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EXAMEN PARTIEL 2005-06: MICROBIOL?GTE 6ENIE GENETIQUE

Duré,e 2 heures

Partie 1: Questions de cours

,/ t,t Décrire, avec précision, la ou les expérience(s) et leur(s) auteur(s) ayant permis de démontrer que I'ADN
''h5 est le support de I'information génétique.

fi tZOeute précisément un mécanisme de réparation de I'ADNpour une mutation de type dimère de-1- 
thvmine.

Partie2:: Isolement de souches de Escherichia coliOl57tH7
(d'après J.Y. Kim et al., J. Vet. sci. (2005) 6(l),7-19)

Escherichia coli est une souche bactérieme commensale du tube digestif. Le serotype Ql57:H7
correspond à une souche pro4qqEigq de toxine(s) (deux toxines ressemblant à celle produite par les bactéries

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

I'opéron hly) responsables de diarrhées sanglantes, et conduisant à des ûoubles hémoiytiques engendrant deô
symptômes rénaux, nerveux et pancréatiques qui peuvent entraîner la mort du patient. Les souches qui

produisentSfxf sont plus virulentes. Un autre facteur de virulence est dû au gène eae qui code por:r une
intimine-responsablé de I'adhésion des bactéries sur les entérocytes chez les bactéries entéropathogènes.
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transmission est par voie alimentaire (TIAC : Toxi-Intêction Alimentarre
Collective). La plupart des agents infectieux ftactéries et virus) responsables de TIAC conduisent aux mêmes
types de s)"rnptômes intestinaux. Afin de porter le diagnostic d'infection à E.coli 0757:H7, et de dégager des
données épidémiologiques, les auleurs souhaitent caractériser ces souphes à l'aide de I'outil PCR.

/n 2,1Dégaget rapidement les avantages et les inconvénients d'une recherche des souches 8.. coli 0757:H'7 dans.' 
les selles, le sang ou lgaliments, par PCR par rapport aux méthodes de cuhures traditionnelles.

,/y 2.2 A l'aide de la séquence de I'opéron contenant les gènes stxl et stx2 présentée dans la figure 1 cidessous :
2.2.1 Définir la séquence de deux oligonucléotides qui pourront être employés à une température de 58oC

pour la phase d'hybridation, afin d'amplifier le gène stxl. Schématiser le sens de polymérisalion en

/ precisant les extrémités 5' et 3' de chaque fragment d'ADN.
/î't 2.2.2 Indiquer 1a taille du produit de PCR attendu.

1 2.2.3 Préciser les constituants à placer dans le hrbe de PCR et leur rôle.
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Fiqure 1 : Séquences d'ADN de,l 'opéron contenant les cistrons codant pour Stxl(332-
1279), et Stxz (1289-1558) :
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2.3 Les auteurs ont choisi de développer une PCR-multiplex, qui consiste à réaliser au sein d'un même tube
plusieurs PCR différentes. Les auteurs défrnissent donc une paire d'oligonucléotides (chaque
oligonucléotide a une vingtaine de nucléotides tel que la température d'hybridation de 58oC soit
favorable pour chaque paire) pour chaque gène recherché spécifique de l'espèce E. coli: stxl (614 pb),
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z.s't -rroposer des tubes contrôles (ADN marrices) pour meftre au point les conditi8ffâe
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de détecter les gènes conespondants des souchàs E. cori, et véiifter les pcR réalisées.
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2.3.2 
*,9:-::.^t::,::ulrars 

de la Figure Z j als1gus, correspondanr au résultar après électrophorèseru rwèv eu  Ëçr

1.:g*:: ,bjtt", 
d*: une soturion de BET er exposition aux UV à 320 

-nm, 
des proàuits de pCR_

en gel

multiplex l2 souches bactériennes.

!lgl*: Résul-tat du ger d'éreçtrophorèse traditionner après exposition à 320nm,d'ADN issu de PCR-multiplex mélangés au BET:
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fig, :. RÈiuh oi ruhiples pCR issav jor derectioÀ ùf tLe .S&l l6:j bp). 5:i,l (j)9 bpl_ ara.{ ( S90 bpJ. lxd 'illq, ( l6j bpJ gÈne5 É Àco l io l5 i :H7Éol i |e : .L !ûe I .90 l t7 :6 - ' l s . rane. : .porn ; :c ; - i r .Èe ! - iô i i ; i c . : : : r "n , .po lo r :6 - : - r :  
Iane i .  po1o7 i6- r4 r  Ia$e 6 .PO107t6-:_r: hl13 i. pot0r36-t6r târI.,E_.ECt0:Oi_:;-l r"".-ç. jïinioi_'il-i, r",. tû, O_.jl-Rl-_r_:: râre 11. Ol5J_-C-t_:: lîne t:-ATCC .1339.1 Ia po'irre colrrol): \.1. 100 hp Dtr'A ûr.rte,

2'4 Les auteurs choisissent ensuite de réaliser une nouvelle PCR sur ADN, à I'aide de deux oligonucléotidesde petite taille :
-CRÀ22 : CCGCAGCCÀÀ
-CRÀ23 : GCGÀTCCCCA
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(8.?q pb),-hly. (16s pb)_H7 (62s pb). La taile de chacun des produits de pCR estindiquée entre parenrhèses. Le jeri pour H7 ..ào*uit'* ge;."d^;i;;;Ë;i;.;i';ôJ,";
rencontrée dans les souches E. coli o 157:H7 pa.r_ q". *;à ïce*"-"'rencontrée dans les souches E. coli O157:H7. r.rie, c.È

Le résultat d'un ger d'érectrophorèse des produirs de pcR avec cRA22 er cRA23 (=pcR-RApD), de
-. différentes souches dE col1, est présenté dans la figure 3.

4 ?A.'l Combien de séquences génomiques d'E. coli sont reconnues par un oligonucléotide de 10 bases ?
l:'4,'1 

Inteçréter les rés-ultats de la piste 25 : nombre de bandes, intensité relative des bandes."?t>z"t's r'xpllquer preclsement au niveau moléculaire, les raisons des differences observées entre les pistes.
, En dégager le but de la technique utilisée par les auteurs.

,/a

i!oE'="- l: Résultat du-gel d'électrophorèse traditionnel après exposition à 320nm,d'ADN issu de pcR-RApD métangés au BET : prsteé I à ze correspondent à dessouches différentes. M_correspond àu marqueur de poids morécuraire.

{' mt) 

 

hp



_ 
''t 

ïJiî'J::"1,#ft*:i*'me 
à partir des données de RA?D-PCR des différenres souches de la figure

Za 
?S_.! Rappeler quel est le but de cette représentation en dendrogramme.'/2's'2 

Hjj?,îil:ï:ï:.îJ;i:,Jffirro 
de piste à. iu ngu,.":l "o-po,.nt res groupes A, B, c, D, E

/'t't 
A l'aide de justifications, indiquer s'il esr possible de relier entre eux ces differents groupes ? Si la11 réponse est positive, placer les liens qui voù paraissent possibl* .t j;i;;;-ârrs un coun re$e votrelogique.

FggtsJ^r Dendrogramme- des 2ô souches bactériennes d,ap.rès tes données deRAPD-PCR correspondant à la figure 3.
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2'6 Proposer une autre méthode que la RAPD-PCR, qui soit comparable en terme de logique et de finalité
, 
( . scientifique.


