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—INTRODUCTION-—




1 GENERALITES-HISTORIQUE.

Les premiers étres vivants qui apparurent sur terre
se sont développés en absence d'oxygene. En effet
l1'atmosphere primitive était essentiellement composée de
CHs, N2, NH3, CO; et H;; tous les processus meétaboliques
se‘faisaient donc en milieu réducteur.

L'apparition des premiers organismes photo-
synthétiques s'est traduite par un enrichissement
progressif de 1l'atmosphere en oxygéne et les micro-
organismes anaérobies qui auparavant occupaient toute la
surface de la planete se sont retrouvés confinés dans des
niches écologiques ou 1'absence d'oxygéne leur permettait
de proliférer. Les bacteéries anaérobies ont ainsi survécu
et évolué dans des habitats aussi divers que les fonds
océaniques, les lacs, l'humus de la terre et le tractus
digestif de 1la totalité des animaux; leur métabolisme
complexe leur permettant d'utiliser les substrats les plus
divers.

C'est Pasteur qui en 1857 (7,34) mit en évidence
pour la premieére fois 1'activité de micro—-organismes en
absence d4d'oxygene. Il y décrivit notamment la formation
d'acide lactique, d'acide butyrique et de butanol par des
agents microbiens dans des produits alimentaires comme le
beurre, le lait et le vin., Pasteur découvrit également la
présence de micro—-organismes dans les mouts de
fermentation du vin, lors de la transformation du sucre en
éthancl et démontra gque ce processus était du a
l'existence de levures. Peu de temps apres, il fut appeleée
a Lille par les brasseurs du Nord pour y résoudre les
problemes de contamination rencontreés lors de la
fabrication de la biere. C'est & cette époque qu'il mit en
évidence qu'il existait de grandes différences
métaboliques selon que des organismes aéro—anaérobies
comme les levures étaient cultivés en présence ou en

absence d'oxygeéne.



De nos jours, 1l'étude des bactéries anaérobies est
d'un intérét primordial. D'un point de vue médical tout
d'abord; en effet ces bactéries sont responsables d'un
grand nombre d'infections et de toxi-infections.

D'un point de wvue industriel et
biotechnologique ensuite puisque la grande majorité -des
étapes de fabrication ou d'altérations biologiques des

aliments sont le fait d'organismes anaérobies.



2 DONNEES TAXONOMIQUES.

Par définition, d'apres la neuvieme édition du
Bergey's manual, (30) Bacteroides appartient & la famille
des Bacteroidaceae. Les bactéries de cette famille sont
anaérobies strictes, a Gram—négatif, ne forment pas de
spores, peuvent étre mobiles ou non, elles sont toutes
chimio—organotrophes. L'énergie nécessaire & 1'anabolisme
provient de 1'oxydation de molécules organiques. Toutes
ces bactéries métabolisent les sucres, les peptones. La
plupart des espéces produisent des acides organiques de
faible poids moléculaire comme l'acétate, le succinate, le
lactate, 1le propionate et le butyrate. La famille des
Bacteroidaceae est constituée de 13 genres dont les
caractéristiques essentielles sont regroupées dans le
tableau 1.

Le genre le plus connu et numériquement le plus
important de cette famille est Bacteroides dont 1'espece
type est B. fragilis. Les bactéries du genre Bacteroides
sont des Dbacilles droits non mobiles; les produits
résultant de la fermentation des sucres et des peptones

sont le succinate, l'acétate et le propionate.

D'apres 1l'édition de 1984 du Bergey's manual,
Bacteroides est constitué de 39 especes; mais celles—ci
présentent entre elles de grandes hétérogénéités tant au
point de wvue de 1'habitat, du % GC ou des caracteres
métaboliques ( 58 ) si bien que le genre est en perpétuel
remaniement (Tableau 2). Ainsi Jensen et coll. ont deéefini
2 espéces'nouvelles:B. pectinophilus et B. galacturonicus
(36). Ces 2 bactéries pectinolytiques ont été isolées du
tractus digestif de 1'homme; leur % GC est respectivement
de 45 et de 36. De méme, de nouvelles especes comme B.
polypragmatus ( 59 ) B. heparinolyticus (54), B. merdae et
B, caeccae ont ete caracteérisees, Les bactéries
asaccharolytiques pigmentées en noir ‘connaissent également

de profondes modifications. Ainsi B. gingivalis et B.



endodontalis ont été nouvellement caractérisees (98,
100).

Mais récemment, les bactéries asaccharolytiques
pigmentées en noir: B. gingivalis, B. endodontalis, B.
asaccharolyticus ont été reclassées en un nouveau genre:
Porphyromonas. Ces Dbactéries possedent en effet des
caracteres biochimiques tres difféerents des autres
Bacteroides.( 73 )

Le groupe Bacteroides est génetiquement treés distant des
autres bactéries Gram—négatives. L'analyse du rRNA 165 a
montré que Bacteroides et Fusobacterium sont assegzg
étroitement reliés aux Flavobactéries et aux Cytophagaceae
( 58 ). La divergence du groupe Flavobacterium—Bacteroides
des autres eubactéries apparait étre un éveéenement
relativement ancien, apparu avant la séparation avec les
bactéries  Gramt, les  bactéries pourpres et les
Cyanobactéries. ( 70 )

Par hybridation entre DNA chromosomique et rRNA 16S, il
est possible de déterminer des pourcentages d'homologie
entre deux souches. Paster et coll. (58) ont montré qu'il
existait une assez grande heétérogénéite dans le genre
Bacteroides. Ces bactéries seraient ainsi subdivisées en 3
groupes; le premier, le plus important, étant constitué
des Bacteroides apparentés & B. fragilis: B. fragilis, B.
ovatus, B. vulgatus, B. thetaiotaomicron, B.uniformis. Le
deuxieme groupe serait représenté par B. ruminicola et
Fusobacterium. Enfin, B. distasonis constituerait wun
groupe séparé, phylogénétiquement assez éloigné des 2
précédents ( 58 ) (figure 1).

Les autres Bacteroides du rumen comme B. succinogenes
présentent une +tres faible homologie avec 1les autres
bacteéries du méme genre. (58) C'est pourquoi ces bactéries
font maintenant partie d'un nouveau genre: Fibrobacter et

sont ainsi dénommées F. succinogenes (51). B. amylophilus



est apparenté aux bactéries pourpres et a été reclassé¢ en

Ruminobacter amylophilus. (51)
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Figure IA: Relations phylogénetiques entre différentes
especes de Bacteroides et les espéces apparentées au genre
(58).

IB: Relations phylogénétiques entre bactéries du

genre Bacteroides et les autres genres bactériens (70).



Genre Mobilité,Ciliature Métabolites produits
Bacteroides Non mobile péritriche jSuccinate Acétate
Fusobacterium Non mobile péritriche jButyrate
Leptotrichia Non mobile péritriche |Lactate
Butyrivibrio Mobile monotriche Butyrate
Succinomonas Mobile flagellepolairefSuccinate Acétate

Anaerobiospirillum

Wolinella

Mobile bipolaire
Flagelles en touffes
Mobile flagelle unique

Succinate Acétate

Formate

Selenomonas Mobile Propionate Acétate
Flagelles en touffes

Anaerovibrio Flagelle unique Propionate Acétate
polaire

Pectinatus Mobile Propionate Acétate
Bacilles courbes

Acetovibrio Bacilles courbes Acétate, CO,, éthanol
mobiles

Succinovibrio Bipolaire flagelles Succinate Acétate
en touffes

Lachnospira Bacilles courbes Formate, Acétate,
flagelles polaires C0O;2, Ethanol, H:

Tableau 1: Famille des Bacteroidaceae (30).
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bovins et des moutons

Tableau 2: Genre Bacteroides (30).



u Espece ”% GC “ Habitat naturel

" hypermegas ' 61 ” Célon homme, chien
ﬁ levii 48 ” Rumen des bovins
34 a 36 | Intestin des termites

| capillosus 60 I Intestin porc

!
|
| termitidis !
!
| | Cavité buccale homme

Il amylophilus "40 a 42 | Rumen

| succinogenes "47 a 49 " Rumen

I microfusus "60 a 61 | Caecum poulets

| gracilis "44 a 46 | Poches gingivales
| nodosus | 45 | Pied de mouton

| pneumosintes I | Pharynx

I furcosus ” 34 " Tractus digestif
| ureolyticus HZB a 30 | Tractus digestif,
“ " ﬂ uréogénital

” praecutus H 28 ” Tractus digestif
| macacae [43 & 44 I Cavité buccale des
I : I | macaques

“ putredinis Il H Célon du mouton

" coagulans ” 37 H Tractus digestif,
f I I uréogénital

| gingivalis |46 & 48 | Abces dentaires

u asaccharolyticus"SO a4 51 || Cavité buccale

| ! !
I ! !

It [ i

Tableau 2 (suite): Genre Bacteroides.




3-HABITAT DES BACTERIES DU GENRE BACTEROIDES

I GENERALITES.

Les Dbactéries anaérobies strictes ne peuvent
survivre en présence d'oxygene, elles ne proliférent que
dans des milieux réducteurs. C'est ainsi qu'elles se
deéeveloppent dans les sédiments aquatiques, dans les sols,
dans le tractus digestif des animaux, et dans tous les
milieux dépourvus d'oxygéne ( 69 ).

' Le tractus digestif est un habitat parfait pour les
bactéries du genre Bacteroides. En effet, la température y
est constante et relativement élevée (35 a 40°C),
1'oxygéne y est totalement absent. L'animal apporte un
approvisionnement constant en eau et en aliments
fermentescibles utilisables par les bactéries. Celles—-ci
dégradent des molécules non digérées par 1'hdte et les
transforment en molécules plus simples qui sont absorbées
en grande partie par 1les cellules de la mugqueuse
intestinale ( 41, 69 ). Les bactéries et l'organisme qui
les abrite vivent ainsi en étroite relation.

Dans le célon la quantité de micro-organismes est
de l'ordre de 1019 par gramme de matiere seéche environ.

La grande majorité des bactéries anaérobies du tractus
digestif appartient au genre Bacteroides.
Bacteroides est une bactérie capable de coloniser le
tractus digestif de 1'homme, des mammiferes, des oiseaux
et des insectes. Chez 1'homme, facteroides est un membre
préedominant de la flore buccale, du célon et du tractus
vaginal. Ces Dbactéries sont également présentes dans le
rumen et le cdlon des mammiferes polygastriques comme les

bovins et les ovins ainsi que dans le ceacum des rongeurs.



II BACTEROIDES DU TRACTUS DIGESTIF DE L'HOMME.

Les bactéries du genre Bacteroides sont présentes

dans la quasi-totalité du tractus digestif de 1'homme et
des mammiferes monogastriques. Ainsi Bacteroides est
présent dans la bouche, au niveau des gencives et de la
plaque dentaire, il est présent dans 1'intestin gréle et
dans le célon. Par contre, dans 1'estomac, le pH et la
présence de protéases ne permettent pas 1la survie des
bactéries.
Pourtant, pendant de trés nombreuses années, on a négligeé
1'importance numérique de Bacteroides dans le tractus
digestif, ces Dbactéries étant anaérobies donc- plus
difficiles, a cultiver, a isoler et a dénombrer.

A—- Bacteroides de la flore buccale.

B. gingivalis, B. asaccharolyticus et B. melaninogenicus
possédent un métabolisme essentiellement protéolytique.
Selon certains auteurs ( 99, 101, 52, 55, 47 ), B.
gingivalis posséderait une forte activité collagénasique
et serait responsable d'un grand nombre d'abcés dentaires.
Ces bactéries pigmentées en noir s'attachent aux cellules
épithéliales de la gencive, elles sont capsulées ce qui
leur permet de montrer une certaine reésistance a la
rhagocytose, et sécretent des substances leucotoxiques qui
inhibent les leucocytes polynucléaires. ( 101 )

D'autres bacteéeries de la flore buccale comme B. oralis
synthétisent des dextranases. Ces enzymes sont capables
d'hydrolyser les dextrans qui sont les principaux
polysaccharides de la plaque dentaire et qui sont
synthétisés par Streptococcus mutans a partir de sucres

simples comme le saccharose (91, 92).



B— Bacteroides du célon.

Dans le célon on peut denombrer environ 400 espéces
bactériennes différentes. Bacteroides qui constitue 1'un
des 5 genres prédominants représente environ 30% des
bactéries de la flore fécale.

Les espéces numériquement les plus importantes sont B.
vulgatus, B. distasonis et B. thetajiotaomicron (1010
bactéries par gramme de matiére seéche). B. fragilis, B.
uniformis, B. eggerthii et B. ovatus sont présents dans
des proportions plus faibles (10° bactérigs par gramme de

matieére seche).

a—- Roéle écologique de Bacteroides.

Dans le célon, tous les sucres simples (Glucose,
Saccharose, Amidon etc ...) assimilables par la muqueuse
de 1'intestin gréle sont absents. Par contre, un grand
nombre de polysaccharides complexes provenant de la paroi
des cellules vegétales (Pectines, xylanes, etc ...) ou des
sécrétions de la muqueuse intestinale {(Chondroitine
sulfate, dérivés d'acides sialiques, etce ces) sont
présents et constituent la seule source de carbone
utilisable par les bactéries fécales. C'est pourquoi ces
micro-organismes ont développé des systéemes enzymatiques
variés capables d'hydrolyser un treés grand nombre de
polysaccharides complexes et capables de s‘'adapter
rapidement aux variations de régime alimentaire de 1'héte.
L'hydrolyse de ces molécules s'accompagne de 1'excrétion
d'acides gras volatils et de vitamines qui sont assimilées
par les cellules de la mugqueuse intestinale. Les °
Bacteroides du cdélon sont donc benéfiques et

indispensables a 1'héte.

b— Pathogénicite.
Malheureusement, lorsque les conditions écologiques

deviennent anormales, Bacteroides est susceptible de



causer des infections variées: Bacteroides est un
pathogéne opportuniste ( 41, 69 ).

B. fragilis et 1les especes apparentées comme B.
distasonis, B. thetaiotaomicron et B. ovatus peuvent en
effet provoquer des septicémies et des oedéemes, aux
poumons, a la cavité abdominale et au cerveau.

Le traitement de ces infections est compliqué et rendu
difficile par le fait que les Bacteroides sont résistants
a un tres grand nombre d'antibiotiques. ( 69, 70 )

c— Relation entre Bacteroides et
l1'étiologie du cancer du célon.

Les micro—organismes du tractus digestif peuvent
étre impliqués dans la syntheése de composés carcinogenes.
En effet ces bactéries synthétiseraient des molécules
cancérigenes & partir de produits issus de 1l'alimentation
ou a partir de molécules excrétées par 1'héte. Il a été
ainsi deémontré que des produits cancérigeénes sont généreés
par l'action de certaines bactéries intestinales sur les
sels biliaires excrétés dans 1l'intestin. Il est en effet
~ possible que certains Bacteroides déconjuguent les sels.
biliaires primaires en sels biliaires secondaires
cancérigenes.

Certains produits du métabolisme des acides aminés et des
protéines sont apparemment impligues dans la
carcinogénese, Ainsi le metabolisme de 1la tyrosine
entraine la formation de dérivés phénoliques; plusieurs
souches de B. thetaiotaomicron sont capables de former a
partir du tryptophane des composés canceérigenes possédant
un noyau indole. Bacteroides pourrait également
métaboliser et synthétiserv des dérivés polycycliques
aromatigques hydrocarbonés (41 ).

Néanmoins il faut bien reconnaitre que le réle exact des
Bacteroides du tractus digestif dans 1'apparition du
cancer du célon n'est pas connu. 11 est pourtant acquis
qu'il existe une corrélation directe entre le régime

alimentaire et l'apparition de cancer.



I11. BACTEROIDES DU TRACTUS DIGESTIF DES RUMINANTS.

Chez les ruminants, l'hydrolyse des polysaccharides
de la paroi des cellules végétales a lieu avant le passage
dans 1'intestin gréle. Cette conversion se produit dans la
ranse ou rumen et elle est due en totalité a& l'action de
micro-organismes.

La panse représente 80% du volume total de l'estomac des
polygastriques soit environ 250 litres pour une vache.
Dans le rumen, les débris végétaux sont finement broyés et
désolidarisés par 1l'action de 1la mastication et de la
rumination; la température y est constante de 39 a 40°C et
le pH est compris entre 6 et 7. Le milieu est totalement
anaérobie. L'atmosphére du rumen est constituée de 60 a 70
% de dioxyde de carbone, 25 a 35% de méthane, quelques %
d'azote, des traces de sulfure d'hydrogéne et d'hydrogene.
Les petites quantités d'oxygéne qui pénétrent dans le
panse par la mastication et 1a rumination sont rapidement
réduites par les micro—-organismes anaérobies facultatifs.
La micro—-population du rumen est constituée de
protozoaires et de Dbactéries. Il existe entre ces
différentes especes des relations complexes de symbiose et
de compétition; chacun des micro-organismes ayant besoin
pour son développement de nombreuses substances gqui sont
synthétisées par les autres especes.

La microflore du rumen apparait dés que les jeunes animaux
absorbent des aliments végétaux. A 1l'age adulte, les
protozoaires et ies bactéries sont présents a la
concentration de 10¢ et 1010 cellules par millilitre
respectivement. Environ 200 espeéces Dbactériennes se
développent et coexistent, mais 30 sont spécifigues du
rumen. ( 34 )

Les glucides végétaux assimilables par les micro-

organismes peuvent étre classés en trois catégories:



1- Des glucides solubles comme le glucose et le
saccharose qui sont utilisés immédiatement et en totalité
par les bactéries pour leur métabolisme énergétique.

2— Des polysaccharides cytoplasmiques comme l'amidon qui
sont dégradés facilement par les especes amylolytiques
comme Bacteroides amylophilus.

3~ Des polysaccharides pariéetaux comme la cellulose,
l1'hémicellulose, les pectines, les xylanes. Des bactéries
comme B. succinogenes, Ruminococcus albus, R. flavefaciens
fermentent tres énergiquement la cellulose et ses produits
dthydrolyse. B. ruminicola hydrolyse 1'hemicellulose et
les pectines. B. succinogenes serait 1'organisme
cellulolytique le plus important ( 25 ).
Un grand nombre de ces especes ont tendance a s'attacher
aux fibres qu'elles dégradent; B. succinogenes, R.
flavefaciens adherent aux parois des cellules végeétales et

hydrolysent celles—~ci en y creusant des cavités.

| La tres grande hétérogénéité des polyméres pariétaux
nécesgssite une multiplicitée dt'enzymes pour gque la
dégradation soit complete. Ces enzymes sont synthétisées
par plusieurs espeéces bactériennes qui collaborent ainsi
ensemble a la digestion totale des parois cellulaires.
Ainsi 1l n'existe pas une cellulase mais un véritable
complexe multi-enzymatique. Chez B. succinogenes (24, 71),
apres purification, Forsberg a ainsi mis en évidence 19
proteéeines difféerentes possedant une activite B-
.endoglucanasique. Ces cellulases formeraient des agrégats
ce qui permettrait une meilleure digestibilité des fibres
et ce qui expliquerait 1la multiplicite des fractions
purifiées.

Une proportion relativement importante de lignine est
présente dans les cellules veégétales; cette molecule, non
dégradée par les micro-organismes, apparait étre un
important facteur limitant 1a digestion des cellules
végétales dans le rumen.

Les caractéristiques de quelques bactéries du rumen sont

représentées dans le tableau 3.



Les manipulations génétiques des bactéries du rumen
sont 4d'un interét primordial pour les nutritionnistes des
ruminants. En effet d'apres Forsbherg (25), il serait ainsi
envisageable: —de synthétiser dans le rumen des
métabolites (vitamines, hormones, etc,...) gqui peuvent
améliorer la croissance des ruminants.

- de modifier dans le rumen la

distribution des produits issus de la fermentation.
-d'introduire de nouvelles voies
métaboliques permettant une meilleure dégradation des

aliments par la microflore.



“ Substrat utilisé

Exemple de bactéries utilisatrices

i
|
I
J

" Cellulose

| Amidon

| Pectine, Saccharose
i Hémicellulose

I Acide succinique

H Lipides

“ C02

| Acide lactique

Ruminicoccus albus, flavefaciens
Bacteroides succinogenes, Butyrivibrio
fibrosolvens et quelques protozoaires
Bacteroides amylophilus, Succinomonas
amylolytica, Streptococcus bovis

|
|

|
[
i

Bacteroides ruminicola, Lachnospira multiparus|

B, ruminicola

Selenomonas ruminantium

Anaerovibrio lipolytica

Tous les Bacteroides, Methanobacterium spp
Selenomonas ruminantium, Veillonella spp

|
|
|
|
zz

H

Tableau 3: Substrats utilisés par les bactéries du rumen (34).
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4— BESOINS NUTRITIONNELS ET METABOLISME ENERGETIQUE.

I Besoins nutritionnels.

Le CO, est nécessaire &4 la croissance; il est
utilisé par beaucoup d'especes saccharoclastiques pour
former des acides gras wvolatils.

Les Dbactéries se développent facilement & des
températures comprises entre 25 et 45°C. Bien qu'elles
soient anaérobies strictes, elles peuvent neanmoins
survivre a l'air, pendant des expositions de 6 a4 8 heures.
Les bactéries 1les plus sensibles & 1'oxygéne seraient
‘dépourvues de superoxyde—-dismutase. Un grand nombre
d'espéces de Bacteroides ne possédent pas de catalase.

Les Bacteroides de la flore buccale comme B. gingivalis et
B, oralis sont les plus aérotolérantes (55, 98).

Les espeéces vivant dans le cdlon sont peu exigentes
et sont faciles a cultiver; leur temps de génération sur
milieu riche glucosé complémenté en hémine et en vitamine
Bl2 est de 1 heure a 37°C (12). '

L.es espéces vivant dans le rumen sont beaucoup plus
exigentes; leur culture nécessite l'adjonction d'un grand
nombre de facteurs de croissance gqui ne peuvent étre
fournis que par l'apport de jus de rumen dans le milieu de
culture.

En absence d'hémine, le métabolisme anaérobie
libeére de l'acide fumarique et de l'acide lactigue.

En présence d'hémine, les produits majeurs issus de
la fermentation sont l'acide succinigque et ltacide
acétique. L'hémine est en effet indispensable a la
formation de cytochrome b et de la NADH-fumarate-oxydo-
réductase qui catalyse la synthese d'acide succinique a
partir d'acide fumarique. L'acide succinique formé est

ensuite excrété dans le milieu extracellulaire ( 41 ).



Le métabolisme fermentatif libeére beaucoup d'acides
gras & faible nombre de carbones (97) si bien que pendant
la croissance on observe un abaissement notable du pH qui
passe de 7,2 a 5,0 si la souche est cultivée en milieu non
tamponne.

2 Métabolisme énergétique.

Bacteroides dégrade des polysaccharides complexes,
les enzymes impliquées dans leur hydrolyse sont tres
souvent extracellulaires comme par exemple les dextranases
des Bacteroides de la caviteé buccale (91,92), ou
intracellulaires comme les polygalacturonate—hydrolases de
Bacteroides thetaiotaomicron (48)

A~ Dégradation des hexoses en pyruvate.

La deégradation de sucres complexes aboutit a la
formation de monosaccharides a 5 ou 6 carbones.
Le mécanisme de passage de ces sucres & travers la
membrane cytoplasmique a été tres peu étudie. A
1'intérieur de ia cellule, le catabolisme des
monosaccharides est réalisé par la voie d'Embden-Meyerhof.
Ainsi une fructose 1-6 diphosphate—-aldolase qui est
spécifique de 1la glycolyse a été détectéee chez B.
eggerthii, fragilis, thetaiotaomicron, ruminicola,
amylophilus et succinogenes.

B~ Intervention du CO; dans le catabolisme
du phospho-énolpyruvate, dans la formation de 1'acide

oxalocacétique.

Chez Bacteroides fragilis et B. ruminicola, la
formation d'acide oxaloacétique ( AOA ) a partir du
phosphoénolpyruvate (PEP) est catalysé¢ée par une PEP
carboxykinase ADP-deéependante; cette réaction s'accompagne
de la formation d'ATP. Une malate-déshydrogénase a NAD
réduit ensuite 1'AOA en malate. Le fumarate formé a partir
du malate est alors reéduit en succinate par 1la NADH-



fumarate-oxydoreéductase. Cette réaction engendre la
formation d'ATP via un systeme primitif transporteur
d'electrons.

Le succinate est le produit majeur de la
fermentation des sucres (68).
Plusieurs espéces produisent du propionate a partir du
succinate; celui-ci est +tout d'abord transforme en
succinyl—-CoA puis en méthyl-malonyl-CoA par transfert d'un
groupement méthyl par la méthyl-malonyl-CoA—-mutase. Cette

enzyme exige de la vitamine Bl2 pour étre active.

Cc- Formation d'autres produits de

fermentation.

- Le lactate est vraisemblablement formé par réduction du
pyruvate par une lactate—~déshydrogénase a NAD.

- Pour former 1l'acétate, 1'acétyl-CoA est tout d'abord
synthétisé par décarboxylation oxydative du pyruvate. La
flavine réduite par cette réaction étant vraisemblablement

utilisée pour réduire le fumarate en succinate.
D- Réactions de phosphorylation oxydative.

L'énergie nécessaire a 1'anabolisme peut étre

générée par des réactions de phosphorylation de substrat
par le catabolisme. Mais elle peut également étre produite
par des ré¢actions de phosphorylation oxydative, par un
systéeme primitif transporteur d'électrons mettant en
oeuvre NADH, des cytochromes et des quinones.
Jusqu'a présent, seules des preuves 1indirectes existent
pour démontrer que la réduction du fumarate est couplée a
des réactions de phosphorylation oxydative (figure 2).
Ainsi l'addition d'hémine dans un milieu minimum glucosé
augmente la biomasse de B. fragilis qui passe de 18 a 47 g
par mole de glucose utilise.

B. ruminicola et B. fragilis synthétisent un
cytochrome de type b gqui possede un noyau porphyrinique

contenant un atome de fer. La synthese de ce groupement
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prosthétique nécessiterait l1'apport d'hémine dans les
milieux de culture.
Le fumarate est réduit par la NADH~fumarate-oxydoréductase
en succinate. Le cytochrome b est impliqué dans la
formation du succinate. En effet, chez Bacteroides,
l'acide fumarique est 1'accepteur final des électrons
provenant du catabolisme. L'enzyme catalysant la réduction
forme un complexe au niveau de la membrane cytoplasmique
auquel sont associés le cytochrome b et la ménaquinone.

Le donneur d‘'électrons le plus commun est NADH+H+.
Chez B. fragilis le lactate est également un donneur
d'électrons. L'utilisation d'hydrogéne moléculaire a été
mise en évidence chéz B. ruminiceola. En effet 1'incubation
de ces bactéries sous une atmospheére de H;/CO; augmente la
synthese du propionate donc l'utilisation du fumarate.
Le NAD+ peut étre réduit par une déshydrogénase seulement
si le potentiel redox intracellulaire est bas.



Polysacharides complexes
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Figure 2: Résumé des voies métaboliques
de la deéegradation des sucres par B. fragilis.
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5 RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES.

Il est assez difficile d'estimer 1l1'efficacité

réelle d'un antibiotique. Ainsi il existe une assez grande
différence entre la sensibilité mesurée in vitro et celle
existant réellement in vivo. Pour les bactéries anaérobies
la seule méthode de mesure reconnue est basée sur 1'étude
de la culture de 1la souche testée sur des dilutions
d'antibiotiques en milieux gélosés (1,2).

D'une maniére (générale, les Bacteroides sont
résistants a une tres grande variété d'antibiotiques, ce
qui pose des problemes dans le traitement des infections
dans lesquelles ces bactéries sont impliquées.(33)

Résistance aux aminoglycosides.

Les Bacteroides du cdlon et de la cavité buccale sont tous
naturellement résistants aux aminoglycosides comme 1la
kanamycine, et & l'acide nalidixique. Cette insensibilité
a ces antibiotiques est due au fait que la membrane
bactérienne est imperméable & ces molécules.

Résistance au chloramphénicol.

La quasi-totalité des souches est sensible au
chloramphénicol et au métronidazole (41,9,72); cependant
une activité chloramphénicol-acétyl—-transférase (CAT) a
été mise en évidence dans une souche de B. uniformis.(44 )

Résistance a la tétracycline.

Jusqu'a 15% des souches sont résistantes a la
tétracycline, cette insensibilité est due a l'acquisition
d'une imperméabilité vis-a-vis de <cet antibiotique.
Bacteroides est capable de transférer cette résistance de
nature chromosomique par conjugaison.( 70 )

Résistance aux B-lactames.

D'une maniere générale, les P-lactamases des bactéries
Gram—neégatives sont localisées dans 1'espace périplasmique
et constituent ainsi une barriere a 1'entree de
l'antibiotique. La resistance aux pB-lactames est le

résultat d'une compétition entre le passage de la molécule



d'antibiotique & travers la paroi bactérienne et le taux
de synthése en enzyme permettant de la détruire. (10)

La plupart des Bacteroides synthétisent des pB-
lactamases qui s'averent plus actives sur les
céphalosporines (41, 69) mais il existe aussi des
pénicillinases plus efficaces vis-a—-vis de la pénicilline
et de ses dérivés. Certaines espeéces de Bacteroides comme
B. distasonis synthétisent pas ou peu de P-lactamases;
elles présentent néanmoins une résistance assez forte,
ltantibiotique ne pouvant pénétrer dans la bacteéerie (43).
Les P-lactamases de Bacteroides isolées jusqu'ici ont un
poids moléculaire compris entre 28000 et 43000( 41 ), ces
enzymes sont localisées dans 1'espace périplasmique sous
une forme soluble (72).

Environ 8% des Bacteroides montrent une_résistance plus
margquée vis-a-vis de 1la carbénicilline; il existerait
ainsi des carbénicillinases spécifiques moins actives sur
les autres B-lactames ( 9). o

Mary et coll. ( 45) ont montré qu'il semblait exister une
étroite relation entre la résistance a la carbénicilline
et 1l'existence de ©plasmides de ©petite taille chez
Bacteroides. Néanmoins, aucun gene porteur de la
résistance a cet antibiotique n'a eété localise sur ces
plasmides.

De nombreux travaux ont mis en évidence le
transfert de la résistance aux PB-lactames. Ainsi Cuchural
et coll. (14) ont observé gqu'une souche de B. fragilis
TAL4170 pouvait transférer la résistance & la céfoxitine
par conjugaison vers d'autres Bacteroides a une fréquence
de 10-¢ & 10-7 sans qu'aucun plasmide ne semble associé a
ce transfert.

Résistance a la clindamycine.

Une grande majorité des Bacteroides est sensible a
la clindamycine qui est l'antibiotique de choix dans le
traitement des infections a Bacteroides. Neéanmoins, 8% des
souches sont résistantes a cet antibiotigque, ce nombre

apparait en augmentation (69) et des modes de +transfert



conjugatifs, permettant la propagation de ces geéenes de
résistance gqui sont souvent de nature plasmidique,
existent.

Chez Bacteroides, la résistance a la clindamycine et aux
autres macrolides et lincosamides est constitutive, elle
serait due a4 une mono ou une di-méthylation des yrésidus
adénine du rRNA des sous-uniteés 505 ( 40 ).

Résistances des Bacteroides du rumen.

Les profils de résistance des Bacteroides du rumen
présentent de grandes similitudes avec les autres
Bacteroides. Tous sont résistants a la kanamycine et a
ltacide nalidixique, la tres grande majorité est sensible
a la clindamycine, la tétracycline et l'ampiciliine. (21)
Néanmoins, Flint et coll. (21) ont mis en évidence une
souche de B. ruminiccocla possédant une résistance treés
forte a la tétracycline et un peu moins marquée vis—a-vis
du chloramphénicol. La résistance a la tétracycline est
inductible et sa propagation vers d'autres bactéries est
possible grace a l'existence d'un plasmide conjugatif

possédé par la souche (22).



6 PLASMIDES CRYPTIQUES.

Un grand nombre de souches de Bacteroides possédent
des plasmides. Mais & part quelques rares exceptions tous
ces plasmides sont cryptiques, aucun caractere phéno-
typique n'étant connu.

Environ 35 a 40% des souches de Bacteroides
contiennent 1 ou plusieurs plasmides dont les tailles sont
comprises entre 1,8 et 40 Mégadaltons soit 2,7 a 60
kilopaires de bases.

I1 existe des classes d'homologie entre des
plasmides contenus ©par des especes de Bacteroides
différentes. Certains plasmides de taille identique, de
profils de restriction semblables sont possédés par un
grand nombre de Bacteroides différents.

En utilisant des méthodes d'hybridation croisées
Callihan et coll. ont isolé et identifi¢ 3 classes de
petits plasmides d'une taille inférieure a4 8 kb (11). la
classe I est ainsi constituée de plasmides de 2,7 kb; la
classe II contient des plasmides de 4 a 6 kb et enfin la
derniere classe d'homologie est constituée de plasmides de
5,6 kb.

Plus récemment Beul et coll. (6) ont analysé 24
souches de B. fragilis provenant d'isolats cliniques; onze
d'entre elles soit 43 % ©possédent un ou plusieurs
plasmides. Il a ainsi été possible de définir 6 classes
d'homologie correspondant a des molécules de 4,2; 5,25;
5,4; 6,3 et 28,5 kb. Le contenu plasmidique de ces souches
semble remarquablement stable. Les plasmides se
maintiennent sans aucune pression de sélection et les
tentatives de curage se sont +toutes soldées par des
échecs.

Mary et «coll. (45) ont analysé 85 souches de
Bacteroides provenant d'isolats cliniques; 35% d'entre
elles possedent des plasmides dont 1les +tailles sont
comprises entre 2,7 et 46 kb. Des petits plasmides de méme

taille et présentant le méme profil de restriction



existent dans des especes tres différentes. Les résultats
sont reportés dans le tableau 4.
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Bacteroides vulgatus
154 2 2.7; 46.1

B. distasonis |
419 3 3.9; 9.8; 48.5

B. oralis
420 2 3.9; 46.0

Tableau 4: Contenu plasmidique de souches de Bacteroides
(45).



7 Plasmides naturels dont le phénotype est connu.

A cette date, seulement 5 plasmides portent des
genes dont le phénotype est connu. Tous conférent la
résistance aux antibiotiques. Trois plasmides codent pour
la résistance a 1la clindamycine/érythromycine: pBF4,
pPBFTM10, pBI136. Un pour la reésistance au chloramphénicol:
PRYC3373 et enfin un plasmide de B. ruminicola confere la
résistance a4 la tétracycline: pRRI4.

Seuls 1les plasmides codant pour la résistance aux
lincosamides et macrolides ont été étudiés et sont connus

avec preécision.

A- pBF4.

C'est en 1979 que Privitera et coll. ( 42 ) en
France ainsi que Tally et coll. aux Etats-Unis (93) ont
mis en' évidence qu'une souche de B. fragilis pouvait
transférer en bloc la résistance a la clindamycine et a
1'érythromycine vers un autre Bacteroides a la fréquence
de 10-% a 10-6. )

Cette découverte était d'autant plus importante que les
lincosamides comme la clindamycine sont les antibiotiques
utilisés contre les infections a Bacteroides.

Un peu plus tard , Welch et coll. ( 103) ont montré
que le transfert de cette résistance se faisait par
conjugaison, processus auquel était toujours associé un
plasmide de 41 kb appelé pIP410 par Privitera et pBF4 par
Welch. La taille de 1la molécule a étée deéeterminée par
mesure de la longueur des formes circulaires ouvertes en
microscopie électronique ainsi que par electrophorese en
gel d'agarose. Le nombre de copies par molécule de DNA
chromosomique est faible puisgqu'il est seulement de 1 ou 2
par bactérie.

La figure 3 montre 1la carte de restriction
partielle de pBF4; EcoRI coupe le plasmide en & fragments
A, B, C, D, E, F.



Spontanément, des clones de V479-1(pBF4) sensibles aux
macrolides et aux lincosamides apparaissent a la fréquence
de 1 a 2% . L'analyse de leur contenu plasmidique a permis
de mettre en évidence deux types de dérivés spontanés de
délétion notés pBF4al et pBF44A2 de 32.5 et 38.2kb. Il a
ainsi été possible de localiser la région de pBF4 codant
pour la résistance a la clindamycine sur le fragment EcoRI
D de 3.8 kb. )
Welch et coll. ( 103 ) ont également détecté deux types de
séquences inversées répétées sur pBF4 notées IR1 et IR2 de
400 et 75 paires de bases.

De méme Magot et coll. ( 42 ) ont obtenu un deérivé de
déelétion de pIP410 ne conférant plus la résistance a la
clindamycine et & 1l'érythromycine. Ce plasmide nomme
piIP41l, d'environ 22kb, analysé en microscopie
électronique, a montré qu'il correspondait a pIP410 ayant
subi wune délétion au niveau des séquences inversées
répetées IR1. |

Tous ces résultats semblaient donc indiquer gqu'il devait
exister une structure de type transposon au niveau de la
région codant pour la résistance aux lincosamides et

macrolides.

B~ pBFTM10.

C'est en 1982 que Tally et c¢oll. ont mis en
évidence que B. fragilis TMP10, une souche reésistante a la
tétracycline, l'érythromycine et la clindamycine, possede
la propriéte de transférer la résistance a ces
antibiotiques par conjugaison ( 93 ).

Tous les transconjugants clindamycine/érythromycine
résistants acquiérent un plasmide de 14.6 kb identique a
celui de la souche donatrice appelé pBFTM10.

Ce plasmide est capable de mobiliser de petits plasmides
cryptiques de 2,7 kb originaires de la souche donatrice
(68, 93). S5i les transconjugants sont cultives en absence
de clindamycine et d'érythromycine des mutants de

délétion, sensibles a ces antibiotiques,deépourvus du



fragment EcoRI-B de 4,2 kb apparaissent a une fréquence de
0,5%. La carte de restriction de c¢e ©plasmide est

représentée sur la figure 3.

C- pBIl36.

pBI1l36 est le dernier plasmide porteur de 1la
résistance a4 la clindamycine découvert jusqutici. C'est un
plasmide conjugatif de 80.6 kb originaire de Bacteroides
ovatus (82). La carte de restriction est représentée en
figure 3. Des variants sensibles a la clindamycine
apparaissent spontanément & la fréquence de 0.2% sans que
la présence d'agents de curage comme le bromure d'éthidium
n'augmente cette fréquence. Tous ces mutants de délétion
sont dépourvus du fragménf EcoRI-C, ce qui permet de
localiser 1la région responsable de 1la résistance aux
antibiotiques ( 83).

Comme dans le cas de pBF4 et pBFTM10, les génes
conférant la résistance a la clindamycine et a 1'éryth-
romycine sont bordés par des séquences inversées répeétées
de 1.2 kb. De plus, la région du fragment EcoRI-C codant
pour la résistance aux macrolides et lincosamides preésente
de grandes homologies de structure avec les reégions

correspondantes de pBF4 et pBFTM10.

D— pRYC3373.

Martinez-Suarez et coll. ( 44 ) ont isolé a partir
d'un abceés du péritoine d'une femme non +traitée au
chloramphénicol une souche de Bacteroides uniformis
RYC3373 résistante a cet antibiotique.

Cette bactérie est capable de transférer la résistance a
l'ampicilline, 1la clindamycine, 1la teétracycline et au
chloramphénicol & d'autres souches de Bacteroides.

Un plasmide conjugatif de 39.5 kb, pRYC3373, est associé
au transfert de 1la résistance au chloramphénicol; la
fréquence de conjugaison est de 10-% & 10-7.

La chloramphénicol—acétyl-tranéférase est du méme type et

possede les mémes propriétés que les CAT du groupe II 4'E.



coli. L'enzyme s'exprime d'une fagon constitutive; au
cours de la croissance bactérienne, des concentrations
sous—inhibitrices en chloramphénicol n'augmentent pas
l'activité de 1l'enzyme.

Ce plasmide a été¢ mis en évidence en 1985 et aucun

résultat n'est venu confirmer ou infirmer son existence.

E— pRRI4.

B. ruminicola 223/M2/7 isolé a partir du rumen d'un
mouton est fortement résistant & la tétracycline. Cette
souche possede plusieurs plasmides de 3.0, 7.0 et 19.5 kb
(21). Flint et coll. ont montré que la résistance a la
tétracycline peut étre transférée par conjugaison vers un
mutant rifampicine-résistant de B. ruminicola sous—espece
brevis Bl—4 a la fréquence de 10-¢ environ. L' acguisition
de cette résistance semble étre de nature plasmidique
puisque tous les transconjugants possédent un plasmide de
19.5kb, pRRI4, originaire de la souche donatrice (23).

La figure 4 montre la carte de restriction de pRRI4.

Le transfert de la résistance a 1la tétracycline semble
assez spécifique; ainsi aucun transconjugant n'est obtenu
lorsque B. ruminicola sous—espéce ruminicola est utilisé
comme souche réceptrice.

De nombreuses souches de Bacteroides originaires du célon
sont capables de transférer la résistance a la
tétracycline grace a un determinant de nature
chromosomique ( 70 ) mais pRRI4 est le premier plasmide
décrit susceptible de conférer cette résistance a d'autres
Bacteroides. Un tel plasmide pourrait étre utilisé pour
réaliser un vecteur de clonage permettant d'étudier Ila

génétique des bactéries du rumen.
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Figure 3: Cartes de restriction de pBFTM10, pBF4, pBIl36.
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Figure 4: Carte de restriction de pRRI4.



8 Description des génes responsables de la résistance a la

clindamycine.

Une analyse détaillée des plasmides conférant 1la
résistance aux lincosamides et macrolides montre qu'ils
présentent de fortes homologies au niveau des séquences
directement répétées ainsi qu'au niveau d'une séquence de
0,8 kb.

Cette séquence est située a 1'intérieur du gene de
résistance a la clindamycine-érythromycine (génes ermF) et
possede les sites de reconnaissance pour lés enzymes
HindIII, Aval, et Ddel. (voir Figure 5)

La séquence nucléotidique compléte du géne ermF a été
déterminée récemment (40, 65, 66). La protéine codée par
ce géne présente une homologie assez forte avec celles
transcrites & partir de plasmides ou de transposons
originaires de Staphylocoques, Streptocogues ou de
bactéries filamenteuses comme Streptomyces et Arthrobacter
( 40 ).

La figure 6 représente le séquengage du déterminant ermF
et indique les similitudes qui existent avec d'autres
genres bactériens. Ces résultats confirmeraient
1'hypothése selon laquelle les geénes conférant la
résistance aux antibiotiques auraient une origine commune.
Ils proviendraient de la dissémination de genes
ancestraux, véhiculés par divers procaryotes et ayant pour
origine des micro-organismes produisant des antibiotiques;
ces micro-organismes possédant les geéenes de reésistance
vis—-a-vis des antibiotiques qu'ils synthétisent.( 40 )
Macrina et coll. ont séquencé une grande partie du
fragment EcoRI-D de pBF4 (65, 66). 1l a ainsi été montreé
que le gene ermF est transcrit & partir d'un promoteur
présent a 1l'intérieur de 1la séquence inversée reépeétée
située en amont du géne. ( 40, 66) ' '

De plus, il existe une séquence de 6 paires de
bases (séquence de Shine-Dalgarno) 5'AAGAAG3' située S
nucléotides avant le codon de départ du gene ermF qui



correspondrait au site de fixation du ribosome sur le RNA
messager (figure 7).

La protéine synthétisée a partir du geéne ermF est un
polypeptide de 266 acides aminés; son poids moléculaire
est de 30360 Daltons ( 40 ). La séquence en amino—acides
montre que cette molécule est assez peu différente des
autres méthylases bactériennes du rRNA.

La résistance a la clindamycine est constitutive

alors que dans 1les autres genres bactériens elle est
inductible. Le % GC du géne codant pour la résistance aux
lincosamides et macrolides est tres différent de celui du
DNA chromosomique de B. fragilis (34 contre 46)(53). Par
contre, les séquences directement répétées, contenant le
promoteur, sont originaires de B. fragilis; leur % GC est
comparable a celui du DNA chromosomique.
Ces résultats semblent indiquer qu'il était nécessaire que
le gene ermF s'insere juste aprés un promoteur de
Bacteroides pour qu'il soit +transcrit dans de bonnes
conditions.

Des études de Smith ont également montré que pour

PBI136 1l'expression de la résistance aux lincosamides et
macrolides était dépendante de 1l'existence des séquences
directement répétées situdes & proximité du géne. (87)
Le fragment EcoRI-B de pBFTM10 est treées semblable & celui
de pBF4; sa taille est de 4.2 kb contre 3.8 kb. Ce
fragment posséde une portion de DNA supplémentaire de 200
paires de Dbases entrainant ainsi l'apparition d'un
deuxieme site HindIII. (voir figure 5)

La présence de seéequences directement répétées de
part et d'autre des génes codant pour la résistance a la
clindamycine suggere 1l'existence d'éléments transposables.

Récemment, 3 transposons différents ont éte
identifiés. Shoemaker et coll. (75, 76) ont montré¢, qu'un
fragment de 5.5 kb contenant le géne ermF et les deux
séquences directement répétées de pBF4 inséré dans le
vecteur navette E. coli/Bacferoides pPES-2, pouvait



s'insérer dans le chromosome d'E. coli ainsi que dans le
plasmide mobilisateur R751 qui avait servi a son
transfert. Ce transposon a été nommé Tn4351 et la séquence
d'insertion correspondante: IS4351. Lorsqu’il est
introduit chez E. coli ce transposon exprime en aérobiose
la résistance a la tétracycline qui chez Bacteroides est
cryptique.

De méme, les génes de pBFTM10 codant pour la ré¢sistance a
la clindamycine et la +tétracycline sont situés sur un
transposon nommé Tn<4400 qui présente 90% d'homologie avec
Tn4351.(67)

Smith et coll. (86, 87) ont mis en évidence un troisieme
transposan: Tn4551 présent dans pBIl36; cet élément
génétique, plus grand de 3 kb que les 2 précédents,
s'insere dans le chromosome de Bacteroides A& la fréquence
de 10-4. Tn4551 ne porte pas de genes de résistance
cryptique a la tétracycline; néanmoins, en y introduisant
‘un déterminant de résistance a la kanamycine, Smith et
coll. ont mis en évidence qu'il pouvait également
3'insérer dans le chromosome d'E. coli.
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Figure 5: Carte de restriction des fragments ZEcoRI de
pBFTM10, pBF4, pBI136.

Les fléches indiquent le sens de transcription des geénes
ermF. On remarque que le fragment EcoRI-B de pBFTM10
posséde un site HindIII supplémentaire entre le géne ermF

et la séquence d'insertion située en amont.
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I=
P=
T=

erm de
Bacillus

Arthrobacter sp.,
E=

H= histidine,
méthionine,
sérine,

sanguis,
S=

aspartique,
M=

a.
arginine,

DDGRTGEREQGDQSEGRRGEPSGGGRTGGR

D=
G= glycine,
leucine,

45

R=
W= tryptophane et Y= tyrosine.

Streptococcus
L=

cystéine,

Streptomyces erythreus,
lysine,

glutamine,

C=
F= phénylalanine,

Séquences en acides aminés des genes
K=

V= valine,

Q:

alanine,

ermé PGRRGGPGQR.

Les acides aminés encadrés sont présents dans plusieurs

Bacteroides fragilis.

Staphylococcus aureus,
A=

licheniformis,
glutamique,
isoleucine,
proline,
thréonine,
genes erm.

Figure 6

erythreus
Krthrobacter sp.
hreus

S.
S. e



séquence est indiquée dans le sens 5—p3"'.

primaire de la protéine est indiquée.

. . . . . . . 80
ATCATAGAAATTGCATACCTTTGTTCCTCGGTTATATG TT TGCTCATCTGCAACTTITTITITCTTTGGACGGACAATTAA

. . . . Tthit . . 160
AGCAAAGATAGCAAACTTTATCCATTCAGAGTGAGAGAAAGGGGGACATTGTCTCTCTTTCCTCTCTGAAMAATAAATGT
. 5D, 240

TTTTATTGCTTATTATCCGCACCCAAAMAGTTGCATTTATAAGTTGAACTCAAGAAGTATTCACCTCTAAGARGTTACTA

270 300
ATG ACA AAA AAG AAA TTG CCC GTT CGT TTT ACG GGT CAG CAC TTT ACT ATT GAT AAA GTG
Met Thr Lys Lys Lys Leu Pro Val Arg Phe Thr Gly Gln His Phe Thr Ile Asp Lys Val

SfaNl 330 ; 360
CTA ATA AAA GAT GCA ATA AGA CAA GCA AAT ATA AGT AAT CAG GAT ACG GTT TTA GAT ATT
Leu [le Lys Asp Ala Ile Arg Gln Ala Asn Ile Ser Asn Gln Asp Thr Val Leu Asp lle

390 420

GGG GCA GGC AAG GGG TTT CTT ACT GTT CAT TTA TTA AAA ATC GCC AAC AAT GTT GTT GCT
Gly Als Gly Lys Gly Phe Leu Thr Val His Leu Leu Lys Ile Ala Asn Asn Val Val Ala

450 SfaN! 480

ATT GAA AAC GAC ACA GCT TTG GTT GAA CAT TTA CGA AAA TTA TTT TCT GAT GCC CGA AAT
Ile Glu Asn Asp Thr Ala Leu Val Glu His Leu Arg Lys Leu Phe Ser Asp Ala Arg Asn
' S10 540

GTIT CAA GTT GTC GGT TGT GAT TIT AGG AAT TTT GCA GTT CCG AAA TTT CCT TTC AAA CTG
Val Gln Val Val Gly Cys Asp Phe Arg Asn Phe Ala Val Pro Lys Phe Pro Phe Lys Val
570 600

GIG TCA AAT ATT CCT TAT GGC ATT ACT TCC GAT ATT TTC AAA ATC CIG ATG TTT GAG AGT
Val Ser Asn lle Pro Tyr Gly Ile Thr Ser Asp Ile Phe Lys Ile Leu Met Phe Glu Ser
630 660

CTT GGA AAT TTIT CIG GGA GGT TCC ATT GTC CTT CAA TTA GAA CCT ACA CAA AAG TTA TTT
Leu Gly Asn Phe Lau Gly Gly Ser Ile Val Leu Gln Leu Glu Pro Thr Gin Lys Leu Phe
Hindilt 630 720

TCG AGG AAG CIT TAC AAT CCA TAT ACC GTT TTC TAT CAT ACT TIT TIT GAT TTG AAA CIT
Ser Arg Lys Leu Tyr Asn Pro Tyr Thr Val Phe Tyr His Thr Phe Phe Asp Leu Lys Leu
Avall 750 780

GYIC TAT GAG GTA GGI _CCT GAA AGT TTC TTG CCA CCG CCA ACT GTC AAA TCA GCC CTG TTA
Val Tyr Glu Val Gly Pro Glu Ser Phe Leu Pro Pro Pro Thr Val Lys Ser Ala Lsu Leu
810 Ddei 840

AAC ATT AAA AGA AAA CAC TTA TIT TIT GAT TTT AAG TTT AAA GCC AAA TAC_TTA GCA TIT
Asn lle Lys Arg Lys His Lau Phe Phe Asp Phe Lys Phe Lys Ala Lys Tyr Leu Ala Phe
870 900

ATT TCC TAT CTG TTA GAG AAA CCT GAT TTA TCT GTA AAA .ACA GCT TTA AAG TCG ATT TTC
Ile Ser Tyr Lau Leu Glu Lys Pro Asp Lsu Ser Val Lys Thr Ala Leu Lys Ser Ile Phe
930 960

AGG AAA AGT CAG GTC AGG TCA ATT TCG GAA AAA TTC GGT TTA AAC CTT AAT GCT CAA ATT
Arg Lys Ser Gln Val Arg Ser Ile Ser Glu Lys Phe Gly Leu Asn Leu Asn Ala Gln Ile
Bst XI 990 1020

GTT TGT TIG TCT CCA AGT CAA TGG TTA AAC TGT TTT TIG GAA ATG CTG GAA GTT GTC CCT
Val Cys Lasu Ser Pro Ser Gln Trp Leu Asn Cys Phe Leu Glu Met Leu Glu Val Val Pro

Xmnl Fok)

M_m.i;z_gsrmm
Glu Lys Phe His Pro Ser End

Figure 7: Séquence nucléotidique compléte du gene ermF et
d’'une partie de la séquence d'insertion de B. fragilis. La

Dalgarno est représenté par les lettres S-D. Les sites de
restriction sont indiqueés avec les initiales correspondant

aux différentes enzymes.

La structure
Le site de Shine-



9 Description des génes responsables de la résistance a la

tétracycline.

I Résistance associée au géne ermfF.

Au cours de 1'étude du fragment EcoRI-D de 3.8 kb
de pBF4, Guiney et coll. ( 28 ) ont constateée que celui-ci
était également responsable de 1'expression d'une
résistance non inductible a la tétracycline. Ce
déterminant est 1inactif chez Bacteroides; par contre,
lorsqu’'il est transfere chez E. coli, cette résistance
s'exprime mais seulement si la souche est cultivée en
aérobiose.

Cette résistance, (notée Tc*r ) cryptique chez Bacteroides
ne s'exprime qgue lorsque qQu'E. coli est cultivé avec une
tres forte aération. Les génes impliqués sont situés sur
les fragments EcoRI-D de pBF4 et B de pBFTM10; 1ils sont
physiquement associés au geéne ermF. Bien que ces fragments
présentent entre eux preées de 90% d'homologie, 1le gene
originaire de pBF4 confére une résistance 10 fois
supérieure a celui provenant de pBFTM10 (57). Le mécanisme
de la résistance a la tétracycline est double, il met en
jeu d'une part des processus de dégradation de la molécule
d'antibiotique et d'autre part des processus d'élimination
et d'évacuation de la tétracycline en dehors du cytoplasme
bactérien. (56, 57, 89, 90).

Ce géne, situé sur les fragments EcoRI-B et D de pBFTM10
et pBF4 respectivement; ne présente aucune homologie avec
les déterminants de la résistance & la tétracycline des
plasmides R100, RK2 et pBR322 des autres bactéries Gram
neégatives (70).



II Résistance de nature chromosomique.

Tally et coll. (70) ont été les premiers a
démontrer que certaines souches de B. fragilis étaient
capables de transférer une résistance & un antibiotique en
1'absence de molécule de DNA plasmidique détectable dans
la souche réceptrice.

Ainsi, une souche de B. fragilis était capable de
transférer en bloc vers un autre Bacteroides la résistance
a la clindamycine et a la tétracycline si la clindamycine
était utilisée pour gsélectionner les bactéries
réceptrices.

Par contre, si la tétracycline était utilisée comme agent
de seélection, Aseulement 33% de cotransfert des deux
résistances était observé.

Privitera et coll. (61) ont par la suite montré que ce
mécanisme de transfert de la résistance a la tétracycline
n'était possible que lorsque 1les souches donatrices
étaient préalablement incubées en présence de
tétracycline. _

La fréquence de transfert obtenue est de 1l'ordre de

10-6. Le transfert n'est pas inhibé par la présence de
DNases, un contact physique entre bactéries réceptrices et
donatrices est nécessaire, aucun plasmide ne semble
impliqué; ce qui suggeére 1l'existence d'un transfert de
type conjugatif de nature chromosomique.
La résistance a la tétracycline est inductible. Le gene
responsable de 1l'acquisition de cette résistance est
totalement différent de <celui situé au niveau des
fragments EcoRI-D et B de pBF4 et pBFTM10.

Shoemaker et coll. (77, 96) ont également montre
que cet élément de nature chromosomique noté ERL était
capable de mobiliser 1le transfert de plasmides non
conjugatifs de petite taille commme pB83-51 et pBFTM1O0.

En fait, il existerait auv woins  deux  types
d'éléments conjugatifs chromosomiques, le premier lLrans-—

férant wuniquement la résistance & la tétracycline, le



deuxiéme étant capable de cotransférer la résistance a la
tétracycline et a 1*' érythromycine. Shoemaker et coll.
(80) ont cloné ces deux déterminants différents dans le
vecteur navette de nature cosmidique pNJR1 conférant a ce
plasmide des propriétés d'autotransfert chez Bacteroides.
Par contre, les génes de résistance a 1'érythromycine et
4 la tétracycline, ne s'expriment pas lorsqu'ils sont

introduits chez E. coli.



10 Utilisation des caractéres marqueurs de Bacteroides

existant pour la réalisation de vecteurs de clonage.

L'étude de 1'expression de fragments de DNA
étranger passe nécessairement par leur insertion dans un
vecteur de clonage. Celui-ci doit présenter les qualités
suivantes:

1- Etre facile a transférer vers la Dbactérie
réceptrice par conjugaison ou par transformation.

2— Etre de petite taille de fagon & permettre
l'ingsertion de fragments de tailles importantes.

3- Exister en un nombre de copies assez important
de fagon a ce que le produit du DNA inséré soit aisément
détectable.

4— Posséder les genes nécessaires a sa réplication
dans la bactérie hote.

5- Renfermer un ou plusieurs caracteéeres marqueurs
de résistance a un antibiotique par exemple pour
sélectionner facilement la bactérie ayant regu le vecteur.

6— Posséder des sites uniques de coupure par des
enzymes de restriction permettant d'y insérer des
fragments de DNA étranger.

Il existe également des vecteurs navettes qui en
plus des propriétés précédentes sont capables de se
répliquer dans deux genres bactériens différents.

Ces plasmides possédent des génes de résistance et des
origines de réplication s'exprimant dans les deux genres.
Plusieurs vecteurs navettes E. coli/Bactervides ont é&té

développés.



1- Vecteurs navettes transférables vers Bacteroides
a partir d'E. coli par mobilisation.

A- pDP1l.
Le premier vecteur navette E. coli/Bacteroides qui a été
construit est pDPl (28). Ce plasmide a été réalisé par la
ligature des produits de la digestion partielle de pCPl
(pBFTM10) par EcoRI et de la digestion totale de pDG5 par
la méme enzyme.
pPDG5 est un plasmide dérive de pBR322, dépourvu des genes
de résistance a la tétracycline et possédant un fragment
Haell de 760 paires de bases contenant 1l'origine de
réplication oriT de RK2. pDG5 peut ainsi étre transfeéré
par mobilisation par pRK231 grace au systéme de
conjugaison de RK2.
La figure 8 représente la carte de restriction de pDPl. La
taille du vecteur navette est de 19 kb. Les genes de
résistance a la clindamycine/érythromycine sont
originaires de pBFTM10, la résistance aux PB-lactames
provient de pBR322,.
Ce plasmide peut se répliquer chez E. coilii grace a la
présence de 1l'origine de reéplication du pBR322, et se
maintenir chez B, fragilis grace aux génes de réplication
de pBFTM10.
Des dérivés de délétion de pDPl ont été reéalisés par
Guiney et coll. dans le but de 1localiser 1l'origine de
réplication de pBFTM10 (28).
De plus Guiney et coll. ont découvert gque le composant
PCP1 de pDP1 est porteur d'une résistance a la
tétracycline cryptique chez Bacteroides. Le geéene impliqué
est localisé sur le fragment EcoRI-B de pBFTM10, associé
au geéne ermF. La reésistance a la tétracycline ne s'exprime
que lorsque pDPl est transféré chez E. coli et seulement
lorsque la souche est cultivée en aérobiose (28,46).
pDP1 est +transféré par conjugaison en utilisant Ile

plasmide mobilisateur pRK231; la fréquence de transfert



d'E. coli vers Bacteroides est 8*10-6¢ lorsque B. fragilis
638 Rifr est la souche réceptrice. Ce taux est beaucoup
plus faible 1lorsque d'autres souches réceptrices sont
utilisées.

Shoemaker et coll. (77), en construisant des plasmides
hybrides avec des fragments de pBFTM10, ont mis en
évidence que celui-ci pouvait étre mobilisé par des
plasmides du groupe d'incompatibilité P comme R751 et
PRK231. pDPl possede ainsi deux régions permettant sa
mobilisation par pRK231l; une est localisée sur pBFTM10 et
l1'autre correspond a la région oriT de RK2. ( voir figure
8)

De plus, pDP1l comme pPBFTM10 peuvent étre +transférés de’
Bacteroides vers DBacteroides par un élément Tcr de nature
chromosomique porté par 1la souche donatrice (77). En
effet, aucun plasmide autre que le vecteur n'est détecté
dans les transconjugants gqui deviennent Tcr et Cli-Emr.
Ces résultats indiquent que ces plasmides sont transférés
par cointégration avec un élément conjugatif de nature
chromosomique portant les génes de résistance a 1la
tétracycline.

B—- pE5-2.
PE5-2 est un vecteur de 17 kb, trois plasmides ont servi a
sa construction: pB8-51, RSF1010 et pBF4. (75)
- pB8-51 est un plasmide cryptique de 4.4 kb tres répandu
chez Bacteroides; c'est lui qui apporte les génes
permettant la réplication du vecteur chez Bacterocides.
- RSF1010 est un plasmide originaire d'E.coli du groupe
d’'incompatibilité Q & large spécificité d'héte conférant
la résigstance aux sulfonamides. Ce plasmide est mobilisé
par des plasmides du groupe d'incompatibilité P comme le
R751.
- Le marqueur s'exprimant chez Bacteroides est porté par
le fragment EcoRI-D de pBF4 qui code pour les résistances
a la clindamycine/érythromycine ainsi que pour la résis-

tance & la tétracycline chez E.coli.
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Figure 8: Carte de restriction de pDPl.
mob= Région mobilisée par R751.

rep= Région permettant la réplication chez Bacteroides.



rep
{RSF 1010}

pES-2

{17xb)

Figure 9: Carte de restriction de pES-2.



Le vecteur construit est tres stable chez E. coli, il est
transféré par conjugaison vers Bacteroides a une frégquence
de 10-¢ en utilisant le R751 comme plasmide mobilisateur.
Le déterminant sulfanilamide mne s'exprime pas chez
Bacteroides.

La carte de pE5-2 est représentée en figure 9.

Par la suite, Shoemaker et coll. ont montré gque pB8-51
pouvait étre mobilisé par les plasmides du groupe
d'incompatibilité P comme R751 (77). Malheureusement,
pB8—-51 ne peut pas permettre la mobilisation de pES-2, la
région essentielle a la mobilisation de pB8-51 étant
coupée par l'insertion de ce plasmide au niveau du site
Hincll dans la construction de pE5-2.

C- pVAL-1l.

PE5-2 n'étant pas mobilisable par R751 au niveau du pB8-51
inseéré, Valentine et coll. (96) ont construit un autre
vecteur navette ne présentant pas cet inconvénient.
pVAL1 est un plasmide de 11.0 kb construit par la
digestion partielle de pB8-51 par Tagl et son insertion
dans le site Clal de pBTl1 plasmide hybride, constitueé de
pPBR328 et du fragment EcoRI-D de pBF4.
La carte de restriction de pVALl est représentée en figure
10.

Propriétés de pVALl.
— Ce plasmide est trés stable chez E. coli; par contre,
chez Bacteroides, sans pression de sélection, seulement
60% des souches demeurent Emr apreés 10 générations.
- pVAL1 est mobilisable par le R751; il est également
ﬁobilisé par les élements conjugatifs de nature
chromosomique ERL Tcr et Tc~Emr.
- pBF4 est capable de mobiliser pVALl puisqu'un deérive
naturel de délétion Ems noté pBF4AE2 transfére le vecteur
d'une souche de Bacterocides vers une autre a la fréquence
de 10-4¢.
-Valentine et coll. ont également mis en évidence le

transfert de pVAL1 de BU1001 vers E. coli ou vers une



autre souche de Bacteroides alors gue BU1001 ne possede
aucun élément conjugatif connu permettant cette
mobilisation.

D- pNJR1, pNJRS.

Un vecteur navette de nature cosmidique: pNJR1 &
été construit par Shoemaker et coll. (80) dans le but de
cloner les éléments conjugatifs de nature chromosomique
Tc—Emr de Bacteroides. Le vecteur navette ainsi construit
est réalisé par l'insertion de pB8-51 digéré par HincII au
niveau du site Hpal du vecteur cosmidique pJRD215. pNJRI
est un plasmide de 14.4 kb ne portant aucun caractere
marqueur s'exprimant chez Bactéroides. Ce vecteur est tres
stable chez Bacteroides, il est mobilisable de E. coli
vers E.coli ou vers Bacteroides par les plasmides du
groupe d'incompatibiliteé P; par contre, pB8-51
n'intervient pas dans c¢ette mobilisation. La nature
cosmidique de ce vecteur permet d'insérer des fragments de
50 kb environ qu'il est possible ensuite de +transferer
chez Bacteroides par conjugalson. La carte de restriction
de pNJR1 est représentée en figure 11.

Un dérivé de pNJIJR1l: pNIRS5 a été également réaliseé
par 1l'insertion des geénes de résistance a la clinda-
mycine/érythromycine de pBFTM10 au niveau des saites
EcoRI-Clal de pNJRl. Le vecteur ainsi construit gardant
toutes les propriétés du plasmide initial.

II- Vecteurs navettes transférables par
transformation.

Smith a réalisé la construction de 3 vecteurs de
clonage pFD173, pFD176 et pBIl19l (84). Les deux premiers
plasmides possedent un plasmide cryptique de Bacterocides
de 2.7 kb: pBIl43, 1les geéenes de résistance a&a la
¢lindamycine—-érythromycine du segment Haell-Aval du
fragment EcoRI-D de pBF4. pUCl9 apporte les genes

nécessaires a la réplication de ces vecteurs chez E. coli.
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Figure 10: Carte de restriction de pVAL1l (11.0kbh).
= = Fragment Clir de pBF4.
= pB8-51.
C—3 = pBR328.



Figure 11: Carte de restriction de pNJR1 (14,4 kb).
HNEN - pR8-51.

—— = pJRD215.
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Figure 12: Cartes de restriction de pFD173 (7,3 kb),
pFD176 (7,3 kb) et pBI191 (5.3 kb).
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pBI191 par contre est un petit plasmide de 5.3 kb se
répliquant uniquement chez Bacteroides.

Ces vecteurs ont l'avantage d'étre de plus petite taille,
de posséder le site de clonage multiple de pUC9 (pour
pFD173 et pFD176) mais 1l'énorme inconvénient de devoir
étre introduits chez Bacteroides par transformation (85).
Cette technique utilisant du PEG semble en effet limitée a
des plasmides de petite taille et a certaines souches
réceptrices (70).

Les cartes de restriction de ces plasmides sont
représentées en figure 12.

11 Mode transfert de ces vecteurs.

I- Conjugaison.

Les vecteurs construits, dans leur trés grande
majorite, sont transferes vers Bacteroides par
mobilisation en utilisant en utilisant des plasmides du
groupe d'incompatibilité P.

Ils peuvent également étre transférés par des éléments

conjugatifs de nature chromosomique Tcr ou Tc—Emr.
II- Transformation.

Cette méthode semble beaucoup plus intéressante que
la conjugaison. En effet, il n'est pas nécessaire que le
plasmide & transférer soit conjugatif; il pourra donc étre
de taille réduite. De plus,l'utilisation de vecteurs
navettes se répliquant et s'exprimant dans plusieurs
genres bactériens n'est plus indispensable.

La transformation est le passage, 1'intégration
d'une molécule de DNA exogéne libre dans une bactérie.
Cette molécule pourra par la suite se reépliquer et
s'exprimer, intégrée au DNA chromosomique bacteéerien ou, de
fagon autonome sous forme plasmidique.

C'est Griffith qui le premief en 1928 mit en évidence chez

Streptococcus pneumoniae le phénomeéene de transformation et



ceci bien avant que le DNA ait été reconnu comme le
support de 1'information génétique.

a—- Compétence naturelle.

Certaines bactéries sont naturellement compétentes,
elles sont capables de reconnaitre, de fixer et
d'introduire le DNA extracellulaire sans qu'il soit
neécessaire de 1lui faire subir de traitements physico-
chimiques particuliers.

A cette date 14 genres bactériens possédant des
systemes de transformation naturels ont eté recensés. 11
s'agit d'Acinetobacter, d'Azotobacter, de Bacillus,
d' Haemophilus, d'Halobacterium, de Pseudomonas, de
Streptococcus, de Streptomyces, de Methylobacterium, de
Micrococcus, de Moraxella, de Mycobacterium, de Neisseria
et de Synechococcus. Pour toutes ces bactéries il existe
des mécanismes biologiques qui permettent la
reconnaissance, l'entrée et 1'expression du DNA. Ainsi,
chez Bacillus subtilis, le DNA est tout d'abord fixé a la
cellule puis une nucléase détruit 1'un des deux brins;
c'est donc du DNA monocaténaire qui est introduit dans la
bactérie.

Récemment, il a été mis en évidence chez Bacillus
subtilis (49) un complexe protéique de 35 kdal., associé
a la membrane bactérienne, capable de reconnaitre le DNA.
Cette protéine constituée de 2 sous—-unités de 17 et 18
kdal possede ¢également 1l'activité nucléasique (49).
Néanmoins, le mécanisme de transit du DNA simple brin a

travers la membrane demeure obscur (49).

b— Compétence induite artificiellement.

Utilisation de cations divalents.

Malheureusement, un treés grand nombre de bactéries
comme Bacteroides et Escherichia coli n'exprime pas de
compétence naturelle. Mandel et Higa (49) ont observé que
des cellules d'Escherichia coli traitées a 4°C avec des
solutions de CaCl:; puis subissant des chocs thermiques
répétés deviennent compétentes & 1'introduction du DNA. Le



mécanisme avec lequel E. coli importe le DNA est inconnu
mais le procédé de fixation du DNA sur la bactérie est
actif. Les DNA super-hélicoidaux, circulaires et
circulaires simple brin sont introduits plus efficacement
que 1'ADN linéaire. Cette technique est maintenant
considérée comme la méthode de +transformation standard
d' E, coli. Les fréquences obtenues atteignent 108
transformants par pg de DNA. Des variations de cette
technique ont été appliquées avec succes a la
transformation d'un grand nombre de bactéries & Gram
négatif.

Malheureusement, Jjusqu'a présent les tentatives pour
transformer Bacteroides én utilisant des cations divalents
ont toutes échoué.

Transformation avec du polyéthyléne—glycol.

Chez les bactéries Gram+. le polyéthyléne-glycol a
été utilisé avec succées pour induire la transformation de
protoplastes de Bacillus subtilis (13, 32) et de
Clostridium acetobutylicum ( 39 ) notamment.

Récemment une technique utilisant du polyéthyléne-glycol a
éte développée par Klebe (38) pour induire la
transformation d' E. coli et de Saccharomyces cerevisiae.
Les fréequences de transformation atteignent 2*10¢
transformants par pg de DNA avec E. coli HB10l et pBR322.
Une variation de cette méthode a été utilisée avec succes
par Smith (84) avec Bacteroides spp. Les cellules sont
transformées en présence de DNA et de PEG 6000 a 25% a
température ambiante a ﬁH 4.5 et en aérobiose. Les
bactéries étant au preéalable cultivées en présence de
MgCl, S5mM jusqu'au milieu de 1la phase exponentielle de
croissance.

Avec B. fragilis 638 et pBFTM10, les fréquences obtenues
atteignent 2*105 +transformants par pug de DNA. Ces
résultats sont obtenus lorsque la souche qui a servi pour
extraire le plasmide est 1la méme que celle qui servira a

la transformation.



La fréquence de transformation dépend é&énormément de la
bactérie réceptrice utilisée (85, 53). Avec d'autres
souches que B. fragilis 638 le nombre de transformants est
treés variable et toujours beaucoup plus faible. Plusieurs
plasmides pouvant étre introduits par transformation chez
Bacteroides ont eété développés (pFD173, pFD176 et pBI191)
(84). L'inconvénient majeur de cette technique est qu‘'elle
semble 1limitée &a 1l'utilisation d'une seule souche
réceptrice; en effet avec d'autres Bacteroides, les

résultats restent bien décevants (70).

Transformation des bactéries par électrgporation.

Beaucoup de souches bactériénnes sont reésistantes
aux traitements chimiques appliqués Jjusqgu'ici. Tres
récemment, est apparue une nouvelle technique de
transformation des Dbactéries par <électroporation ou
électrotransformation. Cette méthode semble étre une
excellente alternative pour les bactéries qui ne peuvent
pas étre efficacement +transformeées avec les méthodes
chimiques classiques. Bien qu'étant initialement destinée
a transformer des cellules eucaryotes, l'électroporation a
été, par la suite, appliquée avec succés a4 un grand nombre
de Dbactéries différentes comme E. coli, Campylobacter
jejuni, Klebsiella pneumoniae, Rhizobium meliloti, etc
(49).

Le principe est le suivant:

Les bactéries en suspension dans un tampon de force
ionique appropriée sont exposées & un champ électrique
puissant. Les constituants membranaires deviennent
polarises. Si 1le champ électrique atteint un certain
seuil, la membrane se rompt en certains endroits localises
ce qui la rend perméable au molécules exogénes (74). La
perméabilité induite est réversible si la tension
appliquée ne dépasse pas une valeur limite. Jusqu'a

present le mécanisme exact de l'électroporation n'est pas



connu (74). Deux types de signaux électriques ont éteé
utilisés pour transformer les bactéries:

-Un signal carré ou le champ électrique appliqué
demeure constant pendant un temps défini.

-Un signal ou le voltage appliqué décroit d'une
fagon exponentielle. C'est ce type d'électroporation qui
est le plus utilisé actuelliement.

Le signal exponentiel est généré par la décharge d'une
capacité a travers la suspension cellulaire. Le voltage
varie suivant la formule: V=Vo*e-t/¥ avec t=RC. V est la
différence de potentiel appliquée, R est la résistance du
milieu dans lequel se décharge la'capacité C. Le champ
électrique doit étre tres important; ainsi chez E. coli,
on ne détecte pas de transformants si celui-ci est
inférieur a4 3 kvolts/cm et la fréquence de transformation
augmente linéairement jusqu'a 10kvolts/cm. Le signal est
appliqué pendant des temps de 5msec au minimum. Le nombre
de transformants atteint 10:0/pg de DNA, il augmente
linéairement avec la concentration en ADN et ceci jusqu'a
10pg/ml. Des plasmides dont la taille varie de 3 a 44kb
ont été introduits par électroporation; il ne semble pas
qu'une relation trés nette entre la taille de ceux—-ci et
la fréquence de transformation puisse exister. Par contre
du DNA linéaire de phage lambda est introduit avec une
fréquence beaucoup plus faible que du DNA plasmidique. Le
nombre de transformants augmente également en fonction de
la concentration cellulaire dans le milieu
d'électroporation. La force ionique du milieu de
transformation joue un réle important; c'est elle en effet
qui conditionne la durée du signal et l'importanée du
courant électrique. Les milieux wutilisés présentent
généralement une faible force ionique; on utilise en
général des tampons phosphate 1 & 10 mM pH 7.0.
Si cette technique semble trés prometteuse, les résultats
obtenus varient fortement selon les souches utilisées
Certains facteurs comme 1'existence d'une forte

restriction, la présence de nucléases extracellulaires, la



présence d'une capsule, diminuent +rés notablement la
fréquence de transformation. Ainsi il semble nécessaire
d'adapter un protocole pour chaque souche a transformer.
Cette technique de transformation est +trés récente et
aucun reésultat concernant Bacteroides n'a encore été
publie.

12 PRINCIPAUX GENES CLONES.

I Génes de Bacteroides clonés vers E. coli.

Un grand nombre de genes originaires de Bacteroides
ont été clonés chez E. coli. Pour la plupart d'entre eux
i1 s'agit de génes métaboliques impliqués dans la
dégradation des polysaccharides. Tous ces génes
s'expriment correctement chez E. c¢oli bien que les
protéines synthétisées subissent tres souvent des
modifications structurales. Le tableau 5 donne un résumé
des principaux génes clonés chez E. coli. o

IT Expression de geénes originaires de bactéries
Gram—négatives comme E. coli vers Bacteroides.

Jusqu'a présent, aucun gene conférant la résistance
a un antibiotique et s'exprimant normalement chez E. coli
ne s'exprime chez Bacteroides. Ainsi, les résistances aux
B-lactames et a la teétracycline de pBR322, la résistance
au sulfonamide de RSF1010, la résistance au triméthoprime
de R751 ainsi que la résistance & la tétracycline de pBF4
et pBFTM10 ne s'expriment pas chez Bacteroides.

Les origines de réplication qui sont fonctionnelles
chez E. coli ne sont pas reconnues par Bacteroides. Ainsi,
RSF1010 et R751 qui sont des plasmides des groupes
d'incompatibilité Q et P sont maintenus dans un grand
nombre d'especes & Gram—négatif différentes, ne se
répliquent pas chez Bactercoides.

A cette date, aucun geéene d' E. coli ne s'est avéré
capable de s'exprimer chez Bacteroides. Ces résultats



peuvent avoir plusieurs explications. En effet, ce
phénoméne peut étre provoqué pér l'existence d‘'une
barriere au niveau de la transcription ou de la
traduction, par la synthese de protéines non
fonctionnelles ou par 1'absence de cofacteurs
indispensables a 1'expression des enzymes traduites. De
plus, peu de génes originaires d4' E. coli ont été testés
et 11 est possible que des genes métaboliques, non
associés a des complexes multi-enzymatiques ou
membranaires particuliers pourront s'exprimer chez E.

coli.
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i

i i

| Origine | Activite | Remarques | Ref |
I i ] i !
| pBF4, pBFTM1O0 “Résistance a la |Expression en I28, 75"
I |tétracycline Tc* |aérobiose seulemt | [
I I I ! I
“ B. nodosus “2 sous—unités de “Expression chez “17, 184
| footrot du mouton|la piline. |E. coli et |19 |
!| " | Pseudomonas “ I
| B. succinogenes |Cellodextrinase |Active chez | 26 i
I | |&. coli. I I
I I | I I
| B. thetaiotao. | Chondroitine |[Proteine active | 29 I
u M Lyase II ﬂchez E. coli mais " ﬂ
I I Hde PM plus faible I I
“ B. gingivalis |2 sous-unités de | I "
u |la piline | | n
I I I I !
| B. fragilis | Glutamine | Complemente | 88 !
! I synthétase | glnA chez E. coli” u
I I I | I !
" B. succinogenes " Endoglucanase ﬂActive chez E.coliﬂ 94 y
| | (cellulase) llocalisée dans | I
| I |1'espace I I
" n |périplasmique. " I
I I I | I I
| B- ruminicola I Xylanase |Active chez E.coli) 104 |
I I I I !
I I I I I
Tableau 5: Principaux génes de Bacteroides clonés chez E. coli.




—MATERIEILLS ET METHODES —




1—- Bactéries utilisés.

I. Escherichia coli.

Nous utilisons: La souche HB10l1l qui présente les
caracteres F-, hsds-20 [hsdM hsdR) ara-14, lacYi, galkiz,
xyl-5, proA2, leuB6, thi-1, supE44, endol, recAl3, rps
L20,(Smr), A-. (Boyer et Roulland-Dussois 1969).(8)

La souche LE392 F-, hsdR514, [r-k, m+k],
lacYl, A(laclIZY)6 galK2, galT22, metBl, trpRS55, supE44,
SUpF58, \-.

Le mutant Nalr de la souche W3350 F-,.
Lac-, Gal-, X-.

II. Bacteroides.
Les souches utilisées sont indiquées dans le tableau 6.

2—- Plasmides.
Les plasmides utilisés sont décrits dans le tableau 7.




N°¢ Souche Espece Plasmides kbp
7 ‘tB.fragilis
51 B.fragilis
53 B.fragilis
69
i01 B.fragilis
102 B. thetaiotao.
107 B. thetaiotao.
130 B.fragilis
146 B.thetaiotao
154 B.vulgatus 2.7 - 46.5
178 B.fragilis
is81 B.fragilis
184 B.thetaiotao.
. 191 B.fragilis
207 B.fragilis
210 B.fragilis
214 B.fragilis
217 B.fragilis 3.3
238 B.fragilis
256 B.fragilis
290 B.fragilis
293 B.fragilis
344 B.fragilis 13.5
347 B.fragilis
356 B.fragilis 6.0
367 B.fragilis 4.5
368 B.fragilis
373 B.fragilis 2.7 - 4.5
385 B.fragilis 6.0 - 7.5
407 B.thetaiotao.
418 B.capillosus
419 B.distasonis 3.9~-9,75-48.5
420 B.oralis 3.9 - 46.0

Tableau 6: Souches de Bacteroides utilisees.




N° Souche Espece Plasmides kbp

440 B.fragilis
448 B.fragilis 2.7-3.9-4.5-9,
452 B.fragilis
454 B.fragilis
455 B.fragilis
457 B.fragilis
462 B.distasonis 3.9
463 B.fragilis
464 B.fragilis
470 B.fragilis 3.9 - 6.0
484 B.fragilis 3.6 - 4.2
489 B. thetaiotao. 3.9 - 6.75
495 B.fragilis
503 B.fragilis
513 B.fragilis
517 B.fragilis 6.0
519 B. thethaiotao.
524 B.distasonis
527 B.fragilis
560 B.fragilis 6.0
561 B.fragilis
563 B.fragilis 10.2
565 B.fragilis 3.9-6.0-7.2
611 B.fragilis
623 B.fragilis
643 B, thetaiotao. 10.0
648 B. fragilis 6.0
649 B, fragilis
653
638 B.fragilis

638 (pBFTM10) | B. fragilis

ATTCC19189 B.ruminicola 9.5

(BR23)

Tableau 6 (suite): Souches de Bactercoides utilisées.




Plasmides

Taille kb

Phénotype Particularités

Ref.

R751

PRK2013

PKC7

pBFTM10

pBF367

PRRI7

51.4

14.6

Tra+; Tpr; IncPB

Dérivé de ColEl
Tra+; Kmr; IncColE1l

Apr; Kmr

Construit a partir de pBR322
dont le petit fragment HindIII
Baml a été remplacé par celui
de 1.8kb HindlII—-BamHI du Tn5
Mobilisable par pRK2013.
Amplifiable au Cm.

Ccr; Emr chez Bacteroides
Tecr* chez E. coli.
mobilisable par R751.

Plasmide cryptique originaire
de B. fragilis 367.

Plasmide cryptique originaire de
B. ruminicola 23.

50

20

64

93

45

21

Tahleau 7: Plasmides utilisés.




3— Milieux et techniques de cultures.

I. Culture 4d' Escherichia coli.

Milieu de Luria et Burrous. (LB)

C'est un milieu riche, sa composition est la suivante:

- Extrait de levure 5 g

~ Tryptone 10 g

- NacCl 10 g

— Eau distillée QSP 1 1.
Le pH est ajusté a 7,2 avec NaOH ou HCl suivant le pH
initial.
La stérilisation se fait par autoclavage a 120°C pendant
20 minutes.
Ce milieu peut étre prépareé geélifié par adjonction d‘'agar
a 15 g/1

Milieu de Lennox (ML).
Milieu synthétique de composition suivante:

- NH,4Cl 5g
- NH4NO3; lg
- Na,S0,4 2 g
- K;HPO4 9 g
- MgS0,4,7H;0 0,1 g

— Source de carbone 0,5 g/l

- H;0 QSP 1 1.
Le pH est ajusté a 7,2.
Selon les besoins, ce milieu est complété par des acides
aminés a 20 mg/l et par de la vitamine Bl & 2 mg/1l.
Ce milieu peut étre gélifié par addition d'agar jusqu'a
une concentration de 15g/1; il est stérilisé a 1l'autoclave
a 105°C pendant 30 min.



II. Culture de Bacteroides.

A— Bouillon cerveau—coeur (BHI).

Les souches sont cultivées en anaérobiose dans des flacons
de 30 ml +type ©pénicilline contenant 10 ml de BHI
(Diagnostic Pasteur) complémenté en hémine, vitamine B1l2,
cystéine utilisée comme agent réducteur, résazurine
employée comme indicateur de potentiel Red-Ox.

Le BHI est un milieu riche, il est préparée de 1la fagon
suivante:

— 37 g de milieu BHI prét a 1'emploi sont dissous
dans 11 d'eau.

- Ajouter 0,5 ml d'une solution de résazurine a 1
mg/ml.

— Porter & ébullition 15 min pour éliminer
1'oxygene dissous.

— Refroidir sous atmosphere d'azote jusqu'a 45°C.

- Ajouter 10 ml de solution d'hémine & 0.5 mg/ml
et 0.1 ml de solution de vitamine B12 & 0.1 mg/ml.

— Refroidir ensuite sous atmosphere de N;/CO0:
(85/15, wv/v) jusqu'a 35°C.

- Dissoudre 0,5 g de cystéine.

-~ Ajuster le pH a 7.2 avec du KHCO;.

— Le milieu est ensuite conditionné en flacon sous
atmosphere de N,/CO2; il peut également étre preéparé
gélosé par adjonction d'agar a une concentration finale de
15g/1.

La stérilisation se fait a l'autoclave a 120°C pendant 20
min.
Le BHI est également utilisé glycérolé a 20% pour

conserver les souches a -20°C.

B— Culture de Bacteroides ruminicola.
Bacteroides ruminicola est cultive sur milieu RCM (Oxoid).

Ce milieu est complémentée et préparé comme le BHI.



C—- Conditions de culture de Bacteroides.
Bacteroides est une bactérie anaérobie stricte. Les boites
de Petri sont ensemencées et incubées en station anaérobie
a4 35°C sous une atmosphere de N.,CO;,H, (75/15/10, v/v/v).
L'hydrogene a pour rdle de . se combiner aux +traces
d'oxygene éventuellement présentes pour former de l'eau au
niveau d'un catalyseur au palladium. Celui-ci est régénéreé
toutes les 3 semaines environ a 160°C pendant deux heures.

III. Antibiotiques utilisés pour 1la réalisation
des milieux selectifs.

Les antibiotiques employés pour la sélection des souches
sont wutilisés aux concentrations finales suivantes a
partir de solutions meres stérilisées s3ur unités de
filtration de 0.22um de porosite.

Ampicilline Ap; Sigma 100 pg/ml.

Carbénicilline Cb; Serva 150 pg/ml.

Clindamycine Cc; Upjohn 10 pug/ml.

Erythromycine Em; Boehringer 10 ug/ml.

Kanamycine Km; Sigma 50 a 100 ug/ml.

Sel de sodium de l'acide nalidixique Nal;Sigma 100ug/ml.
Tétracycline~HC1 Tc; Sigma 10 pug/ml.

Triméthoprime Tp; Sigma 100 upg/ml.

Le triméthoprime est ajouté au milieu de culture juste

avant autoclavage.

_'75...



4— Méthodes d'extraction du DNA plasmidique.

I. Technique rapide selon Grosveld et coll.(27)

Cette méthode est utilisée pour les extractions rapides
de petites quantités de DNA plasmidique. Elle permet
d'obtenir en une journée du DNA assez pur permettant son
analyse par électrophoréese ou sa digestion par des enzymes
de restriction.

Cette technique donne de bons résultats avec E. coli; elle
est par contre +trés peu appropriée a l'extraction de
plasmides de Bacteroides.

10 ml d'une culture d'E. coli cultivéee & 30°C et parvenue
en fin de phase exponentielle de <croissance sont
centrifugés a 6000 g pendant 15 min. Le culot est ensuite
remis en suspension dans 400 upl de tampon Tris—HCl 25mM,
glucose 50 mM, EDTA 10mM pH 8.0 (TE Glucose).

La lyse alcaline est effectuée par addition de 800 pl
d'une solution de NaOH/SDS (NaOH O0.2N, SDS 1% p/v),
préparée juste avant emploi, et homogénéisation douce
pendant 5 min & température ambiante. On introduit ensuite
400 nl d'acétate de potassium 3M pH 4,8 pour précipiter
1'ADN chromosomique.

Aprés homogénéisation par retournement du tube, le mélange
est placé 5 min-dans la glace puis on centrifuge 10 min a
10000 g. Le surnageant est preélevé, déprotéinisé par un
volume de phénol/chloroforme/alcool isocamylique (25/24/1),
saturé en TE Glucose.

Apreés homogénéisation pendant 10 min., la phase aqueuse
\ est seéparédée par centrifugation a 10000 g pendant 5 min
puis preéelevée et traitée deux fois par un volume du
mélange chloroforme/alcool iscamylique (24/1).

La déprotéinisation terminée, on ajoute 3/7 de volume
d'une solution de NaCl 1M. L'ADN est ensuite précipité par
2 volumes d'éthanol a 95°. Le tube est ensuite placé a

-20°C pendant 2 heures au minimum. Le DNA est reécupersé



par centrifugation a& 10000 g pendant 25 min a 0°C. Le
culot obtenu est séché sous vide puis remis en solution
dans 100 pl d'eau distillée stérile. La solution est
ensuite traitée a la RNase A par l'adjonction de 2 pl de
RNase A a 1 mg/ml dans 1l'acétate de sodium 40 mM pH 4.0.
La solution de RNase A étant préalablement chauffée a
100°C pendant 10 min pour éliminer toute contamination par
des DNases. Le tube est incubé 2 heures a 37°C, le DNA
obtenu peut ensuite étre précipité par 1'éthanol/NaCl ou

étre utiliseé tel quel sans manipulations supplémentaires.

II. Méthode de préparation de plasmides selon
Ish—Horowicz et Burke. (35)

Cette méthode est utilisée pour 1la préparation de
plasmides 4d'E. coli amplifiables au chloramphénicol.
Une culture 4'E. coli est réalisée dans les conditions
suivantes:

250ml de milieu LB additionné d'antibiotiques choisis
selon les résistances conférées par le plasmide a extraire
sont ensemencés par 10 ml de préculture. L'incubation est
poursuivie a 30°C avec agitation. Lorsque 1la densité
optique & 570 nm devient comprise entre 0.7 et 0.9 on
ajoute 1.25 ml d'une solution de chloramphénicol a 30
mg/ml dans 1'éthanol a 95°. La culture est ensuite
maintenue sous agitation pendant 16 & 21 heures a 30°C
avant d'étre centrifugée a4 5000 g pendant 15 min. a 4°C.
Le culot bactérien est remis en suspension dans 9 ml de
T/E/Glucose pH 8.0 (Tris 25 mM, EDTA 10 mM, Glucose 50
mM). On ajouté alors 1 ml de lysozyme & 10 mg/ml dissous
dans du TE Glucose. Le mélange est incubé pendant 10 min.
a température ambiante.

La lyse alcaline est effectuée par l'addition de 20 ml de
NaOH 0.2N, SDS 1%, cette solution étant ©préparée
extemporanément a partir d'une solution de NaOH 10N et
d'une solution de SDS & 10%. Apres homogénéisation et

incubation 5 min. dans la glace, on ajoute 10 ml d'acétate



de potassium 3 M pH 4.8 & 4°C pour précipiter 1'ADN
chromosomique. Au bout de 15 min dans la glace, le mélange
est centrifugé a 6000 g 10 min, aprés avoir ajouté 2.5ml
d'eau. Le surnageant est versé a travers une seringue
contenant de la fibre de verre pour retenir les agrégats
résiduels.

Le DNA plasmidique est précipité par 0.6 <volume
d'isopropanol glacé a -20°C pendant 25 min. avant d’'étre
centrifugé a 10000 g pendant 20 min. Le culot est sécheé
sous vide et repris par 25 ml de tampon TI10E10 pH 8.0
(Tris 10mM,EDTA 10mM). Le pH de la solution est ajustée a
7.0 par addition de 100 ul environ de Tris base 2 M. On
ajoute 50 pl d'une solution de RNaseA a 2 mg/ml
préalablement chauffégrlo min a 100°C; puis on laisse
incuber le tube 2 heures a 37°C.

Avec la solution plasmidique obtenue, il est possible de
réaliser une purification en gradient de chlorure de
césium. |
On procede de la fagon suivante:

4.2 g de chlorure de césium sont dissous dans 2.4 ml de la
solution de DNA plasmidique précédente. Puis on ajoute 0.4
ml d'une solution de bromure d'éthidium a2 1 mg/ml dans du
T10E10. Le mélange obtenu est ensuite introduit dans un
tube d'ultracentrifugation Beckman de 13 ml en
polyallomére.

Une solution de CsCl dans du T10E10 dont 1'indice de
réfraction est de 1.3780 (soit une masse volumique de
1.470 g/1) est introduite délicatement & la surface du
mélange précédent. Le tube a centrifuger est complété a
11.5 ml on obtient ainsi un gradient préformé constitué de
2 couches de CsCl de densités différentes.

La centrifugation est réalisée en 17 H & 50000 tr/mn soit
170000 g dans un rotor du type 70.1 Ti & 20°C.

La centrifugation terminée, sous un éclairage UV a 302 nm,
on recueille dans un tube Eppendorf, & 1l'aide d'une

pipette automatique 1la bande fluorescente inférieure



correspondant au DNA plasmidique sSous forme super-
hélicoidale.

Le bromure d'éthidium est extrait plusieurs fois par un
volume d'isopropanocl saturée en CsCl et en T10E10. Apres
inversion et décantation du tube, la fraction
d’'isopropanol enrichie en bromure d'éthidium est éliminée.
Cette opération est répétée S5 a 10 fois jusqgqu'a
disparition complete de toute fluorescence en UV de la
solution de DNA plasmidique. Les +traces d'isopropanol
présentes dans la phase aqueuse sont ensuite extraites par
un volume d'éther eéthylique. Le chlorure de césium est
dilué par adjonction de 3 volumes d'eau distillée.
L'addition de 2 volumes d'éthanol & "-20°C perﬁét de
précipiter le DNA.

Aprés 2 heures au minimum d'incubation a -20°C, le tube
est centrifugé a 10000 g pendant 20 min. Puis le précipiteé
est séché sous vide et remis en solution dans le tampon
approprié 4 l'utilisation ultérieure du plésmide.

La concentration en DNA est évaluée par électrophorese en
gel d'agarose par rapport a du DNA de phage lambda de

concentration connue.

— Adaptation de la méthode de Ish—-Horowicz et Burke a
l'extraction de plasmides de Bacteroides.

Bacteroides est cultivé dans 100 ml de BHI+antibiotiques,
en flacons étanches de 500 ml, sous une atmosphere de
N,/CO;/H; (75/15/10). Le protocole est 1le méme que
précédemment si ce n'est qu'apres filtration sur fibre de
verre, on réalise une déprotéinisation supplémentaire par
un volume de phénol/chloroforme/alcool iscamylique
(25/24/1) suivie d'un traitement au chloroforme/alcool
isocamylique (24/1). Le DNA est ensuite précipité a

l1'isopropanol comme précédemment



5— Extraction de DNA total de Bacteroides.

La méthode utilisée dérive de celle décrite par Dhaese et
coll. (15).

10 ml de culture bactérienne en BHI parvenue en fin de
phase exponentielle de croissance sont centrifugeés a 6000
g pendant 10 min. Le culot est remis en suspension dans 3
ml de TSO0E20 pH 8.0 (Tris 50 mM, EDTA 20 mM).

On ajoute ensuite 1 ml de sarkosyl a 5% p/v dans le méme
tampon et 1 ml de pronase a 2.5 mg/ml de tampon T50E20.
Pour parfaire 1'homogénéisation, le lysat est passé
plusieurs fois a travers une seringue sans aigquille puis
le mélange est laissé une heure-au moins a l'étuve a 37°C.
1 ml de lysat est ensuite prélevée et traité par un volume
de phénol saturé en Tris 100 mM pH 8.0 puis centrifugeée a
5000 g. pendant 10 min. Cette déprotéinisation est
effectuée deux fois. La phase aqueuse est ensuite extraite
4 fois par un volume de chloroforme/alcool iscamylique
(24/1). La solution chloroformique est ensuite centrifugée
une derniere fois, le surnageant est prélevé et le DNA est
préecipité par 2 volumes d'éthanol a 95° a -20°C,

Apres centrifugation a 10000 g pendant 20 min, le culot
est séché sous vide et remis en solution dans 200 pl de TS5
E0.5 S5 pH 8.0 (Tris 5 mM,EDTA 0.5 mM, NaCl 5mM).

Le DNA purifié ainsi obtenu pourra alors éventuellement
subir un traitement a4 la RNaseA, une électrophorése en gel
d'agarose par rapport a4 du DNA de phage lambda pour
déterminer sa concentration ou wune digestion par des

endonucléases de restriction.



6— Méthodes électrophoretiques.

Plusieurs types d'électrophorese en gel d'agarose peuvent
étre réalisés.

I. Electrophorése horizontale.

Ce type d'électrophorese est destine a estimer la pureteé,
la concentration ou 1la +taille du DNA chromosomique,
plasmidique ou de fragments de restriction.

On proceéde de la fagon suivante:

-Préparation du gel d'agarose.

L'agarose est préparé a une concentration variant de 0.6 a
1.2 % p/v dans du tampon T.B.E. pH 8.3 (Tris 89 mM, acide
orthoborique 89 mM, EDTA 2.5 mM). L'ensemble est porté a
ébullition puis maintenu en surfusion a 55-60°C prét a
étre utilisé. La solution est ensuite versée dans un
support en plastique muni d'un peigne a 8, 10 ou 15 dents.
Apres solidification, le peigne est retiré, le gel
présente alors des alvéoles dans lesquelles seront
effectués les dépdéts. Le gel est ensuite placé dans la
cuve a électrophorese et immergé dans le tampon T.B.E.

-Dépoét des échantillons. ,

Dans chaque alvéole formée par le retrait du peigne, on
dépose 25 a4 60 pl d'échantillon contenant 2/3 de solution
de DNA et 1/3 de tampon d'arrét pH 7 (Saccharose 50 % p/v,
EDTA 50 mM, urée 4 M, bleu de bromophénol 0.1 %)

—la migration se fait avec une différence de
potentiel de 100 & 130 volts & pH'8.3; le DNA est chargé
négativement et migre vers l'anode. Le bleu de bromophénol
permet de suivre le déroulement de 1'électrophorese,.

—Coloration et observation du gel.

Le gel est ensuite placé dans un bac contenant 300 ml
d'eau distillée et gquelques gouttes d'une solution de
bromure d'éthidium a 1 mg/ml. Selon 1l'épaisseur du gel, la

coloration est reéalisée en 15 & 30 min. Apres décoloration



30 min. dans l'eau distillée, les bandes sont visualisées

sous éclairage UV a 302 nm.

II. Lyse directe sur gel par électrophorese

verticale.

Cette méthode dérivée de celle d'Eckhardt (16) modifiée
par Piihler et coll. (63) permet d'analyser le contenu
?lasmidique des transformants ou des transconjugants de
souches d'E. coli. Elle n'est pas utilisable pour des
bactéries du genre Bacteroides.

— Préparation du gel.
On gtilise un gel d'agarose a 0.8 % p/v dans du T.B.E. pH
8.3 que 1l'on coule entre deux plaques en verre dépoli
séparées par des espaceurs de 1.5mm. Les puits sont
réalisés par un peigne en téflon a 15 dents introduit
lorsque le gel est encore en surfusion.

- Préparation de 1'échantillon.
A 500 Pl d'une culture bactérienne incubée a 35°C dans du
LB jusqu'a DO=0.3 a 600 nm, on ajoute 1 volume de TS50 E20
pH 8.0 (Tris 50 mM, EDTA 20 mM). Apres homogénéisation,
les cellules sont centrifugées 5 minutes a 6000 g, le
surnageant est rapidement éliminé puis le culot est placé
dans la glace et remis en suspension dans 60 Pl de tampon
de lyse constitué de T.B.E. contenant 25 % de saccharose,
12 % de Ficoll 400, 5 U/ml de RNaseA et 1 mg/ml de
lysozyme. Les deux enzymes sont ajoutées au tampon juste
avant emploi. Apreés une rapide homogénéisation, le mélange
est immédiatement transféré dans un puits du gel. Une fois
que toutes les alvéoles sont remplies, chaque echantillon
est recouvert de 90 pl de T.B.E. contenant 1 % de SDS,
0.05 % de Dbleu de bromophénol et 0.4 % d'agarose. Apres
solidification, les alvéoles sont complétement remplies
avec de l'agarose a 0.8 % maintenu en surfusion.

- Migration.
Les plaques de verre contenant le gel et 1'échantillon

sont transférées dans une cuve a électrophorése Biorad.



La migration est de 1H15 & 30 volts, ce qui permet au SDS
de migrer et de lyser les bactéries. Puis le voltage est
porté & 130 volts pendant 2H30. Une fois l'électrophorese

terminée, le gel est coloré et décoloré comme en I.



III. Electroélution.

Ce type d'électrophorese permet d'isoler avec un assez bon
rendement des fragments de DNA de taille détermineée.
Protocole:

Dans chaque puits d'un gel d'agarose horizontal on dépose
60 pl de solution de DNA digéré contenant 1/3 de volume de
tampon d'arrét. Le premier puits est constitué d'un témoin
de DNA de phage Lambda digéré par EcoRlI et HindIII. Apres
migration pendant 4H30 & 110 Volts, le gel est découpé au
niveau des puits 1 et 2 sur une longueur de 8 cm environ.
Cette bande témoin est prélevée, colorée de fagon a
localiser la position des fragments de taille intéressante
(Fragments de DNA compris entre 3 et 8 kb). On découpe‘
alors dans le gel d'agarose une alvéole de 4 mm de large,
sur toute la longueur des puits restants, au niveau des
fragments de 3.0 kb.

Aprés introduction de T.B.E. dans le puits ainsi réalise,
on rétablit la tension & 110 volts, le DNA de taille
supérieure a 3.0 kb migre en direction du puits. Au bout
de 5 minutes d'électrophorése, le tampon est prélevé puis
on remplit a nouveau 1'alvéole par du T.B.E.. Cette
opération est répétée pendant 5 a 6 heures de fagon & ce
gque tous les fragments compris entre 3.5 et 8.0 kb soient
récupérés. Le DNA en 'solution dans du T.B.E. est ensuite
préecipité par 3/7 de volume de NaCl 1 M puis 2 volumes 4'
éthanol a 95% a —-20°C. Aprés centrifugation et remise en
solution, une partie aliquote est soumise a une
électrophorese en gel d'agarose pour déterminer les
tailles des fragments récupérés et la guantité de DNA

ainsi obtenu.



7— Méthodes de transfert du DNA.

1. Transformation.

Protocole utilisé pour E. coli.

100 ml d'une culture d'E. coli incubée & 30°C en milieu LB
agité jusgqu'a une densité optique de 0.6 sont placés 15
min. dans la glace puis centrifugés a 7000 g pendant 10
min. a 0°C., Les cellules sont doucement remises en
suspension dans 50 ml de CaCl; 0.1 M glacé. La suspension
est laissée ainsi 30 min. a 0°C dans la glace avant d'étre
de nouveau centrifugée a 7000 g pendant 5 min a 0°C. Le
culot est remis tres doucement en suspension dans 5 ml de
CaCl; 0.1 M glacé puis les bactéries sont transférées dans
un tube 16/160 en verre et placées 3 heures a 0°C en
homogénéisant de temps en temps.

Dans un tube en verre 16/160 placé a 0°C, on introduit 50
pl de la solution contenant le DNA a transférer (soit 10 a
500 ng de DNA dans 50 Fl) et 100 pl de suspension
cellulaire. L'ensemble est incubé 30 minutes a 0°C puis
placé rapidement au bain-marie a 42°C pendant 2 min avant
d'étre de nouveau transféré 10 min dans la glace. Les
bactéries sont ensuite diluées au dixieme en ajoutant du
milieu LB préchauffée a 37°C. La suspension est ensuite
incubée pendant 120 min a 37°C sans agitation avant d'étre

diluee et étalée sur milieux sélectifs.

II1I. Conjugaison.

La méthode utilisée est celle employée par Shoemaker et
coll. (75, 76)

Le protocole est le méme pour E. coli et Bacteroides. Les
plasmides 4 transférer ne sont pas conjugatifs; on utilise
donc 3 souches différentes, 1'une possédant le plasmide a
transférer, une autre possédant un plasmide conjugatif
capable de mobiliser le premier, et une souche réceptrice.
Chaque bactérie est cultivée sur milieu nutritif jusqu'a
1'obtention d'une DO de 0.6 & 600 nm.



Dans un tube & hémolyse stérile, on introduit 1 ml de
chacune des cultures; 1l'ensemble est centrifugé a 5000 g
pendant 10 min et le culot est repris par 100 pl de milieu
liquide.

Aprés remise en suspension, le mélange est déposé sur un
filtre Millipore stérile de 0.22 pm preéalablement placé
sur une boite de Petri contenant du LB gélosé. Apres 12 a
18 heures d'incubation a 37°C en aérobiose, les bactéries
sont remises en suspension dans un milieu nutritif avant

d'étre diluées et étalées sur milieux sélectifs.



I. Enzymes de restriction.

Toutes les enzymes de restriction sont utilisées

conformément aux indications décrites par les
fournisseurs.
II. Ligase.

La ligase est utilisée & température ambiante & raison de
1 uniteé par ng de DNA selon les indications de King et
coll. (37).

I1II. Phosphatase alcaline.

1 ]9 de DNA plasmidique est dissous dans 100 ul de T50
EO.1 pH 8.0. On ajoute 1 unité de phosphatase alcaline a
la solution qui est incubée pendant 4 heures a 37°C.
L'enzyme est ensuite inactivée par 1'adjonction de 10 pl
d'EGTA 50 mM pH 8.0 et chauffage a 65°C pendant 10 min. Le
DNA déphosphorylé est alors déprotéinisé par 2 fois 1
volume de Phénol/Chloroforme (1/1 v/v) puis par 2 fois 1
volume de Chloroforme/Alcool isocamylique (24/1 p/v) avant
d'étre précipité a 1'éthanol/NacCl.

IV. Nucléase Sl.

L'enzyme utilisée est a la concentration de 300 unités

par pl; elle est donc diluée au 5/6000 dans le tampon
CH;COONa 75 mM, NaCl 150 mM, ZnS0, 0.15 mM pH 4.5 pour
atteindre une concentration finale de 0.25 uniteé par pul.
A 80 ul de solution contenant 35 jg de DNA on ajoute 20 pul
de la dilution d'enzyme préalablement préparée. Apres 30
minutes d'incubation a 37°C la ré¢action est stoppeée par
l'adjonction de 20 pl de Tris—-HCl 1M pH 8.0. Le DNA est
ensuite deéprotéinisé au phénol/chloroforme puis précipite
a 1'éthanol/NacCl.
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Au début de 1985, les travaux du laboratoire
consistaient en une étude systématique des plasmides de
Bacteroides et la recherche d'une corrélation entre
contenu plasmidique et résistance aux antibiotiques.

Une relation semblait exister entre résistance a la
carbénicilline et la présence de petits plasmides de 2.7
kb environ. Mais malheureusement, la mise en évidence de
plasmides portant des caracteres marqueurs était difficile
puisque les possibilités de transfert de ceux-ci vers des
souches sensibles ¢étaient gquasiment impossibles. I1
ntexistait pas en effet de systemes génétiques permettant
le transfert de fragments de DNA et de plasmides vers
Bacteroides. Néanmoins, C. J. Smith (85) avait développé
une technique de +transformation de Bacteroides au
polyéthylene—glycol mais cette méthode était limitée a de
petits plasmides et &4 un nombre réduit de souches
réceptrices. _

Il était donc nécessaire de développer des vecteurs de
clonage permettant d'analyser et d'étudier le DNA de
Bacteroides.

1 REALISATION DE pKBF367-—1.

I Généralités.

Le vecteur & réaliser devait présenter les carac-
téristiques suivantes:
— Posséder les géneé permettant sa réplication chez E.
coli et chez Bacteroides. En effet, il semblait plus
logique de construire un vecteur navette; toutes les
techniques de clonage pouvant ainsi étre réalisées chez E.
coli; 1le vecteur étant par 1la suite retransféré vers
Bacteroides.
- Le plasmide devait posséder un grand nombre de sites
uniques de coupure par des enzymes de restriction, étre de

petite taille tout en étant transmissible par conjugaison.



A- Choix du plasmide originaire de Bacteroides.

Bacteroides posséde de nombreux plasmides. Il semblait
judicieux de choisir une molécule de DNA plasmidique
largement représentée ce qui ne pouvait que garantir le
maintien et la stabilité du futur vecteur. De plus, cette
molécule devait étre de petite taille, étre coup¢e par des
enzymes de restriction ne reconnaissant pas les geénes
nécessaires a sa réplication.

Sur les 70 souches dont nous disposons, 21 soit 30 %
possedent un ou plusieurs plasmides cryptiques. Nous avons
choisi une molécule de 4.4 kb originaire de B. fragilis
367. Ce plasmide, nommé pBF367, coupé en  deux points par
BstEII, semble étre présent dans 6 souches différentes au
moins, exister en un nombre de copies assez important. B.
fragilis 367 posséde un seul plasmide, son extraction et

sa digestion n'en sont que plus aisées.

B- Choix du plasmide originaire de E. coli.

Parmi les nombreux vecteurs d'E. coli utilisables, nous
avons choisi pKC7 (64). pKC7 est un plasmide dérivé de
pBR322 auquel on a ajouté le fragment HindIII-BamHI du
transposon Tn5. Le vecteur obtenu mesure 5.9 kb, il est
amplifiable au chloramphénicol, transférable par
mobilisation par le pRK2013, porte les génes de résistance
a l'ampicilline et & la kanamycine, il est coupé en un

point par BstEII (voir figure 13).

C— Choix des caracteres marqueurs s'exprimant chez
Bacteroides.

Les seuls caracteres marqueurs connus codent pour la
résistance a la clindamycine/érythromycine; ils sont situés
sur des fragments EcoRI de pBFTM10, pBF4 et pBI136.

Nous avons choisi d'insérer 1le fragment EcoRI-B de
pBFTM10; en effet, ce piasmide est connu avec précision,
pPBFTM10 est le plasmide le plus petit des trois donc le
plus facile & extraire et doﬁnant le moins de fragments

par EcoRI.



Figure 13: Carte de restriction de pKC7 (64).
] Segment de 1,8 kb du Tns.
T—— = pBR322.



II Construction.

A— lere Etape: Insertion de pBF367 au site BstEII de
pKC7.

PKC7 a éteé extrait a partir d'une souche d'E. coli
HB101 apres amplification au chloramphénicol. Le plasmide
est obtenu par la méthode de Ish—-Horowicz et Burke, puis
purifié par ultracentrifugation en gradient de CsCl selon
le protocole décrit page 79.

PBF367 a été extrait avec la méme méthode; néanmoins,
apres action de 1'isopropanol, un précipité insoluble
persistait; c'est pourquoi nous avons par la suite
effectuée une déprotéinisation supplémentaire au phénol
puis au phénol/chloroforme—-alcool iscamylique selon les
indications données en page 80.

Les deux plasmides ont ét¢ digérés par BstEII (pBF367
étant digéré partiellement) puis pKC7 a ensuite été traiteé
a la phosphatase alcaline et déprotéinisé. La ligature a
éteée réalisée avec une quantité en pBF367 4 fois supérieure
a celle de pKC7. Le produit de la ligature a ensuite été
utilisé pour transformer E. coli HB101l selon la méthode
décrite page 85. Les transformants ont été sélectionnés
sur milieu de Luria gélosé contenant 50 pug/ml de
kanamycine.

PBF367 ne possede pas de caracteres margqueurs permettant
sa mise en évidence. Les clones obtenus ont donc été
analysés par 1lyse directe sur gel dfagarose selon la
méthode d'Eckhardt décrite page 82. Le DNA plasmidique des
clones possédant des plasmides plus lourds que pKC7 a été
extrait; les plasmides ont ensuite été digérés par BstEII
puis les produits de digestion obtenus ont été comparés
par électrophorése aux témoins pKC7 et pBF367 linéariseés.
Ce qui nous a permis de sélectionner un clone possédant un
plasmide hybride pBF367/pKC7 noté pKBF367.

Remarque: BstEII reconnait une séquence hexanucleéotidique
GGTNACC renfermant un nucléotide quelconque; il y avait



donc potentiellement une chance sur quatre pour que

l'appariement des deux séquences soit possible.

B- 2eme Etape: Insertion du caractére marqueur.

Le fragment EcoRI-B de pBFTM10 posséde un géne de
résistance a la tétracycline qui s'exprime en aérobiose
chez E. coli ce qui nous permet de sélectionner facilement
les transformants ayant regu ce fragment.

Le plasmide hybride et pBFTM10 ont été extraits comme
précédemment puis digérés totalement par EcoRI.
PBF367/pKC7 a ensuite été déphoshorylé puis, les produits
de digestion obtenus ont été déprotéinisés et ligaturés.
Apres transformation 4'E. coli HB10l, les bactéries ont
été ensemencées sur milieux sélectifs contenant 20 pg/ml
d'Ap, 50 Pg/ml de XKm et 10 pg/ml de Tc. Les clones
AprTcerKmr obtenus ont été analysés par lyse directe en
_ présence de témoins de poids moléculaire connu.

C— 3eme Etape: Analyse des plasmides des transformants.
Le plasmide hybride attendu devait faire 14.7 kb environ.
Le DNA plasmidique des clones suspects a été extrait par
la méthode de Grosveld selon le protocole indiqué page 76
puis digéré par Aval, Ddel et Hindill. Les profils de
digestion obtenus ainsi que le schéma de la construction
du vecteur sont représentés en figure 14. L'analyse des
profils de digestion nous a permis de mettre en évidence
deux types de plasmides hybrides notés pKBF367-1 et
PKBF367-2 différant par l'orientation du fragment EcoRI-B

D- Propriétés attendues.
Le vecteur ainsi construit mesure 14.7 kb, possede les
résistances a 1'ampicilline, la kanamycine et la
tétracycline qui s'expriment chez E. coli ainsi que la
résistance a la clindamycine/érythromycine qui s'exprime
chez Bacteroides. Tout comme pKC7, ce vecteur devait étre
mobilisable par pRK2013. Par contre, il était possible que
les génes nécessaires a la réplication chez Bacteroides

soient situés au niveau du site BstEII. D'apres Shoemaker



et coll. (77), des plasmides dryptiques comme pB8-51
peuvent étre mobilisés par des plasmides conjugatifs du
groupe d'incompatibilité P comme R751; il était donc
vraisemblable que notre vecteur, grace a l'existence de

pPBF367, soit également mobilisable par ce méme plasmide.
II1I Transfert de pKBF367-1 et -2 par conjugaison.

A Transfert vers E. coli,.

La souche réceptrice utilisée était E. coli W3350 Nalr.
Nous avons utilisé deux plasmides mobilisateurs
potentiels: pRK2013 possédé par une souche 4'E. coli HB101
et R751 présent dans wune souche d4'E. coli LE392. La
conjugaison & été réalisée conformément au protocole
décrit page 85.

Les transconjugants issus du croisement HB101l(pKBF367-1)
/JHB101 (pRK2013)/W3350 et du croisement HB101l(pKBF367-1)
/LE392(R751) /W3350 ont ¢été sélectionnés sur milieu de
Luria contenant 10 ug/ml de Tc et 100 pg/ml de Nal; les
bactéries réceptrices ont été dénombrées sur Luria avec
100 pg/ml de Nal, les souches donatrices ont été
sélectionnées sur 1luria contenant 20 Pg/ml d'Ap et 10
Pg/ml de Tc.

Les résultats sont réunis dans 1le +tableau 8. La

fréquence de conjugaison est définie comme étant le nombre
de transconjugants divisé par le nombre de Dbactéries
réceptrices. Les deux plasmides hybrides pKBF367-1 et
pKBF367-2 sont mobilisés a la méme fréquence aussi bien
avec R751 et pRK2013.
Tout comme pB8-51, pBF367 est donc mobilisable par des
plasmides du groupe d'incompatibilité P; la coupure au
niveau du site BstEII ne génant absolument pas les
propriétés de transfert.
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Figure 14: Schema montrant la construction de pKBF367-1 et
pPKBF367-2.

B= BstEII, E= EcoRIl, H= Hindlll,
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Tableau 8: Résultats des conjugaisons de HB10I(pKBF367-1).
HB101(pKBF367-2) vers E.coli W3350, B. fragilis 638, 367 en utilisant le:
souches mobilisatrices HB101(pRK2013) et HB1O1(R751).

Les transconjugants E. coli sont sélectionnés sur Luria TclO et NallooO.
Les transconjugants B. fragilis 367 et 638 sont sélectionnés sur BHI
Clil0 et Nallioo.

Les souches donatrices sont dénombrées sur Luria TclO et Apl0O.

Les souches mobilisatrices HB101(pRK2013) et HB10I(R751) sont
sélectionnées respectivement sur Luria Km50 et Luria Tplo00.

La fréQuence de transfert F est calculée comme étant le nombre de
transconjugants divisé par le nombre de bactéries réceptrices.



B Transfert vers Bacteroides.
Deux souches réceptrices ont été utilisées: B. fragilis
367 Rifr Tecr qui est la souche dont est originaire pBF367,
et B. fragilis 638 Rifr qui est la souche réceptrice
utilisée avec succes par Guiney et coll. (28) pour
transférer pDPl.

Les deux plasmides mobilisateurs pRK2013 et R751 ont été
utilisés. Les croisements ont été réalisés en aérobiose
selon le protocole décrit page 85.

Les transconjugants dérivés de B. fragilis 367 ont été
sélectionnés sur BHI gélosé contenant 10 pg/ml de Tc et 10
pg/ml de Cli.

Les transconjugants issus de Bf.638 ont été sélectionnés
sur BHI renfermant 100 pg/ml de Nal et 10 pg/ml de Cli.
Dans lés deux cas, les bactéries vréceptrices ont été
dénombrées en anaérobiose sur BHI contenant 100 pg/ml de
Nal, et les souches donatrices ont été numérées en
aérobiose, sur Luria gélosé possédant 10 pg/ml de Tc.

Les résultats sont réunis dans le tableau 1 et montrent
que: Bacteroides résiste parfaitement bien & 1'incubation
sur filtre en aérobiose puisqu'au bout de 18 heures le
nombre de bactéries réceptrice est de 70*107/ml environ.
Aucun transconjugant n'est mis en évidence et ceci quel
que soit le plasmide hybride, le plasmide mobilisateur, la
souche réceptrice ou le milieu de sélection utilisé. Ces
résultats pouvaient avoir trois explications:

1- L'insertion au niveau du site BstEII avait
inactivé 1les geéenes nécessaires a la réplication chez
Bacteroides.

2— Les souches réceptrices utilisées étant toutes
restriction +; il est possiblé qu'aucune d'entre elles ne
puisse permettre de mettre en évidence le transfert du

plasmide hybride & une fréquence deécelable.



3— Le protocole utilisé pour la conjugaison devait
étre amélioré, en augmentant notamment le temps de contact
des bactéries entre elles.

C'est les raisons pour lesquelles nous avons construit
un plasmide hybride témoin pKC7/pBFTM10. En effet pBFTM10
est coupé en un point par BstEII, il est transférable par
mobilisation avec R751 (77). De plus, les ganes
nécessaires a sa réplication sont trés eéloignés du site
BstEIIL.

2 REALISATION DE pKC7-pBFTM10.

I Construction.

2 ng de pKC7 et de pBFTM1O préalablement extraits par la
méthode d'Ish-Horowicz et Burke ont été digérés par BstEIl
puis déprotéinisés. Les plasmides lin¢arisés ont ensuite
été ligaturés, puis introduits dans E. c¢oli HB10Ol par
transformation. Les bactéries 6nt ensuites été étalées sur
milieu de Luria g¢losé contenant 50 png/ml d'Ap et 10 pg/ml
de Tc (margqueur possédé par pBFTM10).

Le DNA des colonies Apr et Tcr a ensuite été analysé par
lyse directe sur gel d'agarose. Tous les clones analysés
possédaient un plasmide de 20 kb environ corespondant a la
taille attendue du vecteur navette. (Fig 15 et 17)

Le DNA plasmidique de deux clones a été extrait par la
méthode de Grosveld (27) puis digéré par HindIII et Aval
avant de subir une électrophorese. Les résultats
représentés figures 15 et 16 montrent qu'il s'agit bien,
dans les deux cas, de plasmides hybrides pKC7/pBFTM10;
pBFTM10 étant inséré dans pKC7 dans les deux orientations.

II Transfert de pKC7/pBFTM10 par conjugailson.

Comme précédemment, les souches réceptrices utilisées ont
été E, coli W3350, B. fragilis 367 et 638. Les souches
contenant le plasmide - mobilisateur étant E. coli
LE392(R751) et E. coli HB10Ol1l(pRK2013). La conjugaison a
été réalisée selon le protocole décrit page 85.



Figure 15: Cartes de restriction de pKC7/pBFTM10-1: A et
pKC7/pBFTM10-2: B.

- Partie correspondant a pKC7.
Rep Ec= Genes necessaires a la réplication chez E. coli.

Apr = Genes de resistance a 1l'ampicilline.
Kmr = genes de résistance a la kanamycine.
Partie correspondant a pBFTM1O0.
Mob = Region permettant la mobilisation par R751.
Rep B.= Région nécessaire a la réplication chez Bacteroides.

Ccr—Emr= Gene codant pour la resistance & la clindamyci-
ne/érythromycine.

Ter = Geéne codant pour la resistance a la tetracycline en
aerobiose.

H= HindI1l, E= EcoRI, B= BstEII.



Figure 16: Profils de digestion de pKC7/pBFTM10-~1 et -2 par HindIII.
1: DNA de phage lambda digéré par EcoRI et HindIII.

PBFTM10 digéré par HindIII.

pKC7 digeéré par HindIII.

pPKC7 /pBFTM10-2 digéré par HindIII.

pPKC7/pBFTM10~1 digéré par HindIII.

(6 N % B Y
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" Les transconjugants d'E. coli ont été sélectionnés en
aérobiose sur milieu de Luria gélosé contenant Tc et Nal
(W3350 est Nalr ). .

Les transconjugants Bacteroides ont été sélectionnés sur
BHI contenant Cli/Nal pour B. fragilis 638 et Cli/Tc pour
B. fragilis 367 (la clindamycine ne permettant pas de
contre—-sélectionner E. coli a elle seule).

Les transconjugants E.coli(pKC7/pBFTM10) sont apparus au
bout de 24 heures d'incubation a 1la fréquence de 10-2
environ.

Apres 96 heures d'incubation en anaérobiose, aucun
transconjugant B.fragilis 638, et 367 n'est apparu sur
milieu sélectif.

Il était donc nécessaire de rechercher dans la collection
dont nous disposons les souches de Bactercides les plus
aptes a recevoir les vecteurs navettes qui avaient été
construits.

3— Recherche des 3souches réceptrices acceptant 1le

vecteur.

Toutes les souches de Bacteroide.;x de 1la collection
(Tableau 6) dont nous disposons ont été utilisées a
l'exception de Bf 638(pBFTM10) e£ ATCC19189 et des
souches naturellement résistantes & la clindamycine. Le
plasmide a transférer utilisé était pKC7/pBFTM10 puisque
nous étions sars qu'il pouvait se répliquer chez
Bacteroides et qu'il était mobilisable par pRK2013 et
R751. Bacteroides est naturellement résistant a 1l'acide
nalidixique; c'est donc cet antibiotique qui & chaque
fois a été utilisé¢ pour contre—sélectionner E. coli. Les
transconjugants ont été sélectionnés sur BHI gélosé
contenant de la clindamycine et de 1'acide nalidixique
aux concentrations de 10 et 100 ug/ml respectivement. Les
temps de contact sur filtre Millipore ont été portés a 24
heures; a chaque fois, des numérations sur BHI + acide
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nalidixique ont été réalisées afin d'estimer le degré de
survle de Bacteroides en aérobiose.

Aprés 48 heures d'incubation, gquelques colonies Clir

Nalr sont apparues aux dilutions 100 et 10-! lorsque la
souche de B. distasonis 419 était utilisée comme bactérie
réceptrice et ceci aussi bien lorsque R751 et pRK2013
étaient employés comme plasmides mobilisateurs.
Aucune colonie Clir et Nalr n'a été observée avec les
autres souches de Bacteroides; pourtant, dans tous les
cas, le degré de survie des bactéries reéceptrices était
important puisqu'aux dilutions de 10-6¢ environ 50
colonies Nalr se développaient.

Ces résﬁltats encourageants nous ont pouésé a effectuer
une deuxieme expérience en utilisant seulement B.
distasonis 419 comme souche réceptrice, les deux
plasmides mobilisateurs et pKBF 367-1 et -2 ainsi que
pKC7 /pBFTM10-2 comme plasmides a transférer. Des
transconjugants Nalr, Clir sont apparus dans +tous les
cas; les résultats sont reportés dans le tableau 9.

Le DNA de quelques colonies a été extrait par 1la
méthode de Ish-~Horowicz, puis le contenu plasmidique a
été analysé par électrophorese et comparé aux témoins
pKBF367-1 ,-2 et pKC7/pBFTM10-2. Les résultats partiels
sont représentés sur la figure 20. L'interprétation est
rendue difficile par 1le grand nombre de plasmides
naturellement présents dans B.distasonis 419; néanmoins
on distingue clairemedt, un plasmide hybride de la taille
attendue.

Les plasmides 1introduits semblent_n'avoir subi aucune
modification. De plus, les plasmides indigénes de
B.distasonis 419 restent présents dans les
'transconjugants; ils sont donc totalement compatibles
avec les deux vecteurs introduits.

De toutes les souches testées, seule B. distasonis 419
a donné des transconjugants et ceci & une fréquence de
10-5 environ alors que la limite de détection se situe a
10-9, Ces résultats sont donc au moins 104 fois
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supérieurs a ceux obtenus avec les autres souches.
Plusieurs hypotheéses peuvent expliquer ce phénomeéne.

1- Le vecteur transféré est originaire d'E. coli;
toutes les souches testées proviennent d'isolats
cliniques; il est donc possible que 1le degré de
restriction vis—a-vis du plasmide introduit soit +treés
important sauf en ce qui concerne B. distasonis 419.

2—- B.distasonis 419 est résistante & la tétracycline or
il est connu (79) que des éléments chromosomiques
porteurs de 1la résistance a la tétracycline peuvent
mobiliser de petits ©plasmides comme pBFTM10 (dont
pKC7/pBFTM10 est i1issu). On aurait ainsi transfert par
conjugaison d'E. coli vers Bacteroides a une fréquence a
peine décelable ©puis +transfert de Bacteroides vers
Bacteroides &a une fréquence plus forte et ainsi
amplification du nombre de transconjugants. Mais il est a
noter que d'autres souches de Bacteroides résistantes a
la tétracycfine ont été testées (B.fragilis 367
notamment) sans le moindre résultat.
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it | 1 i
"Plasmide transféré I LE392(R751) “ HB10O1l (pRK2013) I

il L 1

ii* LS ] i

I I 1
| PKBF367-1 | ©0.9%10-5 | 0.7x10-3 I
I i I I
" pKBF367—2 " 0.6*10_5 " 0.6k10—5 "
I I I I
| PKC7/pBFTM10-2 | 0.4*10-5 | ©.4x10-3 I

Tableau 9: Fréquences de transfert de pKBF367-1 et
pKC7/pBFTM10 vers Bd419. La sélection des transconjugants est
réalisée avec 10pg/ml de clindamycine et 100pg/ml d4'A.
nalidixique.

Le taux de mutation spontanée de Bd 419 vis a de la

clindamycine est inférieur a 10-9.
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4 Localisation de la région de pKBF367—-1 mobilisée par
R751.

R751 mobilise le vecteur a une fréquence de 10-2 chez E.
coli et de 10-5 wvers B. distasonis 419. La région
permettant cette mobilisation peut étre située sur pKC7,
le fragment EcoRI-B de pBFTM10 ou sur pBF367.

Pour déterminer ou se situait cette région, nous avons
construit un troisieme plasmide possédant uniquement le
fragment EcoRI-B de pBFTM10 inséré au site EcoRI de pKC7.
Ce plasmide nommé pKC71 pouvait éinsi se répliquer chez E.
coli et exprimer la résistance a la tétracycline
originaire de Bacteroides. ‘
La carte de restriction de pKC71 est indiquée figure 18.

Nous avons ensuite essayé de transférer pKC7, pKC71, et
pKBF367-1 vers FE. c¢oli W3350, par conjugaison, en
utilisant R751. L'analyse des transconjugants indique que
seul pKBF367-1 est mobilisé par R751 ce qui démontre gque
la mobilisation du vecteur est uniquement due a la

présence de pBF367.

5. Réduction de la taille de pKBF367-1.

Toutes les manipulations suivantes ont été effectuées sur
PKBF367-1 uniquement.
pPKBF367-1 mesure 14.7kb alors gque pDPl et PpE5S5-2 font
respectivement 19 et 17 kb. Néanmoins il semblait possible
de réduire trés fortement la taille de pKBF367-1 tout en
conservant l'essentiel de ses propriétés.
En effet, si 1l'on regarde la carte de restriction de
PKBF367-1 de la figure 18, on constate que:

1- La région délimitée par les sites Ndel—-BamHl n'est
pas indispensable.

2- L'intégralité du fragment EcoRI-B de pBFTM10 n'est
pas nécessaire. En effet il est tout a fait possible de
retirer la région codant pour la résistance a la

tétracycline en aérobiose sans nuire a 1'expression de la
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résistance a la clindamycine/érythromycine chez
Bacteroides. Le vecteur ainsi construit garderait Ila
résistance & la kanamycine permettant d'assurer sa

sélection chez E. coli.

I Réalisation des dérivés de délétion.

A— lere Etape. Délétion Ndel—BamHI.

pKBF367-1 est coupé en un seul point par Ndel; ce site
est situé juste apreés l'origine de réplication du pBR322
(3). Sur ©pKC7, le site BamHI est localisé juste apres
celui reconnu par BstEII1 (4) (figure 13). La délétion
Ndel-BamHl permettait de réduire pKBF367-1 de 1.9kb.
Néanmoins, les sites de restriction de ces deux enzymes
sont incompatibles; c'est la raison pour laquelle, apres
digestion par Ndel et BamHI, nous avons réalisé un
traitement & la nucléase S1. La nucléase S1 possede en
effet une activiteé exonucléasique sur le DNA
monocaténaire; transformant ainsi les extrémites
incompatibles en extrémités franches qu'il est possible de
ligaturer.

pKBF367-1 a été traité a la nucléase S1 conformeément au

protocole décrit page 86; aprés ligature et transformation
de HB10l, quelques clones Apr et Tcr ont été analysés en
lyse directe. 10 clones ayant une taille plus faible que
le témoin pKBF367-1 ont été extraits par la méthode de
Grosveld puis soumis a une digestion par BstEII.
En effet, la nucléase S1 possede également une activite
exonucléasique sur 1le DNA double brin; il était donc
indispensable de vérifier que cette enzyme n'avait pas
coupé plus loin que les sites Ndel et BamHI.

Le vecteur ainsi construit se réplique chez E. colil
alors que le réplicoh est tres proche du site NdelI, il est
digéré en 3 points par BstEII en donnant des fragments de
la taille attendue alors que le site BstEII est situé 60
nucléotides plus 1loin que 1le site BamHI; ces reésultats
indiquent que pBF367-11 est exactement conforme au vecteur

désire.
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La carte de restriction de pKBF367-11 est indiquée figure
18.

B- 2eme Etape: Délétion par Scal.

pKBF367-11 est coupé en deux points par Scal; un site
est localisé au niveau des genes de reésistance a 1°
ampicilline, 1l'autre est situé dans le fragment EcoRI-B de
pBFTM10, entre les génes de résistance a la tétracycline
et ceux codant pour la résistance a la clindamycine. La
digestion par Scal n'altére pas 1'expression de la
résistance a la clindamycine. En effet, si 1l'on analyse la
séquence du gene ermF de pBF4 (fig 7) qui posséde 90%
d'homologie avec pBFTM10, aucun site Scal n'est présent.
L'enzyme coupe donc vraisemblablement le fragment apres
l'acide aminé C-terminal. |

Apres digestion par Scal, ligature et +transformation,
nous avons obtenu des clones Kmr possédant un plasmide de
12.8 kb nommeé pKBF367-12. Ce plasmide posséde 1'essentiel
des propriétés de pKBF367-1; en effet, il est mobilisable
par R751 et pRK2013, il se réplique toujours dans les 2
genres bactériens puisque les 2 réplicons sont toujours
intacts, conféere la résistance a la kanamycine chez E.
coli et a4 la clindamycine/érythromycine chez Bacterocides.
La carte de restriction de pKBF367-12 est représentée
figure 18.
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C—~ 3eme Etape: Déletion par HindIII. .

Rasmussen et coll. (65) ont mis en évidence que le geéne
ermF était transcrit a partir d4d'un promoteur situé 230
nucléotides en amont, dans 1la séquence d'insertion
IS4351.
pKBF367—-1 a été construit a partir du fragment EcoRI-B de
pBFTM10; ce fragment possede 400 nucléotides de plus que
le fragment EcoRI-B de pBF4, 200 paires de Dbases
supplémentaires étant situées entre la séquence 1IS<4400 et
le géne ermF (Figure5). Il était donc possible qu'un
promoteur permettant 1l'expression de la résistance a la
clindamycine soit situé dans cette région supplémentaire.
A partir du vecteur pKBF367-12 nous avons réalisé une
digestion ©partielle par HindIII; aprés ligature et
transformation 4'E. coli HB10l, les colonies Kmr ont été
sélectionnés. L'extraction du DNA plasmidique de quelques
clones par la méthode de Grosveld et la digestion des
plasmides obtenus par HindIII nous a permis de
sélectionner un dérivé de délétion de pKBF367-12 de 9.3kb
nommé pKBF367-13.

II Réalisation des cartes de restriction des différents

vecteurs.

Tous ces plasmides ont été extraits par la méthode de
Ish—~Horowicz et Burke, puis digérés par différentes
enzymes de restriction.

Les profils de digestion sont représentés en figure 17.
L'analyse des fragments de restriction obtenus nous a
permis de réaliser les cartes de restriction de la

figure 18.

III Transfert des vecteurs réaliseés.

A—- Transfert vers E. coli.
Les vecteurs qui ont été transférés sont respectivement:
pKBF367-1, pKBF367-11, pKBF367-12 et pKBF367-13; ils
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Figure 17: Profil de digestion des dérives de deélétion.

1 et 11: DNA de phage lambda digéré par HindIII et EcoRI.
A: pKBF367-1 digéré avec: 2, Aval; 3,BstEII; 4, EcoRl; 5,
Aval + BstEII; EcoRI + BstEII.

B: pKBF367-11 digéré avec: 7, Aval; 8, EcoRl + BstEII, 9,
Scal; 10, EcoRlI + Scal.

C: pKBF367-12 digéré avec: 12, Aval; 13, HindII1I; 14,
EcoRI + BstEII; 15, Scal; 16, EcoRI + Scal.

D: pKBF367-13 digeré avec: 17, Aval; 18, EcoRI; 19,
HindII1; 20, Scal.
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Figure 18: Schéma de la construction de pKBF367,
pKBF367-11, pKBF367-12, pKBF367-13 et pKC71.
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étaient tous contenus dans E. coli HB10l. Nous avons
employé également pKC7 et pKC71 qui nous ont servi de

témoins de conjugaison. Les deux plasmides mobilisateurs
R751 et pRK2013 respectivement porteées par E. coli LE392
et E. coli HB10l1l ont été utilisés. Dans tous les cas la
souche réceptrice était E. coli W3350. Afin de pouvoir

comparer les différentes fréquences de conjugaison, avant
d'étre placées sur filtre, +toutes 1les souches étaient
préalablement cultivées sur Luria contenant 50 pg/ml de
streptomycine jusqu‘'a une densité optique de 0.6 a 600nm.

Le résultats de ces conjugaisons sont indiqués dans le
tableau 10.
Conformément aux résultats précedents, on constate que
PKC7 et pKC71 ne sont pas mobilisés par R751.
Le seul marqueur phénotypique des vecteurs pKBF367-12 et
PKBF367-13 s'exprimant chez E. coli est la résistance a
la kanamycine. Cet antibiotique était inutilisable dans
la sélection des transconjugants des croisements ou
PRK2013 était impliqué puisque ce plasmide confere
également la résistance & cet antibiotique. Il nous
était donc impossible d'estimer la fréquence de
conjugaison de ces plasmides avec pRK2013.
Les résultats du tableau 10 indiquent également que la
fréquence de transfert semble augmenter au fur et a
mesure gque la taille des vecteurs diminue; ainsi
 PKBF367-13 est transféré a une fréquence 20 fois plus
forte que pKBF367-1 lorsque R751 est wutilisée comme
plasmide mobilisateur. Néanmoins, dans tous les cas cette
fréquence est comprise entre 10-3 et 10-1%¢.
Les fréquences de transfert obtenus avec R751 et pRK2013
semblent comparables bien que pKBF367-1 soit mobilisé a
une freéequence 10 fois plus grande avec pRK2013 qu'avec
R751. Dans chaque cas, le DNA plasmidique a été analysé,
les reésultats montrent que tous les transconjugants

posseédent un plasmide de la taille attendue (fig19 ).
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i i Ll i

nPlasmides transférés“HElOl(pRKZDlB) “LE392(R751) "
O [ i i
” pKC7 " 9.8%10-3 ” {3.4*10-8 . ”
I | Ap75+Nal100 | Ap75+Nal100 I
I I I I
“ pKC71 " 7.5*%10-4 “ <2.2*10-8 ”
" “ Ap75+NalliooQ “ Ap75+Nalloo0 "
| I I |
“ PKBF367-1 " 1.6%10-3 “ 1.8*%10-4 ”
" . ”’TclO+NallOO ” Tcl10+Nall00 "
I I I I
" pKBF367-11 “ 8.7*%10-4 " 6.8*%10-4 "
" " TclO+Nalloo " Tcl0+Nalloo ”
I I I |
“ PKBF367-12 - "sélection impossible“ 3.0%10-3 “
I ‘ I | Km100+Nall00 I
| [ I |
“ pPKBF367-13 "sélection impossible" 4,.3%10-3 “
“ " " Kml100+Nall1l00 "

I I I I

I JL i J]

Tableau 10: Fréquences de transfert de pKC7, pKC71, pKBF367-1,
PKBF367-11, ©pKBF367-12 et ©pDKBF367-13 obtenus avec R751 et
PRK2013. La souche réceptrice utilisée est E. coli W3350 Nalr,

Les antibiotiques employés pour la sé¢lection des transconjugants
sont indiqués entre parenthéses.
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Figure 19 : Contenu plasmidique des transconjugants d'E. coli
HB101. '

1: pKBF367-1 14,7 kb.
2: pKBF367-11 12,8 kb.
3: pKBF367-12 10,5 kb.
4: pKBF367-13 9,3 kb.
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m T T 1
Plasmides transférés| HB101(pRK2013) LE392(R751)
I

JL it 3j

;i i R i

| PKBF367-1 | 8.6%10-6 | 1.2%10-5 “
| 14.7 kb I I I
I I I I
| PKBF367-11 | 5.9%10-6 | 4.2%10-5 I
| 12.8 kb I I I
I I I I
| PKBF367-12 | 1.4%10-6 | 2.2%10-5 I
| 10.5 kb I I I
I I I I
| PKBF367-13 | 1.8%10-6 | 3.2%10-5 I
| 9.3 kb I I I

Tableau 11: Fréquences de transfert vers Bd4l9 de pKBF367-1,
pPKBF367-11, pKBF367-12, pKBF367-13, obtenues avec R751 et
pRK2013. Les antibiotiques utilisés pour 1la sélection des

transconjugants sont la tétracycline 10 pg/ml et la clindamycine
10pg/ml. La souche réceptrice est naturellement résistante a la
tétracycline.
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Figure 20: Contenu plasmidique des différents transconju-
gants de Bacteroides distasonis 419.

3: pKBF367-1; 5 pKBF367-11; 7 pKBF367-12 et 9 pKBF367-13.

Témoins: 1 et 10 B. distasonis possédant 3 plasmides de
3.9; 9.0; 48 kb.

2 HB10l(pKBF367-1); 4 HB10Ol1l(pKBF367~11);
6 HB10Ol(pKBF367-12); 8 HBlOl(pKBF367-13)
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B—- Transfert vers B. distasonis 419.

Tous les vecteurs ont été utilisés ainsi que les
deux plasmides mobilisateurs. Bd419 a été précultivé sur
BHI jusqu'ia une DO de 0.6 a 600 nm. La conjugaison a été
effectuée en aérobiose pendant 18 heures. Les bactéries
ont ensuite été incubées en anaérobiose sur BHI gélosé
contenant les antibiotiques.

Les résultats de ces transferts sont indiqués dans
le tableau 11 et montrent que 1la résistance a la
tétracycline conférée par 1les vecteurs & E. coli ne
s'exprime pas en anaérobiose; c'est pourquoi il est
possible d'utiliser cet antibiotique pour contre-
sélectionner les bactéries donatrices. |
Les fréquences de conjugaison sont presque 10 fois
supérieures avec R751 qu'avec pRK2013.

Les transconjugants sont apparus sur milieux sélectifs
gélosés au bout de 48 heures a l'exception des
transconjugants mettant en jeu PpKBF367-13 qui étaient
visibles apres 96 heures d'incubation.

Quelques colonies issues de chaque transfert ont ensuite
été réisolées plusieurs fois afin d'éliminer toutes
traces éventuelles 4d'E. coli.

Le contenu plasmidique de chaque colonie a alors été
analysé aprés extraction par la méthode de Ish—-Horowicz
et Burke et électrophorese.

Le résultat de ces électrophoréses représentées figure 20
nous montrent que:

B. distasonis 419 posséde naturellement trois plasmides
de 3.9, 9.1 et 48.5 kb qui, dans le gel d'agarose
existent sous forme super-hélicoidale, circulaire ouverte
et linéaire, c¢ce qui géne assez fortement la mise en
évidence du plasmide transferé. Néanmoins, dans tous les
cas, on distingue clairement que tous les plasmides
indigenes de 1la souches sont présents et ne semblent
avoir subi aucune délétion. Un plasmide supplémentaire
apparait, d'une taille semblable a celle du témoin.
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Cas particulier des transconjugants obtenus avec
PKBF367-13.

Les Dbactéries issus des croisements Bd419,
HB101 (pKBF367-13) et  HB101l(pRK2013) ou LE392(R751)
possedent également un plasmide supplémentaire assez
difficile a mettre en évidence puisqu'il est presque
confondu avec le plasmide indigeéene de 9.8 kb. Ce résultat
indique gque malgré 1la délétion AHindIIl, le gene de
résistance & la clindamycine/érythromycine d4du fragment
EcoRI-B de pBFTM10 demeure fonctionnel. Cette résistance
conférée par pKBF367-13 est néanmoins plus faible que
celle apportée par les autres vecteurs; les bactéries se
développant plus lentement en présence de clindamycine.
Le géne de la résistance a la clindamycine du fragment
EcoRI-D de pBF4 est transcrit a partir d'un promoteur
situé dans la séquence d'insertion de Tn4351 (40, 65). La
région équivalente de Tn<4400 est absente dans pKBF367-13
alors que le géne est néanmoins transcrit. Ce résultat
indique ainsi que 1la séquence de 200 paires de bases
supplémentaires située sur le fragment EcoRI-B de pBFTM10
par rapport au fragment [EcoRI-D de pBF4, possede
vraisemblablement un promoteur permettant 1l'expression du
géne de résistance a la clindamycine.

6. Recherche des régions nécessaires a la mobilisation et
a la réplication de pBF367.

I Construction des dérivés de déletion de
pKBF367-12

La réalisation des vecteurs a été réalisée par
l'insertion de 1l'intégralité de pBF367 dans pPKC7. Si ce
plasmide cryptique permet la réplication chez Bacteroides
et la mobilisation par R751 des vecteurs construits, par
contre, la position méme approximative des régions
conférant ces propriétés est inconnue.
De plus, s8i nous envisageons d'améeliorer encore les

possibilités de transfert de ces vecteurs en diminuant
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leur taille, il est tentant de réduire les dimensions du
pBF367 inséré. pBF367 mesure 4.6 kb; malheureusement , il
est coupé en trés peu de points par les enzymes testees
(figure 18). En effet, seules Xhol, BstEII, Aval et Sacl
" reconnaissent des séquences de pBF367.

L'enzyme Sacl coupe le pBF367 inséré dans pKC7
approximativement en son milieu; de plus, ce site est le
seul de pKBF367-12. Xhol coupe pKBF367-12 en deux points
trés proches séparés par 200 nucléotides environ. La
delétion Xhol-Sacl enléverait environ 2.0 kb de pBF367 et
supprimerait un site BstEII.

Malheureusement les extrémités SacI-Xhol ne sont pas
compatibles; c'est la raison pour laquelle, apreés
digestion partielle par les deux enzymes un traitement a
la nucléase S1 a été effectué conformément au protocole
decrit page 86.

Apres ligature et transformation, nous avons obtenu 120
colonies Xmr dont 60% ‘possédaient des plasmides d'une
taille inférieure a pKBF367-12.

Le DNA des clones suspects a ensuite éteée extrait
par la méthode de Grosveld (page 77), ce qui nous a
permis de sélectionner 4 types de plasmides de tailles
difféerentes noteés pKBF367-12-5, pPKBF367-12-6,
pKBF367-12-7 et pKBF367-12-11.

Les cartes de restriction de ces différents plasmides
ainsi que leurs profils de digestion par Aval sont
représentés en fiqure 22 et 23.

Remarque sur l'action de la nucléase Sl.
A de faibles concentrations ioniques, avec de fortes
concentrations en enzymes la nucléase S1 acguiert une

activitée nucléasique s'exergant sur la DNA bicaténaire.

II Transfert des deriveés de deéleétion.

Les quatre dérivées de deélétions ont ¢été utilises
avec les deux plasmides mobilisateurs; pKBF367-12 a ete
utilisé comme témoin. Les souches réceptrices étaient E.
coli W3350 Nalr et B.distasonis 419.
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L'analyse des transconjugants montre gque tous les
plasmides, gquand 1ils sont mobilisés et qgqu'ils se
répliquent, sont transfeéerés a une fréquence semblable au
témoin soit 2.0*10-2 chez E. coli et 1.0*%10-5 chez
Bacteroides. Les résultats obtenus sont reportés dans le
tableau 12.

Les petits plasmides ne sont pas mobilisés par R751 et ne
se répliquent pas chez Bacteroides. Les genes nécéssaires
& la réplication et 1la région impliquée dans la
mobilisation sont donc localisés dans la partie restante
de ©pB¥F367 de pKBF367-12-11, commengant en bordure de
cette zone puisqu'une délétion supplémentaire de 600

paires de bases entraine la perte de ces 2 propriétés.
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Figure 21: Schéma des différents derivés de délétion de
pKBF367-12.
B= BstEII1, E= EcoRI, S= Sacl, Sa= Sall, Sc= Scal, X=
Xhol.
emmmm = Fragment dérive du pBF367.
C::ﬁ = Fragment EcoRI-Scal du Tn<4<400.

Partie originaire de pxi7.
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CHR.

Figure 22: A— Analyse du contenu plasmidigue des
transformants. 1 a 13 Différents transformants.
14: Témoin pKBF367-12.
B- Profil electrophorétique des

différents dérivés de délétion de pKBF367-12 digérés par
Aval.

1 et 9: A /EcoRI.

2 et 8: A /HIindIII.

3: Témoin pKBF367-12/ Aval.
4: pKBF367-12-5.

S pKBF367-12-6.

6: pKBF367-12-7.

7: pKBF367-12-11.
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It

"Bactérie réceptrice|

i

E. coli W3350 Nalr

= T T ]
|plasmides HB101 (pRK2013) | LE392(R751) I
I I ] 1
| PKBF367-12 | Mob+ Rep+ | Mob+ Rep+ I
| 10.5 kb I I I
|PKBF367-12-6 | Mob+ Rep+ | Mob+ Rep+ I
| 8.7 kb I I I
|PKBF367-12-11 | Mob+ Rep+ | Mob+ Rep+ I
| 8.2 kb I I

| PKBF367-12-5 | Mob+ Rep+ | Mob- Rep+ I
| 7.6 kb I “ I I
pKBF367-12-7 Mob+ Rep+ Mob- Rep+

| |

| 7.5 kb

il

|Bactérie réceptrice|

il

B. distasonis 419

1l

I

!
HB101 (pRK2013) |

mobilisateur indique.
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I
“plasmides " LE392(R751) "
I I I I
| PKBF367—-12 I Mob+ Rep+ | Mob+ Rep+ I
| 10.5 kb I I I
| PKBF367-12-6 | Mob+ Rep+ | Mob+ Rep+ I
| 8.7 kb I I I
"pKBF367—12—11 I Mob+ Rep+ I Mob+ Rep+ I
| 8.2 kb I I I
|PKBF367-12-5 I Mob+ Rep- | Mob- Rep- I
| 7.6 kb I I I
|PKBF367-12-7 I Mob+ Rep- I Mob—- Rep~ |
| 7.5 kb I I I
Tableau 12: Récapitulatifs des différentes propriétés de
transfert des dérivés de délétion.
Rep+ =capable se répliquer dans la Dbactérie reéceptrice
indiquée. Mob+ =pouvant étre mobilisé par le plasmide



7. Transfert des vecteurs construits vers d'autres

membres du genre Bacteroides.

I- Transfert de pKBF367-12 vers Bacteroides
ruminicola.

Tous les vecteurs s'exprimant chez Bacteroides construits
jusqu'a présent se répliquent et s'expriment chez les
Bacteroides apparentés a B. fragilis. Il était
intéressant de tester l'expression de ces vecteurs vers
des Dbactéries génétiquement et écologiquement plus
éloignées: Les Bacteroides du rumen.

Les Bacteroides du rumen jouent un réle fondamental dans
ltassimilation et 1'utilisation des dérivés cellulo-
lytiques par 1les ruminants; 1'existence de vecteurs
génétiques permettant d'étudier 1'expression du DNA de
ces souches est donc d'un intérét primordial.

Plusieurs eéléments nous permettaient de penser que ces
.vecteurs pouvaient étre utilisés.

1- Les Bacteroides du rumen possédent les mémes
profils de résistance aux antibiotigques que les autres
Bacteroides. En effet, 1ils sont +tous sensibles a la
clindamycine et.résistants aux aminoglycosides.

2— Bien que génétiquement assez éloignés, ils
appartiennent néanmoins au méme genre.

I. Choix de la souche.

Les Bacteroides du rumen sont beaucoup plus difficiles a
cultiver que ceux issus du tractus digestif de 1'homme;
leurs exigences métaboliques sont importantes et mal
connues.

De plus, ces Dbactéries constituent un groupe assez
hétérogene; ainsi Bacteroides succinogenes diffeére
énormément de 1'autre espéce prédominante du rumen:
Bacteroides ruminicola. ‘
Nous avons choisi d'essayer de transférer pKBF367-12 vers
Bacteroides ruminicola 23; en effet, cette souche est
1'espece type du groupe (ATCC 19189), elle est assez bien
connue, facile a identifier grace a la présence de son
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unique plasmide, et cultive trés bien sur milieu RCM et
BHI avec des temps de génération semblables & ceux de
Bacteroides fragilis.

De plus, cette souche est sensible & la clindamycine et a

1'erythromycine qui sont les seuls marqueurs utilisables.

I1I- Conjugaison.

La souche réceptrice utilisée pour ce transfert a donc
été B. ruminicola 23. Le vecteur & transférer était
pKBF367—-12 possédé par E. coli HB10l. Les deux plasmides
mobilisateurs R751 et pRK2013 ont été utilisés. B.
distasonis 419 était utilisé comme souche réceptrice
témoin. Le transfert a été effectué comme précédement,
pendant 18 heures en aérobiose, sur filtre d'acétate de-
cellulose déposé sur Luria. Ensuite, les bactéries ont
été remises en suspension et sélectionnées sur milieux
BHI et RCM contenant de la clindamycine et de 1'acide
nalidixique aux concentrations de 10 et 100 pg/ml
respectivement.

Aprés 48 heures d'incubation, des transconjugants issus
de B. distasonis 419 sont apparus a la fréquence
habituelle de 10-53 alors qu'aucun transconjugant
originaire de B. ruminicola 23 n'a été mis en évidence.
Ce résultat pouvait avoir plusieurs explications:

- B. ruminicola 23 n'est peut étre pas la souche
réceptrice idéale. En effet, trés peu de souches
acceptent le vecteur & une fréquence deécelable et il
était possible que la seule souche de B. ruminicola
utilisable soit dans ce cas.

- Les genes permettant la réplication du vecteur et ceux
conférant la résistance a la clindamycine ne sont peut-
étre pas fonctionnels chez B. ruminicola.

C'est pourquoi nous avons ensuite reéalisé un nouveau
vecteur navette a partir d'un plasmide cryptique

originaire de B. ruminicola.
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8. Construction du vecteur pKBR23.

I. Choix du plasmide s'exprimant chez E. coli.
Nous avons utilisé pKC71 qui possede le fragment
EcoRI-B de pBFTM10 inséré au niveau du site EcoRI de
ﬁKC?. La carte de restriction de ce plasmide de 10.1 kb
est indiquée page 110.

II. Choix du ©plasmide originaire de B.
ruminicola.
Bacteroides ruminicola 23 posséde un plasmide cryptique
de 9.5 kb nommé pRRI-7.

Apreés action des enzymes de restriction Aval, BstEII,
clal, BamHl, Pvull, Sacl et Smal, il s'est avéré que
seules BstEII et Clal coupaient ce plasmide et ceci en un
seul point. Nous avons donc choisi d'insérer la totaliteé
de ce plasmide au niveau des sites Clal ou BstEII de
PKC71 en formant ainsi un plasmide hybride de 19.6 kb.
pPKC71 est coupé en deux points par Clal, juste au niveau
du geéne codant pour la résistance a la tétracycline,
c'est pourquoi’une digestion partielle par cette enzyme
était néceéssaire.

III. Construction.

B.ruminicola 23(pRR1-7) a été cultivé sur BHI puis le
DNA plasmidique a été extrait par la méthode de Ish-
Horowicz et Burke avec les modifications apportées a
l'extraction des plasmides de Bacteroides. Deux fractions
différentes de ce ©plasmide ont ensuite éte digérés
séparément par BstEII et par Clal.

De méme, pKC71 a été extrait, puls séparément digéré par
BstEII et Clal (la digestion par Clal étant partielle),
et deéphosphoryle.

Aprés déprotéinisation, 1les plasmides issus de la
digestion par Clal ont été mis en présence et ligaturés,
la quantité de PpRRI-7 étant trois fois plus importante
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que celle de pKC71l. On a procede de méme avec les
fractions digérées par BstEII.

Apres transformation de E. coli HB10l par 500 ng du
produit de 1la ligature, selon le protocole standard
décrit page 86, les bactéries ont été sélectionnées sur
milieu de Luria contenant 10 ug de Tc et 50 pg de Km.

Apres 36 heures d'incubation, aucun transformant n'a été
obtenu avec les produits de la digestion par BstEII; les
extrémités des fragments de DNA sont donc vraisem-
blablement incompatibles.

Par contre, 89 transformants ont été obtenus avec les
plasmides linéarisés par Clal. Ces transformants étaient
tous résistants a la tétracycline, ils possédaient donc
tous le petit fragment Clal situé au niveau de ce
caractere marqueur.

Le DNA des colonies Tcr et Kmr a été analysé en lyse
directe indiquant que 50% d'entre elles possédaient un
plasmide d'une taille plus importante que pKC71.

la Figure 23 montre les profils de DNA plasmidique des
transformants obtenus en lyse directe.

LLe DNA de quelques clones a été extrait par la méthode de
Grosveld puis digéré par différentes enzymes de
restriction, de fagon a 1isoler avec certitude deux
plasmides de 19.5 kb nommés pKBR23-1 et pKBR23-2
differant entre eux par l'orientation du PBR23

inséreé. (voir Figure 23)
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IV. Transfert de pKBR23-1 et PpKBR23-2 par
conjugaison.

Les génes nécessaires a la réplication de ces vecteurs
sont originaires de B. ruminicola, par contre, les geénes
d'antibiorésistance proviennent de E. c¢oli et de B.
fragilis. I1 était donc intéressant de tester Ile
transfert et 1'expression de ces 2 vecteurs chez B.
distasonis 419 et chez B. ruminicola 23.

Pour ces transferts conjugatifs par mobilisation les deux
plasmides mobilisateurs R751 et pRK2013 ont été utilises.
La conjugaison a été effectuée selon le procédé standard
décrit page 86, les transconjugants éventuels ont éteé
incubés en anaérobiose sur milieux BHI et RCM contenant
10 pg/ml de Cli et 100 pg/ml de Nal pour assurer leur
sélection.

Les résultats de ces transfert reportés dans le tableau
13 indiquent que:

- pPKBR23 se réplique chez B. distasonis; les genes
nécessaires & la réplication de pRRI-7 s'expriment donc
dans des bactéries du groupe B. fragilis. Des plasmides
originaires de B. ruminicola peuvent donc étre
naturellement transférés et s'exprimer dans des bactéries
du tractus digestif de 1'homme. Ainsi, il semble qu'il
existe une relation génétique assez étroite entre les
Bacteroides du rumen d'une part, et ceux des organismes
monogastriques d'autre parf, alors que ces Dbactéries
vivent sans aucune rélation, dans des habitats tres
différents.

- Par contre, a la différence de pBF367 et pB8-51,
PBR23 n'est pas mobilisé par 1le R751. Il est neéanmoins
possible que la région permettant cette mobilisation soit
située au niveau du site reconnu par Clal. 11 serait
nécessaire d'insérer le DPRRI-7 en un site ¢loigné de
celui de Clal pour vérifier cette hypothese.

- pKBR23-2 est transféré vers B. ruminicola 23 a une

fréequence de 7*10-7, wuniquement lorsque le plasmide
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mobilisateur pRK2013 est utilisé. Ce résultat indique que
les genes conférant 1la résistance aux macrolides et
lincosamides s'expriment parfaitement chez B. ruminicola.
Il est & noter que cette fréquence de conjugaison est
environ 100 fois moindre que celle obtenue avec pKBF367-1
et ses deérivés chez B. distasonis 419. Il est donc
possible que ces derniers puissent étre +transférés et
s'exprimer a une fréquence plus faible, non décelable,

vers B. ruminicola.
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Figure 23: A: Contenu plasmidique des transformants.

1= Témoin HB101(pECTL).

1420= Transzrmants E. coli.
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Digestion totale

pKBR 23-2-

par Clal Digestion partielle par cClal

|
Ligature

pKBR23_1

Figure 24: Scheéma de la construction de pKBR23-1 et -2.
ZZA—— = Fragment EcoRI-B de pBFTM10.

= pKC7.

= pRRI-T7.
A= Aval, Bs= BstEIl1, B= Bcll, Bl= Ball, C= (Clal, E= EcoRI, H=
HindIII, N= Ndel, Pv= Pvul, Sa= Sall, Sc= Scal, Sm= Smal, X=
Xhol.
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Souches réceptrices

Ir

|

I

plasmides mob| Vecteurs

i

"B.ruminicola 23

]

i

"B.distasonis 419"

= 1 1 i |
I | PXKBF367-12 | <10-8 | 3.2x10-3 I
| PRK2013 | pXBR23-1 I 2.7%10-7 || 1.7%10-5 I
I | PKBR23-2 I 7.0%10-7 | 0.8%10-5 I
I I I I I
I | pKBF367-12 | <10-8 | 2.4%10-s I
| R751 | PKBR23-1 I <10-8 | <10-s I
I | PKBR23-2 I <10-8 | <10-s I
I I I I I
I I I I |

Ji

Jl

Tableau 13: Fréquences de conjugaison obtenues lors des
transferts de pKBF367-12,

Bra3.
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9— Utilisation des vecteurs construits dans 1'étude de

l1'insertion de fragments de DNA.

I Clonage de geénes de Bacteroides.

Le seul marqueur de nature plasmidique actuellement
utilisable chez Bacteroides est celui codant pour la
résistance & la clindamycine/érythromycine. Pourtant, la
disponibilité d'un deuxieme caractére marqueur rendrait
des services appréciables; il serait ainsi possible par
exemple d'introduire dans une méme bactérie, 2 fragments
de DNA portés par des plasmides différents.

C'est pourquoi nous avons décidé de cloner chez E.
coli, dans le but de le retransférer vers Bactéroides, un
gene impliqué dans une résistance aux antibiotiques. De
plus, le clonage d'un tel caractere, facile & mettre en
évidence, nous permettrait de +tester 1'efficacité des
vecteurs construits.

A—- Choix du caractére marqueur.
Le fragment de DNA A4 cloner devait étre de petite taille
et susceptible de s'exprimer chez E. coli.
La seule souche réceptrice de Bacteroides disponible
devait étre sensible & l'antibiotique dont la résistance
est codée par ce geéne.
Nous avons donc choisi de cloner le géne impliqué dans la
résistance a la carbénicilline. En effet, la protéine
synthétisée est d'une taille comparable & celle de la B-
lactamase codée par le PpBR322; soit 15000g9. environ. De
plus, B. distasonis 419 est +treées sensible a la
carbénicilline puisque des concentrations de 10 nug/ml
inhibent sa croissance.

B— Choix du vecteur,
Le vecteur utilisé devait étre de petite taille, pouvoir
s'exprimer chez Bacteroides, ne porter aucun geéne codant
pour la synthése de PB-lactamases. C'est pourquoi nous

avons choisi ©pKBF367-12 qui réunissait +toutes ces
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conditions. Ce plasmide de 10.5 kb, coupé en un point par
Clal et Sall a donc été utilisé pour le clonage.

C—- Choix de la souche résistante a la
carbénicilline.
Nous avons choisi B. fragilis 344 qui est 1la plus
résigtante a la carbénicilline de tous les Bacteroides
testés. Cette bactérie prolifere a des concentrations en
carbénicilline atteignant 400 pug/ml sans diminution
apparente de son temps de génération.

D- Clonage.

Le DNA chromosomique de B. fragilis 344 a été extrait
et purifié selon la méthode de Dhaese et coll. (15) puis
séparé en deux fractions. Un échantillon a &té
partiellement digéré par Sall, l'autre par Clal. Le DNA
chromosomique issu de ces digestions a ensuite été
électro—élué selon le protocole de la page 84 afin de
conserver uniquement les fragments de DNA d'une taille
comprise entre 8000 et 3000 paires de bases.
Parallelement, deux fractions de DpKBF367-12 ont éte
gséparément digérées par ces mémes enzymes. Chaque
échantillon contenant les fragments linéarisés par Sall
ou Clal du vecteur a été déphosphorylé puis mis en
présence avec le DNA chromosomique partiellement digére
par les mémes enzymes. La quantité de DNA chromosomique
était 3 fois supérieure & celle de vecteur (1.5 ug contre
0.5).

Apres ligature selon le protocole de King et coil., le
DNA de chaque échantillon a été transféré par
transformation vers une souche d'E. coli HB1O1l.

Les bactéries issues de la transformation ont ensuite éteé
incubées pendant 6 heures sur Luria contenant 20 ug/ml de
carbénicilline afin d'amplifier le nombre de
transformants éventuels. La culture bactérienne a ensuite
été directement étalée sur milieu sélectif renfermant 100
png/ml de Cb et 50 pg/ml de Km; quelques boites contenant
uniquement Km étaient utilis¢es comme témoin de

transformation.
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Apres 48 heures d'incubation aucun, transformant Cbr Kmr
n'est apparu. Ce résultat négatif pouvait avoir plusieurs
explications:

1- 'Leé génes conférant la résistance a la
carbénicilline chez Bacteroides ne s'expriment pas chez
E. coli. Ceci est néanmoins assez peu probable puisque
jusqu'a présent, la treés grande majorité des genes
originaires de Bacteroides sont actifs chez E. coli
(Tableau 5).

2- La préincubation des souches dans du Luria avec 20
pg/ml de Cb a été létale pour la grande majorité des
transformants, y compris <ceux ayant regu le géne
recherche.

En effet, le nombre de transformants se développant
ensuite sur Km est seulement de 50 a la dilution 10¢0.

3- Le geéne recherché est coupé par les deux enzymes
utilisées. Pour éviter cet inconvénient nous avons
employé deux enzymes différentes, chaque digestion étant
partielle.

11 Clonage de génes de bactéries aérobies.
Parallelement a ce résultat négatif, le clonage de géne
de bactéries aérobies vers Bacteroides a été réaliseé.

En effet, jusqu'a présent, aucun fragment de ’DNA
originaire de Dbactéries aérobies ne s'exprime chez
Bacteroides. C'est pourquoi nous avons entrepris le
clonage des geénes du transposon Tn501 conférant la
résistance aux sels de mercure.

Ce +travail & été réalisé par Y.Tierny (60, 95). La
totalité du pUB781 (5), plasmide constitué de ColEl et du
Tn501 a été insérée au niveau du site Smal de pKBF367-1
et pKBF367-12.

Les transformants E. coli ayant regu ce plasmide hybride
présentaient une résistance au HgCl: a une concentration
de 20mg/ml. Malheureusement, ce plasmide, wune fois
transféré chez B. distasonis 419 par conjugaison ne

conférait pas la résistance au mercure a cette souche. Ce
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plasmide hybride n'avait pourtant subi aucune délétion
lors de son transfert vers B. distasonis puisqu'une fois
extrait des transconjugants et retransféré vers E. coli,
il conférait a nouveau la résistance au sels de mercure
aux transformants.

Ce résultat démontrait néanmoins gque les wvecteurs de
clonage dériveés de pKBF367-1 étaient parfaitement
capableé de transférer des fragments de DNA de E. coli

vers Bacteroides et vice-—-versa.
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—CONCLUSION —




Jusqu'a présent, la génétique de Bacteroides est
principalement limitée a 1'étude des différents
transposons possédant les genes de la résistance a la
clindamycine, ainsi qu'a 1la recherche du mode de
transfert conjugatif de la résistance a la teétracycline.

La seule méthode actuellement utilisable qui
permette de transférer du matériel génétique vers
Bacteroides est basée sur 1l'utilisation de vecteurs
navettes transmis par conjugaison ou par transformation.

Les vecteurs que nous avons réalisés possedent des

qualités au moins égales a ceux construits par Guiney et
coll. (28), Salyers et coll.(75, 96), et Smith (84).
En effet, les vecteurs de la série pKBF367 ont une taille
comprise entre 14.7 kb (pKBF367-1) et 8.2 kb (pKBF367-12
7) alors que pDPI (28) et DPES5-2 (71) mesurent 19 et 17 kb
respectivement. Or il est connu que la ({fréquence de
transfert est d'autant plus grande que le matériel
génétique transféré est de petite taille (70).

Ces vecteurs sont mobilisés par deux types de plasmides
de groupes d'incompatibiliteé différents: R751 et pRK2013.
Les fréquences de conjugaison sont voisines dans les deux
cas et atteignent 10-5 vers Bacteroides.

Les plasmides sont maintenus d'une fagon stable puisque
jamais nous n'avons pu mettre en évidence de dérivés de
délétion dans les souches ayant regu les vecteurs.

Malgré leur taille, les plasmides reéalisés possedent un
grand nombre de caracteres marqueurs dans lesquels il est
possible de cloner; ainsi, pKBF367—-1 code pour les
résistances a la tétracycline, 1'ampicilline et 1la
kanamycine qui s'expriment chez E. coli ainsi que la
résistance a la clindamycine qui s'exprime chez
Bacteroides.

PKBF 367-12 posséde encore 8 sites uniques de coupures.
PKBF367-12—-11, un des plus petits plasmides construits
porte encore 2 caractéres marqueurs: les résistances a la

kanamycine et & la clindamycine.
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Comme PpBFTM10 et pB8-51, pBF367 est mobilisé par R751.
Chez pBFTM10, la région mob est tres dloignée des genes
intervenant dans sa répllication (Figure 8). Par contre,
les délétions réalisées a partir de pKBF367-12 ont permis
de mettre en évidence que chez pBF367, ces deux régions
sont +tres proches voir méme contigues. En effet,
PKBF367-12-11 est mobilisable par R751 et se réplique
chez Bacteroides alors que pKBF367-12-5 ne possede plus
ces deux prapriétés bien qu'il mesure 600 paires de bases

de moins seulement.

Malheureusement, trés peu de souches réceptrices
sont capables de recevoir ces vecteurs. Ces résultats
quoique surprenants ne sont pas exceptionnels puisque
PE5-2 est transféré a une fréquence satisfaisante de 10-53
a 10-4 uniquement vers B. uniformis 1004 (75). De méme,
Guiney utilise uniquement B. fragilis 638 et ses dériveés
pour transférer pDPI. (28).

Nous obtenons des transconjugants a une freéquence
décelable uniquement avec B. distasonis 419. Ainsi, aucun
transconjugant n'a été mis en évidence lorsque la souche
dont est originaire pBF367 était utilisée. Pourtant, nous
avons employé plusieurs variantes de 1la méthode de
conjugaison décrite, en augmentant les temps de contact,
les concentrations cellulaires, les conditions
d'incubation, en ajoutant des quantités sous—inhibitrices
de c¢lindamycine ou de teétracycliine, sans observer une
augmentation notable de la fréquence de transfert.

Toutes les Dbactéries wutilisées sont des souches
sauvages provenant d'isolats cliniques, elles sont toutes
restriction +, ce qui explique que 1les fréquences de
transfert demeurent toujours assez faibles. Néanmoins,
aucune étude génétique de transfert de DNA de Bacteroides
vers Bacteroides ou de E. coli vers Bacteroides ne pourra
étre entreprise sans résoudre 1le probleme du faible
nombre de souches réceptrices potentiellement

utilisables.
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La transformation décrite par ©Smith (85), Dbasée sur
l1'utilisation de PEG, reste limitée & un faible nombre de
souches et & de petits plasmides. La transformation des
bactéries par ¢électroporation semble beaucoup plus
universelle et applicable a Bacteroides en ajustant la
puissance ei la durée du champ électrique appliqué. Cette
technique a déja été utilisée avec succes pour transférer
du DNA vers des bactéries réfractaires aux méthodes
classiques de transformation.

L'idéal serait de disposer d'un vecteur capable de
se répliquer et de s'exprimer dans toutes les bactéries
du genre bBacteroides. Mais le genre est mal défini, i1l
existe d'assez grandes différences génétiques entre les
bactéries du tractus digestif de 1'homme et celles du
rumen par exemple (Figure 134).

Les génes originaires de Bacteroides s'expriment parfois
assez difficilement chez E. coli; c'est pourquoi il
serait intéressant d'étudier leur expression vers
d'autres souches de Bacteroides. pKBF367-12 ne semble pas
s'exprimer vers les bactéries du rumen comme Bacteroides
ruminicola. Nous avons donc construit pKBR-23 a partir
d'un plasmide cryptique pRRI-7 contenu dans la souche
type du genre: ATCC 19189.

Ce plasmide se réplique chez B. distasonis et peut
également étre transféré, se répliquer et s'exprimer chez
B. ruminicola. Un tel vecteur pourrait ainsi permettre de
transférer des génes de bactéries du rumen, s'exprimant
difficilement chez E. coli, vers des bactéries du genre

Bacteroides.

Nous avons également tenté de cloner les génes conférant
la résistance a 1la carbénicilline sans succes. Les
carbénicillinases sont +trés spécifiques des molecules
apparentées a cet antibiotique, elles dégradent plus
difficilement les autres PB-lactames. Il est possible que

que cette resistance ne s'exprime pas chez E. coli
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puisque la résistance a la clindamycine ne s'exprime pas
chez cette bactérie(28).

Jusqu'a présent, aucun geéne de bactéries aérobies ne
s'exprime chez Bacteroides. Nous avons tenté de cloner le
Tn501 porteur de 1la résistance au mexcure originaire de
Yersinia enterocolitica. Celui-ci, wune fois introduit
dans Bd419, n'augmente pas de fagon significative la
résistance aux sels de mercure. Plusieurs hypothéses
peuvent expliquer ce phénoméne.

1- Le géne n'est peut étre pas transcrit ou
incompletement. Il est a noter en effet que le geéne
conférant la résistance a la clindamycine des transposons
Tn4351, Tn4400, Tn4551 est transcrit par un promoteur de
Bacteroides alors qu'il est vraisemblablement originaire
d'autres genres bactériens (40). Il est donc possible que
seul un promoteur de Bactercides permette l'expression de
la résistance aux sels de mercure de Tn501.

2- Il est possible que le produit du géne reste
localiseé dans des compartiments cellulaires ne permettant
sa mise en évidence.

3~ Les protéines synthétisées peuvent également
étre détruites par des protéases au fur et & mesure de
leur formation.

C'est pourquoi, il serait intéressant de wvérifier ces
hypotheéses en recherchant parmi les Bacteroides possédant
le pUB781, le mRNA correspondant aux génes conférant la
résistance au mercure ce qui permettrait de savoir si

ceux—ci sont transcrits.

Développements actuels et futurs.

Nous avons avons également inséré dans pKBF367-12
l'opéron lactose Tn951. En effet, cet opéron est +trés
connu ce qui ne peut gque faciliter 1'étude de sa
transcription chez Bacteroides. Mais 1la seule souche
réceptrice: Bd41l9, est lactose +; c'est pourquoi il est

indispensable d'isoler un mutant lactose— de Bd4l9 ou de
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trouver une autre souche réceptrice ne metabolisant pas
le lactose. Ce travail est en cours de réalisation.

Les bactéries du genre Bacteroides possedent un
métabolisme complexe permettant d'hydrolyser les
polysaccharides. Nous avons cloné chez E. coli, A& partir
de Bacteroides thetaiotaomicron, des enzymes intervenant
dans 1l'hydrolyse du dextran. Ce travail a été reéalisé par
J. C. Joncquiert. Il semble qu‘il existe une grande
quantiteé d'enzymes différentes puisque 10 clones
possédant des plasmides hybrides ayant des inserts
différents ont été isolés. Ces genes s'expriment tres mal
chez E. coli ce qui rend leur étude trés difficile wvoir
impossible; il serait intéressant de les retransférer,
vers un Bacteroides n'hydrolysant pas le dextran, grace a
un vecteur navette, comme ceux déja réalisés.

Les Bacteroides du rumen participent activement a
1'hydrolyse des dérivés cellulolytiques ainsi,
Bacteroides ruminicola a une activité hémicellulolytique
B. succinogenes (nouvellement renommé Fibrobacter succi-
ndgenes) est une des bactéries les plus cellulolytiques
du rumen. Malheureusement, ces micro—-organismes sont
difficiles a cultiver, leur croissance nécessite
l'adjonction de 40% de jus de rumen, ce qui rend le
clonage des enzymes potentiel lement intéressantes

d'autant plus nécessaire.
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RESUME

Un vecteur navette s'exprimant chez Escherichia coli ét

Bacteroides a été construit par 1'association d'un plasmidé
cryptique de 4.6 kb: pBF367 originaire d'une souche de
Bacteroides fragilis, de PpKC7: plasmide de 5.9 kb dérivé de
PBR322 et du fragment EcoRI-B de pBFTM10.
Ce plasmide de 14.7 kb nommé pKBF367—-1 confere la résistance a
la clindamycine-érythromycine chez Bacteroides et a 1'ampi-
cilline, la kanamycine et la tétracycline chez E. coli. Ce
vecteur est mobilisé par les plasmides des groupes d'incom-
patibilité ColEl et PB; il est transféré vers Bacteroides
distasonis par conjugaison & la fréquence de 10-5.

Des dérivés de pKBF367-1 d'une taille comprise entre 14.7
et 8.4 kb ont été réalisés.

Des délétions de ces plasmides au niveau du pBF367 inséré
ont permis de localiser la région nécessaire & leur répli-
cation chez Bacteroides ainsi que celle permettant leur
mobilisation par R751.

Nous avons ensuite réalisé un vecteur navette & partir
d'un plasmide cryptique d'une souche de Bacteroides du rumen.
Ce vecteur mobilisé par pRK2013 est transféré par conjugaison
et s'exprime chez E. coli, B. distasonis, et B. ruminicola.

L'insertion dans ces vecteurs de fragments de DNA
originaires de bactéries aérobies et de Bacteroides a été
réalisée. L'expression des geénes clonés y est discutée.

Ces résultats indiquent que ces plasmides peuvent étre
utilisés pour cloner des geéenes de Bacteroides chez E. coli
puis étudier leur expression dans des souches de Bacteroides

hétérologues.



