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EXAMEN PARTIEL 2005-06 : MICROBIOLOGIE GENIE GENETIQUE
Durée 2 heures

Partie 1. Questions de cours

1.1 Décrire, avec précision, la ou les expérience(s) et leur(s) auteur(s) ayant permi-s de démontrer que ’ADN
4;5 est le support de I’information génétique.

/Z'_l .2 Décrire précisément un mécanisme de reparatlon de I’ADN pour une mutation de type dimére de
thymine.

Partie 2. Isolement de souches de Escherichia coli 0157 H7
(d’apres LY. Kim et al., J. Vet. Sci. (2005) 6(1}, 7-19)

Escherichia coli est une souche bactérienne commensale du tube digestif. Le serotype O157:H7
correspond & une souche productrice de toxine(s) (deux toxines ressemblant & celle produite par les bactéries

du genre Shigella, et codées par deux génes : Stx1 et stx2 ; et une toxine de type hémolysine produite par

Popéron hly) responsables de diarthées sanglantes, et conduisant 4 des troubles hémolytiques engendrant des
symptomes rénaux, nerveux et pancréatiques qui peuvent entrainer la mort du patient. Les scuches qui

produisent Stx2 sont plus virulentes. Un autre facteur de virulence est dit au géne eae qui code pour une
intimine responsable de 1’adhésion des bactéries sur les entérocytes chez les bactéries entéropathogénes.

Un mode Iréquent de transmission est par voie alimentaire (TIAC: Toxi-Infection Alimentaire
Collective). La plupart des agents infectieux (bactéries et virus) responsables de TIAC conduisent aux mémes’
types de symptdmes intestinaux. Afin de porter le diagnostic d’infection a E.coli O157:H7, et de dégager des
données épidémiologiques, les auteurs souhaitent caractériser ces souches a I’aide de I’outil PCR.

,*’ 2.1 Dégager rapidement les avantages et Ies inconvénients d’une recherche des souches E. coli 0157:H7 dans
les selles, le sang ou lgaliments, par PCR par rapport aux méthodes de cultures traditionnelles.

/2 2.2 A Taide de la séquence de I'opéron contenant les génes stx1 et stx2 présentée dans la figure 1 ci-dessous :
2.2.1 Définir la séquence de deux oligonucléotides qui pourront étre employés & une température de 58°C
pour la phase d’hybridation, afin d’amplifier le géne stx1. Schématiser le sens de polymérisation en
précisant les extrémités 5° et 3’ de chaque fragment d’ADN.
A 2.2.2 Indiguer la taille du produit de PCR attendu.
/{’ 2.2.3 Préciser les constituants a placer dans le tube de PCR et leur rdle.



Figure 1: Séquences d’ADN de l'opéron contenant les cistrons codant pour Stx1(332-
1279), et Stx2 (1289-1558) : ' :
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f; ATATTGTET ATCITTTGTA TTLCAGGATS ARCCTETAAC CAAGTTIUGS TAACACCATT TTCCTCTACG
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ACTTTUCCAG CLTLCCOLAS TOCCTGICTT TTTIATUTCUL STAACATCLT CTGTATCAAT AARTGTTSTT
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ATETACGTAL GTCAAGTACT CGCATCACAT CTCACCAGAT ATCTTAACET TCLAGCTETS TTTLAATATG
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ATTATCATTT TCATTACTTT ATICTTALGT fTATCOGETS COCCETAAAL CLOCHTENTT CAGGOCATHS
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ACCATGTCAA GAATATAGTT ATLOTATSGT GOTCAAGLAL TATTGTGIAA T RTC Ada ATA ATT
119 NEY Lys lie- [la 1%
a6 k[ )1 76 ki
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AAG GAA TTT ACC TTA GAC TTC TCO ACY GCA AAC ACS TAT GTA CAT TOO CTG AAT
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CTC ATT CGC TCT GCA ATA CLT ACT COA TTA CAS ACT aTT TCA 04 G0A 45T ACC
Val Ité Arg Swv Als lie Giy Thy Pro Leu Gla Thr [le Ser S«r Gly Gly Thr k11
all 516 b2 39 b3
TCT TT4 CTG AT ATT GAT AGT 44 TOA 480 €AT &aT TIC TTT GOA STT CAT CTC
Ser Loy leu MET 1lla Asp Ser Gly Ser Gly Aap 4an Lau Fha Als ¥al Asp Vul 15
N a4 801
Gk GOS ATA UAT CCA GAZ GAA GGG GBS TIT AAT AAT CTA DGG CTT ATY CTT GAa
Arg Gly [le Asp Pro Glu Glu Gly Arg Pha Asn Aen Ley Arg Lew Tla Vel Glu 71
614 B3l (13 &6l
CLA AT AT TTA TAT GTG ACA GGA TTT OTT AAC AGS aCh AAT a7 61T TTT TaT
Arg Amyl Axk Leu Tyt ¥el The Gly Pha Val Asen Arz Thr asn Asm Yal Pha Tyr °
&% 91 1ok 121
CGC TTT GCT GAT TIT TCA CAT GTT ACL TIT CLA GGT ALA ACA GLL GTT ACA TTC
Azg Phe Ala Asp Pha Ser R1a Val Thr Pha Pre Gly Thr Thr ala Val Thr Llew 108
734 151 Teh
TCE GLT CAC ACT AGC TAT ACC AOC TEFA CAC CCT GTT GCA GGG ATC AGT CGT ALG
S4r Gly Asp Ser Swy Tye Thy The Llec Gln Aeg ¥al Ale Gly 1he Sip Ay The 124
7E1 7% (31} 3%
GGG TG CNG ATA MT CGC CAT TCG TTG ACT ACT TCT TAT TG GAT TTA ATC TCOGL
Gly MET Glon 1le Asn Arg His Ser Lea The Thr Ser Tyr Leu Asp lauy NET Ser L I%Y
241 K54 871 !
LAT AT GGA ALC TCA CTC ACG CAC TCT GTL GCA ACA CLG ATC TTA £6C TTT GTT
Hix Ser Gly The Ser Lam Thr Gln Ser Val Als Arg Ala SET Ley Arg Fhe Val 167
3.9 0] 814 431
ALT GTG ACA €CT Lah GCT TTA L67 TTT GGG CAL ATA CAG AGE G54 TTT DFT ACA -
The Val Thr Xla Clu Ala Lav Arg Phe Avrg Gln [le $In Acg Gly Phe Arg The 180
Jab 961 976 9191
ACA LT CAT GAT CTC AGT CGE COT TCT TAT GTa ATG ACT GCT Ghd GAT GTT GAY
Thr Lmt Asp Asp Leu Ssr Gly Arg St{ Tyr Yul HET Thr Ala Glu Asp Yal Asp 193
i 1021 193
CIT ACA TTG AAL TCL GCA ACE TIC AGT ACLC OTC UL CCT GAC TaT CAT GUA CAM
e Thy Law Ade Tep Gly Arg Lov Ser Sed Vel Lau Pro Asp Tyr His 61y Sl 215
1051 10486 toBl - 1094
Gal TCT GTT CET GTIA GGA AGA ATT TCT TTT GCA ACC ATT AAT GCA ATT CTO GGA
App Ser Val Azg Val Cly Arg [le Sex Phe GEy Ser Ilw Asn Als lle leu Cly I
1111 L126 1A
AGL GTG OTR TTA ATA CTO AAT TOT CAT CAT CAT SCA TCS CCA CTT CCC AGA ATG
Ser Yal Als Leau ke Leu Asm Cys Els Bla Bis Als Sev Arg Val ala Arg MET 252
115& 1173 1586 a0
GCA TCT GAT GAG TTT CCT TTT ATG TUT COC GCA GAT GGA wba OTC COT -GGG ATY .
ALs Ser Aap Ciu Phe Pro Ser NET Cys Pro Als Awp Cly Arz Vel App Gly [ie 370
13118 1231 126 1261
ACE CAL AAT Ahk AT TTG TGE GAT TCA TGC ACT CIC GRG GCA ATT CTG ATG CGC
The Kla Ase Lyw I1le Lew Tep AP Siv° Ser The Lew Gly Al lie Lou WEY Arg 284 R
11745 1148% 1303
AGA ALT ATT AGC AGT TOAGELGRTA Ak AAL AAN ACA TTA TTA ATa CCT GLA
Arg Thr Ilv Ser Sur MET Lys Lys Thr Leéu Len [le Ala Als -1z
1318 1332 L148 1363
TOE CTT TCA TTIT TTT TCA GCA AOT CCC UTC GOG ACG CCT GAT TGT GrA ALT GRA
Suf leu Ser Phe Phe Swr Als Zar Ala Lau Ala, Thr Pro Asp Cys Val Thr $ly ?
1378 1153 1404 1423
AAG GTZ GAG TAT ACA AdA TAT AAT CAT GAL GAT ARC TTT ACA QTT AAA CTU G67
Lys Vsl Clo Tye The kys Tyr Ase Asp Adp AXp The Phe The Val Lys ¥al Giy 73
[ 1] 14%4 1abB
SAT A4 Gar TTA TTT ACC AAC ACA TGE AAT CTT GG TCT £77 CTT CTC AT GCY
Avp Lyw Clu Ley Pho The Aem Acg Trp Ast Loy Gip Ser Lot Leu Leu Ser »ls %3
LR 14338 1513 1528
“Aa ATT ACG CC5 AT ACT GTA ACC ATT AAA ACT AAT ST TCT CAT AAT LGA GGG
Cim fle Thr £ly =ET Thr Yal Thr Lie Lys Thr Asn 4ls Cys His asm Cly Cly &1
15a) 1563 1375 1481 . ,
ChA TTC A%T GAA STT ATT T7T 407 TGDJCT)?A(‘.A) TAGATCAGTS AMAATACCAL GELRAS 3
Gly Phe Ser Glu wal [le Phe Arg

2.3 Les auteurs ont choisi de développer une PCR-multiplex, qui consiste a réaliser au sein d’un méme tube
plusieurs PCR différentes. Les auteurs définissent donc une paire d’oligonucléotides (chaque
oligonucléotide a une vingtaine de nucléotides tel que la température d’hybridation de 58°C soit
favorable pour chaque paire) pour chaque géne recherché spécifique de Pespéce E. coli: stx1 (614 pb),

[



Sx2 (779 pb), eae (890 pb), hly (165 pb), H7 (625 pb). La taille de chacun des produits de PCR est
indiquée entre parenthéses. Le jeu pour H7 reconnait un géne codant pour une protéine du flagelle
rencontrée dans les souches E. coli 0157:H7. Pasr Lt iR © E

TS Sy

/’ 2.3.1 Proposer des tubes contréles (ADN matrices) pour mettre au point les conditigme%(ﬁbpennettam
4D

. 2.3.2

Fd

43

de détecter les génes correspondants des souches £ coli, et vérifier les PCR réalisées.

Analyser les résultats de la Figure 2 i dessous, correspondant au résultat apres ¢électrophorése en gel
d’agarose baigné dans une solution de BET et exposition aux UV a 320 nm, des produits de PCR-
multiplex 12 souches bactériennes. '

Figure 2: Résultat du gel d’électrophorése traditionnel aprés exposition a 320nm,

d’ADN issu de PCR-multiplex mélangés au BET :
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Fig. 2. Result of mufriplex PCR assay for detection of the Srvl (634 bpl. St (779 bp). esed (S50 bpj. and 4ivA (163 bp) genes 1 £.

coli Q157:H7 isolates. Lane 1. PO10726-18: lane 3. PU16726-21: lane 3. PO10726-22 lane 4. PO1076-23 [ane 5, 2010736-24: lane 6.
PO10716-23: lane 7. PO10726-26: lane §. EL10°06-15.0. lane 8 JUI0303-11-1: lane 10, O157-R1-3-2: lane 11, O157-C-1-2; lane 12.

ATCC 43894 [a postve contrel): M, 100 bp DNA marker,

2.4 Les auteurs choisissent ensuite de réaliser une nouvelle PCR sur ADN, 4 I'aide de deux oligonucléotides
de petite taille :

-CRA22 : CCGCAGCCAA
-CRA23 : GCGATCCCCA

Le résultat d’un gel d’électrophorése des produits de PCR avec CRA22 et CRA23 (=PCR-RAPD), de
différentes souches d’E. coli, est présenté dans la figure 3.

4 2.4.1
2.4.2

“1,2.4.3

/4
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Combien de séquences génomiques d’E. coli sont reconnues par un oligonucléotide de 10 bases ?
Interpréter les résultats de la piste 25 : nombre de bandes, intensité relative des bandes.

Expliquer précisément au niveau moléculaire, les raisons des différences observées entre les pistes.
En dégager le but de la technique utilisée par les auteurs.

Figure 3 : Résultat du gel d’électrophorése traditionnel aprés exposition a 320nm,
d’ADN issu de PCR-RAPD mélangés au BET: pistes 1 a 28 correspondent a des
souches différentes. M correspond au marqueur de poids moléculaire.
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2.5 Le résultat d’un dendrogramme 4 partir des données de RAPD-PCR des différentes souches de la figure
. 3, estprésenté en figure 4.
4251 Rappeler quel est le but de cette representation en dendrogramme.
'2.5.2  Indiquer quelles souches (numéro de piste de la figure 3) composent les groupes A, B, C, D, E
identifiés sur le dendrogramme,

3.3 A l’aide de justifications, indiquer s'il est possible de relier entre eux ces différents groupes ? Si la
- téponse est positive, placer les liens qui vous paraissent possibles et justifier dans un court texte votre
logique.

.
&
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Figure 4: Déndrogramme des 26 souches bactériennes d’aprés les données de
RAPD-PCR correspondant a la figure 3.
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Fig. 4. The dendrogram conswucted from RAPD data by
LPCGAMA method.

2.6 Proposer une autre méthode que la RAPD-PCR, qui soit comparable en terme de logique et de finalité
g . scientifique.
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