étude présentaient une sensibilité dose-
dépendante marquée au rayonnement UV A lorsqu'elles étaient cultivées dans un bouillon
LB a 37°C, une survie d'environ 20% a été trouvée lorsque les suspensions ont été exposées

pendant 60 min.

Dans les tableaux (4 et 5) ont observé que la souche de Pseudomonas aeruginosa
¢tais trés sensible a UV que la souche d’Escherichia coli dans un pourcentage de 4% et
47,81% respectivement apres 30 secondes d’exposition au rayon ultra-violet et 0,0002% ,
0,64% apres 12 min d’exposition , une autre tendance de Simonson et al., (1990) trouvez
que La comparaison des coefficients de sensibilit¢ aux UV a révélé que les souches de
P.aeruginosa étaient environ dix fois plus sensibles a l'irradiation UV que le type sauvage

E. coli.

Les rayons ultraviolets peuvent modifier ' ADN des bactéries. Les diméres 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 dimeres de pyrimidine déforment la structure de

I'ADN.

D'apres Witkin, (1976) ; Franklin ez al., (1985) et Kunz et Glickman, (1984) et
Miller et al., (1999) une variété d'organismes, y compris les bactéries, ont été montrés étre
Affectés mortellement par le rayonnement UV. Les dimeres de pyrimidine sont
généralement considérés comme des lésions de I'ADN causées par le rayonnement

ultraviolet.

Dans une autre étude 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/cm2
Aucune inactivation mesurable n'est observée au-dessus de 300 nm. 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 l'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 I'exposition aux UV.
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Conclusion et perspectives
Premiérement, il a ét¢ démontré que les UV pouvaient inhiber efficacement les deux
souches bactériennes étudi¢es. La diminution significative du nombre de cellules viables a
la suite de l'irradiation UV suggere que cette méthode peut étre utilisée pour la désinfection

de I'eau et des surfaces contaminées par ces bactéries.

Deuxiémement, il a été¢ découvert que la réaction des deux souches bactériennes a
l'exposition aux rayons ultraviolets était différente. Pseudomonas aeruginosa s'est révélée
plus sensible aux rayonnements ultraviolets, montrant un nombre de cellules viables
inférieur a celui d'Escherichia coli. La présence de systémes de réparation de ' ADN plus ou
moins efficaces ou des caractéristiques intrinséques des bactéries, telles que leur épaisseur

de paroi cellulaire, pourraient expliquer cette différence de sensibilité.

Selon cette étude, les rayons UV ont un effet dévastateur sur les bactéries et sont
¢galement des agents physiques qui aident a stériliser et a tuer les bactéries. L'intensité de la
tolérance au rayonnement ultraviolet varie selon les bactéries. Cette étude a permis de

calculer la courbe de mortalité pour les deux souches.

L'étude des courbes a révélé que les deux souches avaient un rapport de dose 1étale
de LDos, c'est-a-dire le temps nécessaire pour que les bactéries soient exposées a la lumicre

UV pour tuer 95 % des cellules.

Malgré les avantages potentiels de cette méthode, il y a des limites a prendre en
compte. Pour évaluer I'efficacité des UV dans des conditions environnementales réalistes,
des ¢études supplémentaires sont nécessaires en tenant compte de variables telles que la
diversité¢ des souches bactériennes. De plus, il est important de prendre en compte la
faisabilité économique et la durabilité environnementale de 'utilisation des UV en tant que

méthode de traitement.

Enfin, I'¢tude de l'effet des UV sur Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa a
démontré l'efficacité de cette méthode de traitement. Cependant, une recherche continue
dans ce domaine est nécessaire pour utiliser pleinement les rayons UV en tant qu'outil de
désinfection sir, efficace et respectueux de I'environnement pour lutter contre la propagation

de ces bactéries pathogenes et améliorer la santé publique.
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Annexe 2

VRBG/Gelose
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Le principe du milieu repese sur I'apiilude des
Enterobactaracese & farmenter be glucose.

Le milieu est rendu inhibileuwr wis-d-vis des
bacldries Gram posilives ol de cefaines
bactéries Gram négalives par la présence
gimultanse du cristal viclel el des sels biliaires.
Le rouge nedlre ast un indicateur de pH.

PRESENTATION

+ Prét i lemplei
100 il % & Racans code 355-4239
» Dishydraté
500 g eode I56-4584

CONSERVATIONVALIDITELOT

» Prét & Memplai : +2-8 T,

» Déghydratd @ + 15 - 28 T, flacon
soigneusement farmé dans wun endroil frals
& gac.

» La dale de péremplion el k& numéno du lot
soml indiqués sur le canditionnemeant.

W« DEDEN 1

355-4239 / 356-4584

FORMULE THEQRIQUE
Peplone
Exfrait de bavure
Chilorure de sodium 59
Sels biliaires
Glucose
FAauge neulre
Cristal vichat
Apgar 129
Eau distilléa 1000 il
pH @5 linal = 7.4 £ 0,2

AUTRE(S) PRODUIT{S) NECES3ARE(S)
(NON FOURNI[S))
» Eau distillée

MATERIEL NECESSAIRE NOMN FOURNI

{liste non exhawalive)

+ Balanca

» Sacs de pasde shéfiles

» Broyeur

» Plague chaulfarie

» Agitateur-nomogdndi sateur

» Flacons da 125 ml an Fynex

» Balles de Pat stéilas (D = 00 M)

» Pipettes stéries (1 mil,....}

» Bair-marie aves une précisionde £1 T

» Eluve au enceinte ihemmosialée  avec
précision de £ 1T

» Tout matérial courant d'un labaratoire

e

PREPARATION DU MILIEY DESHYDRATE
Toujowrs agiter avant chague utilisation
Maltre 38 g de poudre dans 1 litre d'eau
dighillde, préalablement potée & 100 T
pendant 10 minules, pus ramends & la
ternpérature du laboraloire. Attendre 5 minutes,
puis  mélanger  jusqu'a  l'obtenlion  d'une
susgansion homogans.

Chaufler lentermeanl, en agiant frégueamman,
puis porler & ébulliion jusqud  complite
dissalulion. Répartir ce mibeu paul lre ulilisd
diss ga préaparation.

Me pas auloclaver.,

Cansanver la llacon saigneusement lemé dans
un endroil frais el sec.

Taux de reconstilition : 38 gl
500 grammes de poudre permettent de
réaliser 13,15 lires de miliew.

Bio-flad

5 bcndarvanre] Fgryrracrsd
il ¢ 35 O AT B B0 D0 & Fae 3030001 47 41 91 X

Praraih = QUK Mrrwins - la-Cocpmtte
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VRBG/Gélose
et - Red - Bile -

FROTOCOLE

» Préparation des dchantillons

A affectusr confarmament & |a nome du produit
cancermd.

» Ensemencement et incubation

- Inoculer 1 mil du produil & analyser ou de ses
dilutishs décimales dans des balles de Palr
aldrilas.

- Cauler amviren 15 ml de miliew londu, relroid
& 44 - 4T T, homogéntisar et laisser solidifier.

- Couler une seconde couche (anviren 2 mm
d'paissair) de e mibau maimenu & 44 - 47 T
al laisser ralroidr & nouveau.

- Incuber 4 (30 T, 38 Tau 3T Tl 21 T
pendant 24 b+ 2 heures.

LECTURE ET INTERPRETATION

Aprés 24 heures dincubalion, dénombrer las
colonies ypigues Enfercbactanaceds sur des
boites compranant antre 16 & 150 calonias.
Les Enlerobactariscsas larment des calenias
roges-rouge (Glucose +) ayant un diamédbne
Bupirieur ou dgal & 0.6 MM aves ou SANS o

de précipitation de i bila,

PRECAUTIONS D'EMPLOI

- Le tamps gui sécouls enlre la lin de la
prégaration de la soldlion mére jou de fa
dilution 10 dans le cas dun produil solide) e
le moment ol les diutions entrent en contact
aved ke milleu de cullure ne doil pas dépasser
15 mirutes.

- Ne pas autoclaver

- Respecler  lex  Bomnes  Praligues  de
Lataratire.

PERFORMANCES/CONTROLE QUALITE DU
TEST

Les peformances cullurabas sonl contriléss a
"aida des souches suivanlas @

Culture des micro-organismes.

MICRO- &n 24H 4 37T
: Fermaration
du glupose o | PR
Productivibé
Pesitivn,

Eschanchias Colonme siss
f=o ] droiges g | 205mm | 205
ATOE 25892 | ousans halo de

préscipitation.

Prsitive,
3 " Coloning rosss

i i Mg ARG
Typdhimunum QSmm | 205
ATOC 14620 o e
halk de
préscipitabicn.
Sélectivité
Erderocoeous
Lt Pz g crofssance
ATOE 1845

“Ff = Hombee tolal de colonies obtenu sur 2 boltes
de milieu ¥ AB.G. Nombre 1otal de colonies oblenu
siar  bailes de millew T.C.5. gllase

CONTROLE QUALITE DU FABRICANT

Tous les praduits fabrigués el commerncialisés
par la société Bio-Rad sonl placés sous un
sysléme dassurance qualild de la réception
des  malisres  premidres jusqua A
commarcialisation des produils finis.

Chague lat du produit fini fait l'cbjel d'un
conlrdle de qualite &l il n'esl commearcialise guea
&1l est conlorme aux ciléres daccaplalion.

La documeniation relative 4 la production o au
conirdle de chagque kot est consande.

MOTS CLES

V.RB.G. | Enlebacleraceas [ Produils
alimentairas ! Recharche ! Dérombresment /
Cristal Violet / Sels biliaires / Glucose [
Fermantation ' NFF / Mibeu.

BIBLIDGRAPHIE
* MOSSEL DuAA, MENGERINK W.H.J. and

SCHOLTS H.H. (1862): Use ol a modilied Mac
Carkey agar madium for the salsclive growth
ard anwmaeralion of all Enterobacteriaceas,
Jeurnal af Bacteriolegy 84: 381,

Bia-fad

3 Bt diriryd Flgrprreread Posrecard = 000N Rsrreins - ba- Cocp sl
i, = +33 0N 47 05 B0 00 # Faee : #3300 4T 41 91 33
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Annexe 3

KING B

55278

MILIEU DE DIFFERENCIATION DES PSEUDOMONAS

1- APPLICATION

Le milieu de King B permeat la détection de la synthése da
pyoverdine, pigment élaboré par Pseudomonas aeruginosa
et d'autres Pssudomonas. Uliisé en paralléle avec le
milizu de King A [(détection de la pyocyaning), || parmet
d'orienter lNdentification de Pssudomonas asruginosa.

2- PRINCIPE

La présence de sulfate de magnésium foumnit les cations
nécassaires a [lactivalion de la pyoverdine gui se
manifaste an colorant le milieu de culture en verljaune
fluorescent. La présence de phosphate permet d'inhiber la
production de pyocyanine, pigment spécifiqgue de
Pssudomonas aeruginosa.

3- PRESENTATION
« Milieu prét a I'emplai

25 tubes da 7 mi code 55278

4- COMPOSITION THEORIQUE (en g/l d'eau
distillée)

La gélose King B est préparde selon la formule théorigua
décrite par King, Ward et Raney (1).

Peptone 20
Agar purifié 12
FaHPOy (anhydra) 1.5
Mg50,. 7 H,O (anhydra) 1.5

5 CONSERVATION

« Miligu prét & 'emploi: 8+ 2 - B"C.

La date de péremption et le numéro de lot sont indigués
sur le condiionnemant.

6~  UTILISATION
Matériel :
= Matérial foumni : milisu King B

Ensemencement :

Ensemencer en faisant une sirie médiane a la surface de
la gélose avec une dse de cullure pure et fraiche prise
dans un bouillon ow sur un milieu gealosé. Replacer la
capsule sans la revisser.

Incubation :

Incuber pendant 24 & 48 heures & 30°C. Au-dela,
lincubation & Pétuve est inutile, mais il est possible de
consarver les cultures a température ambiante (18-30°C).

Lecture - Interprétation :
Une synthése de pyoverdine se traduil par une coloration
verte fluorescents.

7- PERFORMANCES | CONTROLE QUALITE DU
TEST

» Aspect du milieu prét & l'emploi : gélose limpide ambrée.

= Les performances culturales du miliseu King B sont
contrilées a |'aide des souches suivantes :

S0UCHES PIGMENTATION EN
24 - 48H A 30°C

FPspudomonas  aeruginosa Jaune-verte
ATCC 27E53
Pzsudomonas  aeruginosa Jaune-verte
ATCC 8027
FPspudomonas  aeruginosa Jaune-verte
ATCC 17834
Pseudomonas  fluorescens Jaune-verte faible
CIP 69.13

8 CONTROLE QUALITE DU FABRICANT

Tous les produits fabrigués et commercialisés par la
sociaté Bio-Rad sont placés sous un systéme d'assurance
gualité de la réception des maliéres premiares jusqu'a la
commercialisation des produits finis. Chague lot de produit
fini fait l'objet dun contréle de qualité et n'est
commercialisé que sl est conforme aux  critdres
d'acceptations. La documentation relafive a la production
&t au contrdle de chaque lot est consarvée par le fabricant.

9- LIMITES D'UTILISATION

« Corlaines souches de P. fluorescensou de P
pufidajprovenant em général de leaw ou du sol)
n'élaborent que lentement la pyowerdine. Il faut alors
incuber le milieu a4 20°C pendant 2 & 3 semaines.
Cartaines de ces souches peuvent éire apigmentas.

= D fait de lewrs exigences nufriionnaelles, certains micro-
organismes peuvent ne pas se développer sur ce milieu.

= |l est indispensable de procéder & partir de cultures
pures af fraiche pour gue les résultats puissent &bre
intarprétés.

= |l est recommandé de faire des tests complémentaires
pour une identification d'espéce de la souche isoléa.

10- REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
1. KING E.O., WARD M. et RANEY D.E.J., J. Lab. Clin.
Mad., 1954, 44, p. 301.

Bia-Rad
3, Eoialeavl Rapmand Poirmcand
52430 Marnas-ln-Coquedis France
d Tl +32 (OF T 45 25 60 00
Faw: +32{0) 147 47 97 32 DE/2009
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Annexe 4

KING A

55274

MILIEU DE DIFFERENCIATION DES PSEUDOMONAS

1- APFLICATION

LLe mileu de King & permet la détection de la synthise de
pyocyacing,  pigrecd  dlaband  spdcilguement  par
Pawuormones sanginoss (Becily pyocysnigues), Uiliss sn
pamlile awec ln milew de King B [détection de la
pyoverding), 1 permel  dodscter  identification  de
Pamormormas aemginoss,

2- PRINCIPE

La production de pyccyanine se mantleste on oolorant b
slisy de cullure ee Bleu. 5 ks deux pigments —
pyncyaring ol pyoerdics - Bord eymibelisgs an mdme
s, [ mileu se colare an wert.

3= PRESENTATION

= Whlbeas priit & lempiol -
25 fubes do T mil cods 55274

4= COMPOSITION THEGRIUE (en gl d'eau
distillée)

Lo mileu Bing & esi prépand selon la jormule théongus

erite par King, Wand of Raney (1},

Paphors anl
Agar purifié 12
HC50, abre] 10
MAgCL: (arkrrire] 14

5- COMESERVATIOM

o Whlkeas prifl & Femplod - &+ 2 B°C.

La dale do phrerpion el la da kol ol indigué
aur be condiionnamant

= UTILISATHIN

Ensamancemant :

Ersemencer en fasant une siie médiane & la surfape de
la pékose avec une Ose de oulure pure of frafche prise
dans un boullan ou sur un milieu géked Replecer s
capsubes sans k revisser.

Incisbation -

Incuber pendanl 24 4 48 heurss & 300G Al
Fincubation & 'ébuve est mdles, mas @ esl possibie de
conserver les cultures & iempérature ambiante (18-30°C).

7. PERFORMANCES /| CONTROLE QUALITE DU
TEST

» Aapuc] du e prél @ Nemploi - gélose impide ambrés

= Les periommarces culuraies du milie King A sont
corfribe & Naidy dog souches subanie |

SOUCHES PIGMENTATION EN
2448 H & 2rC

Fsoutomonas Mugnose Bloue - verne
ATCC 37853

Fsautomonas Segnoss Bloue - verne
ATCC 8027

Fsounomonas SIS Bloue - vorbs
ATCC 17834

Prsudomones lunnsooms Incakorn

CWP S 13

& CONTROLE QUALITE DU FABRICANT

Tous ks produls fabrigués of commerdalsés par la
anceld Bo-Rad sonl plachs sos un sysldme dassurancs
qualité de la réceplion dos mabdres promires Lsqu's &
commerclalsaton des produits firis. Chague lob de produt
fini fail Tobjel dfun coiedle de qualid el nhest
commarcinisd gque & eel conforme  Bux  crildres
dacceptation. La dooumentaton nelalkhe & la production et
s ennirdie dis chague ko) eel congsrvds par le Bebricant

8- LIMITES DUTILISATION

+ La fomeation de coloriss non pgmectéss ne peul pas
totakemert éliminer la possibilbé dun Pssudomanas
agnapnosa.

& I @5t indsponsable de procéder & partic de oulheres
puned o fraiched pour que e dkullate poissenl dlm
irlerpribia,

# Il gl nécesaaien de fains dea legle compldmaniaing pour
ur iderdilication 4'etpden pricie,

= Du fall de leurs sxigenoes rorfionnalies, cafains mioro-
a?aﬁm il fe pas be ddvelopEer Wil o
Fnilimi,

10- REFERENCES BIBLIDGRAPHIQUES

1KING EQ, WARD M. el RANEY DEJ, J Labk. Chn
B 19 44, p, 301,

B
1 boulsvard Rayrond Pocad

S0 Mo -Je-C oqueiia France:
d Ted: 020 [T T 4725 60 00

For 420 01 14T 4997 30 (A5
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Annexe 5

czzo I

NUTRITIVE BROTH 1,3% + NACL 53446

64065

BOUILLON / MILIEU D'ENRICHISSEMENT MON SELECTIF

|

1=

APPLICATION

Lo bouilicn Mytrifive Beoth 1,3% + NaCl el un milioy liqede qui parmet lo oroisonce des bocnes re préseniont par o exigences
porticulidngs.

PRIMCIPE

La cubre des bocsnes non exigeantss sy fovorisés por lee subsiences nutitess cpportées par lo peplone, 'exirait de viende &t
|'acntrisit cha lawuine. L pridsence da chlonmne de sodiem pamal d'diler 'himokyse, lorge’on v opoute du sang.

1| ik peeviaibds o sddionner difdrents ingrédiants - sueres, coloranls, sbrum, song, exrail globulaire, sle.

Il et pasible de "ubliser pour la recterche de lo sensbiilé oux anfbicliques de boc¥nes peu exigeantes, par lo méthede de
dilufizns an fobes

PRESEMNTATION
& fibmu prét & Famplos

25 twbey e 9 code 53444
» filau déskypdrabd

feazon do 500 g code G4085

COMPOSITIOM [en g/l d'eau distillée)

Poptare T

Extroil da viands 5

Exroil d levurs 1,2

Chlomre de sodiom 11

pH final FTd 4507
Priparation du milies :

Homagénsiaar ka poudre conmnue dans ke Aocon
Matire 1.3 grommas da milieu désbrpdrobd dioms 1 livs d'sou diatilés siéeile. Forter & éoullifion jusqu’a diacluiion compliie. Siénilaar
i Memsboclmas & 1 21°C pendeant 15 minvies. Réporir on jobas ou en loconss

& Mibmu prét & Famplos o0+ 28°C
* Miliau dishydraid : llacen seigrausement farsée dons un endroil sec b + 15.25%C.
Lo cdate e plrosption of b sumdro de lol sant indiguds sur lo concklion nemast

LUTILSATION

Muodériel :

* fawéried fourni : milisw Mutriive Brof 1,.3% + MaCl
Ensemencement :

Ensemencer dirsclement & portir d'un prélivement & étudier, cu & partir d"une cullure pure ot fraiche de la souche 4 dredier préleee
sur mikau gilasd. Four ko conservation des dehansllon biokogiques, 1o rifdner ous necommandation en vigesur |1].
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Incubation :

Incuber pandont 24 houas 4 37°C

Laschurs :

Cbaarsar wn rovble mein de lo eroissance des backiries.

PERFORMAMCES / CONTROLE QUALITE DU TEST
& Sapect du miliey priv & Femploi : boillon Empide jauns deir
* dapact du milies dishydrohl © povdn beige

» Lis parformonees cuburales du nuiriive broth 1,3% & MaCl sonl conir®lde & 'aide des souches seivanias -

FOUCHES RESULTAT DE LA CULTURE EN 34 H & 37°C
Sigphylococoss qureus ATCC 25723 Bonme crosmaonoe
Sigphyiocecou apidermidis ATOC 12228 Bonne creinsonce
Eseharichio eak ATCC 25972 Bonl o800 o8
CONTROLE QUALITE DU FABRICANT
Tous lee produits fobriqués et commercialisds por lo sociésd Bic-Rod sort placs sous un systme d'osserance qealie de lo réception
s malined premisne jusgu's lo o iakation des produits fisis. Chagque kot de prodeit fini foit 'objel d'un coardle de qeolik

ol n'sxl cammerciclish qua v'il sat conforme oux criteres doccepiotion. la decumanioion mlabve & la production at av coniréle ds
choszen loh ast consansds par le fabrizant.

LIMITES D UTILISATION

* D foit de Imers emigences nuritionnales, ceriaing micro-amgoni [ e pas 1 davelappar wr oe milisn,

& |m bowilion rukitd, de compasiion tréy imple, s géndralament utliss pour lo svbculum de colaries préalablemens ol wr on
miliau riche, mois il ne convient pes pow la coliors dos bocknies axigeanias.

# || met incliapansable de procéder & parse de culivres persy o feaiches pour que lee risulioh puissent i inanpnilie

& || et nécesanine de faire des e i ires pour wne identfication d'swpice de b souche isokie.

10-REFERENCES BIELIOGRAPHIGIUES

| . Basie: Laborateny Procedured Chinical Baclwniolagy. Warld Haolk Orgaszation. Geneva. 1991 17 sdiicn.

™ - Ce

3, boaleverd Boymced Faincasd

P2450 Morma pizCz guats Franca
Tol #2F 0) T 47 95 60 00 012008
Fax: + 33 [0 [ 47 40 91 33 cocha: | BOGIE - Ad
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Annexe 6

L’appareil d’UV.
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