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I N T R O D U C T I O N  



S u r  l a  t e r r e ,  l ' a t m o s p h è r e  p r i m i t i v e  é t a i t  c o n s t i t u é e  

d e  méthane ,  d ' a z o t e ,  d 'ammoniac,  d e  g a z  c a r b o n i q u e  e t  

d ' h y d r o g è n e .  C ' e s t  a i n s i  q u e  l e s  p r e m i e r s  ê t r e s  v i v a n t s  s e  

s o n t  d é v e l o p p é s  e n  a b s e n c e  d ' o x y g è n e  e n  u t i l i s a n t  d e s  

p r o c e s s u s  m é t a b o l i q u e s  se  d é r o u l a n t  en  m i l i e u  r é d u c t e u r .  

E n s u i t e ,  p r o g r e s s i v e m e n t ,  l ' a t m o s p h è r e  t e r r e s t r e  a 

s u b i  un e n r i c h i s s e m e n t  en  oxygène .  Ceci é t a n t  dû  au  

déve loppement  d e s  p r e m i e r s  o r g a n i s m e s  p h o t o s y n t h é t i q u e s  e t  

a y a n t  p o u r  conséquence  d e  r e p o u s s e r  d a n s  d e s  n i c h e s  

é c o l o g i q u e s  a n a é r o b i e s  l e s  o r g a n i s m e s  q u i  j u s q u ' a l o r s  

o c c u p a i e n t  t o u t e  l a  s u r f a c e  d e  l a  t e r r e .  Les b a c t é r i e s  

a n a é r o b i e s  o n t  a i n s i  pu s u r v i v r e  d a n s  d e s  h a b i t a t s  a u s s i  

d i f f é r e n t s  que  l e u r  mé tabo l i sme  l e u r  p e r m e t t a i t .  On l e s  

t r o u v e  d a n s  l e s  lacs ,  l e s  f o n d s  d e s  o c é a n s ,  l ' humus  ou 

e n c o r e  l e  t r a c t u s  d i g e s t i f  d e  l ' e n s e m b l e  d e s  animaux.  

P a s t e u r ,  en 1857 ,  f u t  l e  p r e m i e r  à mettre en  é v i d e n c e  

l ' a c t i v i t é  d e  mic ro -o rgan i smes  a n a é r o b i e s  ( B o u l a n g e r ,  1923;  

Hungate ,  1 9 8 5 ) .  I l  mon t r a  s u c c e s s i v e m e n t :  

- q u e  l a  f e r m e n t a t i o n  a l c o o l i q u e  s e  d é r o u l e  en  a b s e n c e  

d ' o x y g è n e ,  q u ' e l l e  e s t  d u e  a d e s  l e v u r e s  q u i  demeuren t  

p a r f a i t e m e n t  v i v a n t e s  e t  p e u v e n t  se  m u l t i p l i e r  au c o u r s  du 

p r o c e s s u s .  

- q u e  ces mêmes l e v u r e s  p e u v e n t  v i v r e  e t  se  m u l t i p l i e r  en 

a é r o b i o s e  en  n ' o x y d a n t  a l o r s  l e s  s u c r e s  q u ' e n  C O 2  ( s a n s  

a c c u m u l a t i o n  d ' a l c o o l ) .  Dans c e  c a s ,  l a  q u a n t i t é  d e  s u c r e s  

consommée é t a n t  p l u s  f a i b l e  ( e f f e t  P a s t e u r ) .  

- q u e  d i f f é r e n t e s  f e r m e n t a t i o n s  a b o u t i s s a n t  a u x  

a c c u m u l a t i o n s  d  ' a c i d e  b u t y r i q u e  ou d  ' a c i d e  l a c t i q u e  s o n t  

p r o v o q u é e s  p a r  d e s  mic ro -o rgan i smes ;  q u e  c e t t e  a c c u m u l a t i o n  

n e  s e  f a i t  q u ' e n  a n a é r o b i o s e  e t  que  l ' o x y g è n e  t u e  l e s  

mic ro -o rgan i smes  r e s p o n s a b l e s .  

- que  l a  t r a n s f o r m a t i o n  d e  l ' é t h a n o l  en  a c i d e  a c é t i q u e ,  

l o r s  d e  l a  f a b r i c a t i o n  du  v i n a i g r e ,  n e  p e u t  a v o i r  l i e u  



q u ' e n  p r é s e n c e  d ' u n e  f o r t e  a é r a t i o n  e t  q u ' e l l e  e s t  d u e  à un 

micro-organisme d é t r u i t  d è s  q u e  l ' a é r a t i o n  c e s s e .  

C ' e s t  a i n s i  q u ' i l  m i t  e n  é v i d e n c e  l ' e x i s t e n c e  d e  

g r a n d e s  d i f f é r e n c e s  m é t a b o l i q u e s  s e l o n  qu  'un o r g a n i s m e  

comme l a  l e v u r e  ( c ' e s t  à d i r e  a é r o - a n a é r o b i e )  s e  

d é v e l o p p a i t  en p r é s e n c e  ou en  a b s e n c e  d ' o x y g è n e .  

A l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  l ' é t u d e  d e s  b a c t é r i e s  a n a é r o b i e s  

e s t  t r è s  i n t é r e s s a n t e  a u s s i  b i e n  d u  p o i n t  d e  vue  m é d i c a l  

q u e  du  p o i n t  d e  vue  b i o t e c h n o l o g i q u e .  En e f f e t ,  ces 

b a c t é r i e s  s o n t  s o u v e n t  r e s p o n s a b l e s  d ' i n f e c t i o n s  e t ,  d e  

p l u s ,  e l l e s  p o s s è d e n t  un m é t a b o l i s m e  s u s c e p t i b l e  

d ' i n t é r e s s e r  l e s  i n d u s t r i e s .  Parmi  c e s  b a c t é r i e s  a n a é r o b i e s  

se  t r o u v e  l e  g e n r e  B a c t e r o i d e s .  

Dans l a  neuvième é d i t i o n  du  B e r g e y ' s  manual ,  Holdeman 

e t  a l .  (1984) c l a s s e n t  B a c t e r o i d e s  d a n s  l a  f a m i l l e  d e s  

B a c t e r o i d a c e a e .  C e t t e  f a m i l l e  e s t  c o n s t i t u é e  d e  b a c t é r i e s  

a n a é r o b i e s  s t r i c t e s ,  Gram-néga t ives ,  n e  fo rman t  p a s  d e  

s p o r e s ,  q u e  l ' o n  r e n c o n t r e  s o u s  forme d e  b a c i l l e s  d r o i t s ,  

c o u r b e s  ou en s p i r a l e .  Ces  b a c t é r i e s  s o n t  éga l emen t  m o b i l e s  

ou non e t  s o n t  t o u t e s  c h i m i o - o r g a n o t r o p h e s .  L ' a n a b o l i s m e  

t r o u v e  s o n  é n e r g i e  g r â c e  à l ' o x y d a t i o n  d e s  m o l é c u l e s  

o r g a n i q u e s .  Les  b a c t é r i e s  d e  c e t t e  f a m i l l e  m é t a b o l i s e n t  l e s  

s u c r e s ,  l e s  p e p t o n e s  e t  l e s  m é t a b o l i t e s  i n t e r m é d i a i r e s .  La 

p l u p a r t  d e  c e s  b a c t é r i e s  p r o d u i s e n t  d e s  a c i d e s  o r g a n i q u e s  

t e l s  q u e  l e  s u c c i n a t e ,  l ' a c é t a t e ,  l e  b u t y r a t e ,  l e  l a c t a t e ,  

l e  p r o p i o n a t e  ou e n c o r e  l e  f o r m a t e .  

Dans l a  f a m i l l e  d e s  B a c t e r o i d a c e a e ,  Holdeman a d é f i n i  

13 g e n r e s  d o n t  l e s  noms e t  l e s  p r i n c i p a l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

s o n t  r e g r o u p é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  1. 

Le g e n r e  B a c t e r o i d e s  e s t  l e  p l u s  r e p r é s e n t é  en  nombre 

e t  l e  p l u s  connu .  Ce g e n r e  a  p o u r  e s p è c e  t y p e  B. f r a g i l i s .  



Les b a c t é r i e s  d u  g e n r e  Bacteroides s o n t  d e s  b a c i l l e s  d r o i t s  

non m o b i l e s  q u i  p r o d u i s e n t  p a r  f e r m e n t a t i o n  d e s  s u c r e s  e t  

d e s  p e p t o n e s :  d u  s u c c i n a t e ,  du  p r o p i o n a t e  e t  d e  l ' a c é t a t e .  

Holdeman et al. ( 1 9 8 4 )  o n t  s u b d i v i s é  l e  g e n r e  

Bacteroides en  39  e s p è c e s ;  ce l les -c i  pouvan t  se  c l a s s e r  en  

deux  g r o u p e s :  l e s  a s a c c h a r o c l a s t i q u e s  r e p r é s e n t é s  p a r  

Bacteroides ureolyticus, B. praeacutus, B. gracilis, B. 

nodosus, B. pneunosin tes, B. putredinis, B. coagulans, B. 

gingivalis, B. asaccharolyticus; l e s  s a c c h a r o c  l a s t  i q u e s  

q u i  s o n t  r e p r é s e n t é s  p a r  l e s  30 a u t r e s  e s p e c e s .  T o u t e s  c e s  

e s p e c e s  s o n t  r e p o r t é e s  a u  t a b l e a u  2 .  

En f a i t ,  l e s  d i f f é r e n t e s  e s p è c e s  composant  l e  g e n r e  

Bacteroides o n t  d e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  a s s e z  peu homogènes 

q u e  ce s o i t  d ' u n  p o i n t  d e  v u e  h a b i t a t ,  c o m p o s i t i o n  

chromosomique ( %  GC) ou e n c o r e  d ' u n  p o i n t  d e  vue  c a r a c t è r e s  

m é t a b o l i q u e s .  De c e  f a i t ,  on t r o u v e  r é g u l i è r e m e n t  d a n s  l a  

l i t t é r a t u r e  d e s  p r o p o s i t i o n s  d e  r e c l a s s i f i c a t i o n  d ' e s p è c e s  

j u s q u ' a l o r s  a p p a r e n t é e s  à Bacteroides d a n s  d ' a u t r e s  g e n r e s  

ou d e s  p r o p o s i t i o n s  d ' i n c o r p o r a t i o n  d ' e s p è c e s  n o u v e l l e m e n t  

c a r a c t é r i s é e s .  

Shah e t  C o l l i n s  e n  1981  i s o l è r e n t  d e  l a  bouche 3 

n o u v e l l e s  e s p è c e s  q u i  o n t  é t é  a p p e l é e s  Bacteroides 

buccalis, B. denticola e t  B. pentosaceus. En 1983 ,  Watabe 

et al. i s o l e n t  une  a u t r e  e s p è c e  d e  l a  c a v i t é  b u c c a l e  q u i  a  

p o u r  nom Bacteroides veroralis. C e t t e  s o u c h e  é t a n t  p r o c h e  

d e  Bacteroides oralis e t  B. buccalis e t  a y a n t  un % GC d e  

42.  Des v a s e s  d ' é g o u t ,  P a t e l  en 1983  a i s o l é  Bacteroides 

polypragmatus q u i  e s t  une  s o u c h e  a y a n t  un % GC d e  6 1 .  Du 

même h a b i t a t ,  Murray et al. ( 1 9 8 4 )  i s o l e n t  Bacteroides 

celluloso2vens. En 1985 ,  l e  nom d e  Bac teroides 

heparinolyticus a é t é  p r o p o s é  p o u r  une  s o u c h e  i d e n t i f i é e  

p a r  Okuda et al.. E n f i n ,  en  1986 ,  J e n s e n  e t  C a n a l e - P a r o l a  

o n t  m i s  en é v i d e n c e  2 e s p è c e s  n o u v e l l e s .  I l  s ' a g i t  d e  

Bacteroides pectinophilus e t  B. galacturonicus q u i  v i v e n t  



d a n s  l e  t r a c t u s  d i g e s t i f  d e  l'homme e t  q u i  o n t  

r e s p e c t i v e m e n t  p o u r  v a l e u r s  d e  % GC,  4 5  e t  3 6 .  

D ' a u t r e  p a r t ,  Shah  e t  C o l l i n s  ( 1 9 8 2 a ;  1982b)  o n t  

p r o p o s é  une r e c l a s s i f i c a t i o n  p o u r  2  e s p è c e s .  A i n s i ,  

Bacteroides hypermegas s e r a i t  r e c l a s s é  en  Megamonas 

hypermegas e t  B. mu1 tiacidus en  Mitsuokella mul tiacidus. D e  

p l u s ,  p l u s i e u r s  a u t r e s  e s p è c e s  o n t  é t é  reclassées comme B. 

microfusus en Rikenella microfusus ( C o l l i n s  et al., 1 9 8 5 ) ,  

B. termi tidis e n  Sebaldella termitidis ( C o l l i n s  e t  Shah ,  

1 9 8 6 a ) ,  B. praeacutus e n  Tissierella praeacuta ( C o l l i n s  e t  

Shah,  1986b)  e t  B. furcosus en  Anaerorhabdus furcosus (Shah  

e t  C o l l i n s ,  1 9 8 6 ) .  

Pa rmi  l e s  b a c t é r i e s  a s a c c h a r o l y t i q u e s  p i g m e n t é e s  en 

n o i r ,  on n o t e  é g a l e m e n t  d e s  m o d i f i c a t i o n s .  A i n s i ,  Van 

Winke lhof f  et al. ( 1 9 8 5 )  i s o l e n t  d e  l a  bouche  une  n o u v e l l e  

e s p è c e :  Bacteroides endodontalis. Cel le-c i  n ' e s t  p a s  r e s t é e  

l ong temps  c l a s s é e  pa rmi  l e s  e s p è c e s  du  g e n r e  Bacteroides 

car en  1988 Shah  e t  C o l l i n s  o n t  r e c l a s s é  Bacteroides 

asaccharolyticus, B. gingivalis e t  B. endodon talis d a n s  un 

nouveau g e n r e :  Porphyromonas. En e f f e t ,  c e s  t r o i s  b a c t é r i e s  

p i g m e n t é e s  a s a c c h a r o l y t  i q u e s  o n t  d e s  p r o p r i é t é s  

b i o c h i m i q u e s  n e t t e m e n t  démarquées  d e  c e l l e s  d e  Bacteroides 

fragilis. 

Parmi  l e s  Bacteroides du rumen, B. succinogenes a peu 

d ' h o m o l o g i e  a v e c  d ' a u t r e s  Bacteroides. D ' a i l l e u r s ,  en 1988 ,  

Montgomery et al. l ' o n t  r e c l a s s é  d a n s  l e  g e n r e  Fibrobacter 

e t  1 ' o n t  a p p e l é  Fibrobacter succinogenes. De p l u s ,  

Bacteroides amylophilus a é t é  a f f i l i é  aux b a c t é r i e s  

p o u r p r e s  p a r  S t a c k e b r a n d t  e t  Hippe (1986)  e t  a  é t é  renommé 

Ruminobacter amylophilus. Scho l t en -Koer se lman  et al. ( 1 9 8 6 )  

o n t  i s o l é  une n o u v e l l e  e s p è c e  d a n s  l e  f u m i e r  d e  b o v i n s ;  

c ' e s t  une  souche  q u i  a un % GC c o m p r i s  e n t r e  34 e t  36 e t  

q u i  a é t é  nommée Bacteroides xylanolyticus. 



S u r  l e  p l a n  g é n é t i q u e ,  l e  g e n r e  Bacteroides e s t  

d i s t a n t  d e s  a u t r e s  b a c t é r i e s  Gram-néga t ives .  En e f f e t ,  

P a s t e r  et al. ( 1 9 8 5 )  e t  Weisburg  et al. ( 1 9 8 5 )  o n t  démon t r é  

p a r  a n a l y s e  d e s  r R N A  1 6 s  q u e  Bacteroides e t  Fusobacterium 

s o n t  p r o c h e s  d e s  F l a v o b a c t é r i e s  e t  d e s  C'ytophagaceae. 

A i n s i ,  S a l y e r s  et al. en  1987 s u g g è r e n t  q u e  l a  s é p a r a t i o n  

du g r o u p e  Flavobacterium Bacteroides d e s  a u t r e s  e u b a c t é r i e s  

s e  s e r a i t  e f f e c t u é e  a v a n t  l a  s é p a r a t i o n  d e s  b a c t é r i e s  

G r a m - p o s i t i v e s ,  d e s  b a c t é r i e s  p o u r p r e s  a i n s i  q u e  d e s  

C y a n o b a c t é r i e s .  A f i n  d e  p r o u v e r  q u ' i l  e x i s t e  une  g r a n d e  

h é t é r o g é n é i t é  d a n s  l e  g e n r e  Bacteroides, P a s t e r  et al. 

(1985)  o n t  d é t e r m i n é  d e s  p o u r c e n t a g e s  d ' h o m o l o g i e  p a r  

h y b r i d a t i o n  DNA chromosomique / r R N A  1 6 s  e n t r e  l e s  s o u c h e s .  

I l s  o n t  t r o u v é  3 g r o u p e s :  un q u i  e s t  r e p r é s e n t é  p a r  l e s  

Bacteroides a p p a r e n t é s  à B. fragilis, c ' e s t  à d i r e  B. 

fragilis, ovatus., vulgatus, thetaiotaomicron e t  uniformis; 

un r e p r é s e n t é  p a r  Bacteroides ruminicola e t  Pusobacterium 

e t  l e  d e r n i e r  r e p r é s e n t é  p a r  Bacteroides distasonis. C e  

d e r n i e r  g r o u p e  é t a n t  p h y l o g é n é t i q u e m e n t  r e l a t i v e m e n t  

é l o i g n é  d e s  deux  p r e m i e r s  ( s e  r e p o r t e r  à l a  f i g u r e  1 ) .  

T r è s  récemment ( a v r i l  1 9 9 0 ) ,  d e s  e s p è c e s  o n t  é t é  

r e c l a s s é e s .  A i n s i ,  Bacteroides nodosus, a p r è s  a n a l y s e c  d e s  

r R N A  1 6 s  a é t é  renommé Proteobacteria (La  F o n t a i n e  e t  Rood, 

1 9 9 0 ) .  D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  e s p è c e s  B. melaninogenicus, B. 

bivius, B. buccae, B. buccalis, B. corporis, B. denticola, 

B. disiens, B. heparinolyticus, B. intermedius, B. 

loescheii, B. oralis, B. oris., B. ruminicola, B. veroralis 

e t  B. zoogleoformans o n t  é t é  reclassées d a n s  l e  g e n r e  

Prevotella (Shah  e t  C o l l i n s ,  1 9 9 0 ) .  Donc, parmi  l e s  39 

e s p è c e s  du  g e n r e  Bacteroides d e  l a  neuvième é d i t i o n  du  

B e r g e y ' s  manual  (Holdeman et al., 1 9 8 4 ) ,  il n e  r e s t e  a 

l ' h e u r e  a c t u e l l e  q u e  17 e s p è c e s .  C e c i  c o n f i r m e  b i e n  l a  

t e n d a n c e  a c t u e l l e  d e  r e s t r e i n d r e  l e  g e n r e  Bacteroides à B. 

fragilis e t  aux  e s p è c e s  a p p a r e n t é e s  (Shah  e t  C o l l i n s ,  

1 9 8 9 ) .  



Tableau 1: F a m i l l e  d e s  Bacteroidaceae. (Holdeman et al., 1984) 

M é t a b o l i t e s  p r o d u i t s  

S u c c i n a t e ,  A c é t a t e  

B u t y r a t e  

L a c t a t e  

B u t y r a t e  

S u c c i n a t e ,  A c é t a t e  

S u c c i n a t e ,  A c é t a t e  

S u c c i n a t e ,  A c é t a t e  

Formate  

P r o p i o n a t e ,  A c é t a t e  

P r o p i o n a t e ,  A c é t a t e  

P r o p i o n a t e ,  A c é t a t e  

A c é t a t e ,  E t h a n o l ,  Hz, 

Genre  

Bac teroides 

Fusobacterium 

Leptutrichia 

Butyrivibrio 

Succinimonas 

Succinivibrio 

Anaerobiospirillum 

Wol inel la 

Sel enornonas 

Anaerovibrio 

Pectinatus 

Acetivibrio 

M o b i l i t é ,  C i l i a t u r e  

Non m o b i l e  p é r i t r i c h e  

Non m o b i l e  p é r i t r i c h e  

Non m o b i l e  p é r i t r i c h e  

Mobi le  m o n o t r i c h e  

Mobi le  f l a g e l l e  p o l a i r e  

Mobi le  f l a g e l l e  p o l a i r e  
c e l l u l e  en  s p i r a l e  

Mobi le  a v e c  f l a g e l l e  
b i p o l a i r e  en t o u f f e  
c e l l u l e  en s p i r a l e  

Mobi le  f l a g e l l e  p o l a i r e  

Mobi le  f l a g e l l e s  en  
t o u f f e s  

Mobi le  f l a g e l l e  p o l a i r e  

Mobi le  f l a g e l l e  l a t é r a l  

Mobi le  f l a g e l l e  l a t é r a l  

Lachnospira 
CO2,  f o r m a t e ,  l a c t a t e  



Espèces  % GC H a b i t a t  n a t u r e l  

amylophilus 40 - 42 Rumen 

asaccharolyticus 50 - 52 C a v i t é  b u c c a l e  

bivius 40 F l o r e  n o r m a l e  d u  v a g i n  

buccae 50 - 52 Poches  g i n g i v a l e s  

capillosus 60 Côlon humain e t  p o r c  

coagulans 37 T r a c t u s  d i g e s t i f  e t  u r e o g é n i t a l  

corporis 43 - 46 

denticola 49 - 51 Poches  g i n g i v a l e s  

disiens 40 - 42 F l o r e  n o r m a l e  d u  v a g i n  

distasonis 43 - 45 Côlon humain 

egger thi i 44 - 46 Côlon humain 

fragilis 41 - 44 Côlon humain 

f urcosus 34 Abcès i n t e s t  i n a u x  

gingi val is 46 - 48 Abcès d e n t a i r e s  

gracil is 44 - 46 C r e v a s s e s  g i n g i v a l e s  

hypermegas 35 Côlon humain,  v o l a i l l e ,  c h i e n  

in termedius 41 - 44 C r e v a s s e s  g i n g i v a l e s  

levii 48 Rumen d e s  b o v i n s  

loeschei i 46 - 48 Poches  g i n g i v a l e s  

macacae 43 - 44 C a v i t é  b u c c a l e  d e s  macaques 

Tableau 2: Genre  Bacteroides (Holdeman et al., 1984) 



E s p è c e s  % GC H a b i t a t  n a t u r e l  

melaninogenicus 36 - 40 P o c h e s  g i n g i v a l e s  

microfusus 60 - 6 1  F è c e s  du  v e a u .  Caecum du p o u l e t  

mu1 tiacidus 56 - 58  Côlon  humain e t  p o r c  

nodosus 4 5  P i e d  d u  mouton 

oralis 4 3  P o c h e s  g i n g i v a l e s  

oris 42 - 4 6  I n t e s t i n  d u  p o u l e t .  Abcès 

ova tus 39 - 4 3  Côlon  humain 

pneumosin tes P h a r y n x  

praeacu tus 28 I n t e s t  i n  humain 

putredinis Côlon  du  mouton 

ruminicola 
ss esp brevis 50 Réticule-rumen b o v i n s ,  moutons  

ss esp ruminicola 49 Ré t i cu lo - rumen  b o v i n s ,  moutons  

splanchnicus Côlon  humain e t  v a g i n  

succinogenes 47 - 4 9  Rumen d e s  b o v i n s  e t  moutons 

termi tidis 34 - 36 I n t e s t i n  d e s  t e r m i t e s  

thetaiotaomicron 40 - 4 3  Côlon  humain 

uni formis 4 5  - 4 8  Côlon humain 

ureolyticus 28 - 30 C a v i t é  o r a l e  e t  i n t e s t i n  

vulgatus 40 - 42 Côlon humain 

zoogleof ormans 47 C a v i t e  b u c c a l e  

Tableau 2 ( s u i t e ) :  Genre  Bacteroides (Holdeman et al., 1 9 8 4 ) .  
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F i g u r e  1 a: R e l a t i o n s  p h y l o g é n é t i q u e s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  

e s p è c e s  d e  Bacteroides e t  d e s  e s p è c e s  

a p p a r e n t é e s .  

F i g u r e  1 b:  R e l a t i o n s  p h y l o g 6 n é t i q u e s  e n t r e  l e s  b a c t é r i e s  

du  g e n r e  Bacteroides e t  d ' a u t r e s  g e n r e s  

b a c t é r i e n s .  



3  - HABITBT DES R- DU G E W 3  

3 . 1  - Généralités. 

Les h a b i t a t s  d a n s  l e s q u e l s  l e s  b a c t é r i e s  a n a é r o b i e s  

v i v e n t  e t  é v o l u e n t  s o n t  d e s  m i l i e u x  r é d u c t e u r s .  C e  s o n t  

p r i n c i p a l e m e n t  l e s  t r a c t u s  d i g e s t i f s  d e s  an imaux,  l e s  

s é d i m e n t s  a q u a t i q u e s ,  l e  s o l  e t  d ' a u t r e s  h a b i t a t s  d é p o u r v u s  

d ' oxygène  a y a n t  d e s  c o n d i t i o n s  d ' h u m i d i t é  e t  d e  t e m p é r a t u r e  

f a v o r a b l e s  ( S a l y e r s ,  1 9 8 4 ) .  

Les  t r a c t u s  d i g e s t i f s  d e s  animaux s o n t  l es  h a b i t a t s  

l e s  p l u s  f a c i l e s  p o u r  une  é t u d e  é c o l o g i q u e  q u a l i t a t i v e  a 

c a u s e  d e  l e u r  r e l a t i v e  c o n s t a n c e  comparée a u x  a u t r e s  

h a b i t a t s  a n a é r o b i e s .  En e f f e t ,  l a  t e m p é r a t u r e  y  e s t  

r e l a t i v e m e n t  h a u t e  e t  c o n s t a n t e ,  e t  l ' a n i m a l  m a i n t i e n t  d a n s  

s o n  i n t e s t i n  un a p p r o v i s i o n n e m e n t  en  eau  e t  a u t r e s  

s u b s t r a t s .  De p l u s ,  l ' o x y g è n e  y  e s t  a b s e n t  comme l a  l u m i è r e  

e t  l e s  f e r m e n t a t i o n s  se d é r o u l e n t  r a p i d e m e n t .  

I l  e x i s t e  d e u x  g r a n d e s  s t r a t é g i e s  p o u r  l e s  t r a c t u s  

d i g e s t i f s  d e s  an imaux.  Dans l e  p r e m i e r  cas, l a  n o u r r i t u r e  

e s t  p r i n c i p a l e m e n t  d ' o r i g i n e  a n i m a l e  e t  p e u t  ê t r e  d i g é r é e  

p a r  l e s  enzymes d e  l ' a n i m a l  l a  consommant. Dans l ' a u t r e  

c a s ,  l a  n o u r r i t u r e  e s t  p r e s q u e  e x c l u s i v e m e n t  d ' o r i g i n e  

v é g é t a l e  e t  une g r a n d e  p a r t i e  n ' e s t  pas s u s c e p t i b l e  d ' ê t r e  

d i g é r é e  p a r  l e  consommateur .  Dans l e  p r e m i e r  c a s ,  on p a r l e  

d e  c o m p é t i t i o n  a v e c  l e s  m i c r o b e s  (modèle  c o r n p e t i t i f )  a l o r s  

q u e  d a n s  l e  s e c o n d ,  on p a r l e  d e  c o o p é r a t i o n  a v e c  eux  

(modèle  c o o p é r a t i f )  (Hunga te ,  1 9 8 5 ) .  

3 . 1 . 1  - Le modèle  c o m p é t i t i f .  

Dans c e  modè le ,  l ' a n i m a l  sécrè te  d a n s  l ' e s t o m a c  d e  

l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  en  c o n c e n t r a t i o n s  b a c t é r i c i d e s  a i n s i  

q u e  d e s  p r o t é a s e s  t e l l e s  q u e  l a  p e p s i n e .  Ceci  donc  j u s t e  

a v a n t  l ' e n t r é e  d e  l a  n o u r r i t u r e  d a n s  l ' i n t e s t i n  g r ê l e  où l a  

p l u p a r t  d e s  enzymes d e  l ' a n i m a l  a g i s s e n t .  



De ce f a i t ,  beaucoup d e  mic ro -o rgan i smes  s o n t  s o i t  

t u é s ,  s o i t  l e u r  nombre e s t  si  r é d u i t  q u e  q u o i q u e  l ' a c i d i t é  

s o i t  n e u t r a l i s é e  d a n s  l e  duodénum e t  q u e  l e s  c o n d i t i o n s  

d e v i e n n e n t  a l o r s  t r è s  f a v o r a b l e s  à l a  p r o l i f é r a t i o n  

b a c t é r i e n n e  ( s u r  l a  n o u r r i t u r e  ou s u r  l e s  p r o d u i t s  d e s  

enzymes d e  l ' h ô t e ) ,  l e  nombre d e  b a c t é r i e s  e s t  i n s u f f i s a n t  

p o u r  e f f e c t u e r  u n e  f e r m e n t a t i o n  a v a n t  q u e  l ' h ô t e  a b s o r b e  

l e s  p r o d u i t s  d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e  ses  enzymes.  C e c i  s e  

c o u p l a n t  au  f a i t  que  l e  p a s s a g e  d e  l a  n o u r r i t u r e  d a n s  

l ' i n t e s t i n  g r ê l e  e s t  r e l a t i v e m e n t  r a p i d e  c a r  l e  d i a m è t r e  y 

e s t  f a i b l e .  Les  q u e l q u e s  b a c t é r i e s  d e  l ' i n t e s t i n  g rê le  v o n t  

se t r o u v e r  d a n s  l e  g r o s  i n t e s t i n  en  c o m p é t i t i o n  a v e c  l e s  

b a c t é r i e s  q u i  s ' y  d é v e l o p p e n t .  

Les  b a c t é r i e s  du c ô l o n  v o n t  décomposer  l es  a l i m e n t s  

non d i g é r é s  p a r  l e s  enzymes d e  l ' h ô t e ,  v o n t  a g i r  s u r  l e s  

rnucines e t  s u r  l e s  c e l l u l e s  desquamées  d a n s  l a  l u m i è r e  d e  

l ' i n t e s t i n .  L e s  v i t a m i n e s  s e r o n t  s y n t h é t i s é e s  e t  l a  

f e r m e n t a t i o n  d e s  f i b r e s  v é g é t a l e s  se f e r a .  

Ce modèle c o m p é t i t i f  s e  remarque  d a n s  l ' embranchement  

d e s  v e r t é b r é s  t e l s  q u e  l e s  c a r n i v o r e s ,  l e s  p i n n i p è d e s  

( p h o q u e ) ,  l e s  i n s e c t i v o r e s  ( t a u p e s ) ,  l e s  c h é i r o p t è r e s  

( c h a u v e - s o u r i s )  e t  l a  p l u p a r t  d e s  p r i m a t e s .  I l  c o r r e s p o n d  

éga l emen t  à c e r t a i n s  mar sup iaux  e t  à beaucoup  d ' o i s e a u x ,  d e  

r e p t i l e s ,  d ' a m p h i b i e n s  e t  d e  p o i s s o n s .  E n f i n ,  beaucoup  

d ' i n v e r t é b r é s  c o r r e s p o n d e n t  s û r e m e n t  à c e  modèle .  

3 . 1 . 2  - L e  modèle  c o o p é r a t i f .  

C e c i  se p r o d u i t  c h e z  l a  p l u p a r t  d e s  animaux d o n t  

l ' a l i m e n t a t i o n  e s t  p r i n c i p a l e m e n t  c o n s t i t u é e  p a r  d e s  

m a t i è r e s  v é g é t a l e s .  O r  l e s  p l a n t e s  p o s s è d e n t  d e s  c e l l u l e s  a 

p a r o i s  e t  t r è s  peu  d ' an imaux  o n t  l e s  enzymes c a p a b l e s  d e  

d é g r a d e r  c e s  p a r o i s .  P a r  c o n t r e ,  c e s  enzymes s o n t  p r o d u i t e s  

p a r  un g r a n d  nombre d e  b a c t é r i e s .  

Chez c e r t a i n s  animaux s e  n o u r r i s s a n t  d e  c e l l u l e s  

v é g é t a l e s ,  l a  n o u r r i t u r e  e s t  s o u m i s e  à une f e r m e n t a t i o n  



m i c r o b i e n n e  a v a n t  d ' e n t r e r  d a n s  l ' e s t o m a c  a c i d e .  Donc, l a  

d i g e s t i o n  dépend d e  l a  c a p a c i t é  d e s  mic ro -o rgan i smes  a 

f e r m e n t e r  l e s  s u b s t r a t s  e n  é l é m e n t s  a s s i m i l a b l e s .  Comme l a  

f e r m e n t a t i o n  p a r  c e s  mic ro -o rgan i smes  r e q u i e r t  p l u s  d e  

temps p o u r  d é g r a d e r  d e s  composés v é g é t a u x  t e l s  l a  

c e l l u l o s e ,  l ' h é m i c e l l u l o s e  ou l a  p e c t i n e  q u e  d e s  composés 

non f i b r e u x ,  une  p a r t i e  du  t r a c t u s  g a s t r o - i n t e s t i n a l  

c o o p é r a t i f  e s t  6 l a r g i e  p o u r  d o n n e r  une  chambre d e  

f e r m e n t a t i o n  d a n s  l a q u e l l e  l e s  mic ro -o rgan i smes  s o n t  en 

p r é s e n c e  d e s  s u b s t r a t s  v é g é t a u x  s u f f i s a m m e n t  l ong temps  pou r  

l e s  c o n v e r t i r  e n  composés p l u s  s i m p l e s  a s s i m i l a b l e s .  

L e  modèle c o o p é r a t i f  a v e c  une  chambre d e  f e r m e n t a t i o n  

d é c a l é e  e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  d e s  r u m i n a n t s  ou e n c o r e  d e  

l ' h i p p o p o t a m e .  C e  même modèle  a v e c  m o d i f i c a t i o n  d e  f l u x  s e  

p r o d u i t  c h e z  c e r t a i n s  m a r s u p i a u x  h e r b i v o r e s ,  c h e z  l ' a ï  e t  

p robab lemen t  c h e z  l e  panda  q u i  consomme p r i n c i p a l e m e n t  d e s  

p o u s s e s  d e  bambou. 

3 .1 .3  - L e  modèle combiné c o m p é t i t i f / c o o p é r a t i f .  

Chez d ' a u t r e s  animaux s e  n o u r r i s s a n t  e x c l u s i v e m e n t  d e  

v é g é t a u x ,  l a  d i g e s t i o n  p e u t  ê t r e  soumise  p remiè remen t  à 

l ' a c t i o n  d e s  a c i d e s  e t  d e s  enzymes d e  l ' h ô t e  a v e c  

a b s o r p t i o n  d e  p r o d u i t s  e t  e n s u i t e  aux  a c t i v i t é s  d i g e s t i v e s  

d e s  b a c t é r i e s .  L ' h ô t e  o b t i e n t  non s e u l e m e n t  l e s  n u t r i m e n t s  

d i g é r é s  p a r  ses p r o p r e s  enzymes mais a u s s i  l e s  p r o d u i t s  d e  

f e r m e n t a t i o n  d e s  m a t é r i a u x  q u e  s e s  enzymes n e  p e u v e n t  

d i g é r e r .  

Le modèle combiné e s t  r e n c o n t r é  c h e z  l e  c h e v a l ,  

l ' é l é p h a n t  e t  l e s  r o n g e u r s .  Les  t e r m i t e s  r e p r é s e n t e n t  

é g a l e m e n t  un t r è s  bon exemple  d e  c e  modèle ;  en e f f e t ,  ils 

s o n t  d e s  consommateurs  e t  d e s  d i g e s t e u r s  a c t i f s  d e  b o i s .  

E n f i n ,  c e  modèle combiné c o r r e s p o n d  p r o b a b l e m e n t  à c e  q u i  

s ' e f f e c t u e  c h e z  l a  p l u p a r t  d e s  i n v e r t é b r é s  se n o u r r i s s a n t  

d e  v é g é t a u x .  



3.2 - Bacteroides du tractus digestif  de l'homme. 

Les b a c t é r i e s  du  g e n r e  B a c t e r o i d e s  s o n t  p r é s e n t e s  

d a n s  l a  q u a s i - t o t a l i t é  d u  t r a c t u s  d i g e s t i f  d e  l'homme e t  

p l u s  g é n é r a l e m e n t  d e s  animaux m o n o g a s t r i q u e s .  Des e s p è c e s  

o n t  a i n s i  é t é  i s o l é e s  d a n s  l a  bouche a u  n i v e a u  d e  l a  

g e n c i v e  ou d e  l a  p l a q u e  d e n t a i r e ,  d a n s  l ' i n t e s t i n  g r ê l e  e t  

a u  n i v e a u  d u  c ô l o n .  P a r  c o n t r e ,  aucune  e s p è c e  n ' a  é t é  

i s o l é e  d e  l ' e s t o m a c  q u i  p a r  sa f o r t e  a c i d i t é  n e  pe rme t  p a s  

l a  s u r v i e  d e  c e s  e s p è c e s .  

3 . 2 . 1  - B a c t e r o i d e s  d e  l a  f l o r e  b u c c a l e .  

B a c t e r o i d e s  g i n g i v a l i s ,  e n d o d o n t a l i s ,  m e l a n i n o g e n i c u s  

e t  a s a c c h a r o l y t i c u s  s o n t  d e s  b a c t é r i e s  a s a c c h a r o l y t i q u e s .  

E l l e s  o n t  donc  un mé tabo l i sme  e s s e n t i e l l e m e n t  

p r o t é o l y t i q u e .  E l les  s o n t  p i g m e n t é e s  en  n o i r  e t  s o n t  

r e s p o n s a b l e s  d e  nombreuses  i n f e c t i o n s  (Mayrand e t  a l . ,  

1984;  Mayrand e t  H o l t ,  1 9 8 8 ) .  

Dans l a  c a v i t é  b u c c a l e ,  l a  p r é s e n c e  d e  B a c t e r o i d e s  

g i n g i v a l i s  semble  ê t r e  a s s o c i é e  à p l u s i e u r s  m a l a d i e s .  En 

e f f e t ,  c e t t e  e s p è c e  e s t  h a b i t u e l l e m e n t  a b s e n t e  d e s  g e n c i v e s  

s a i n e s  a l o r s  q u ' e l l e  r e p r é s e n t e  d e  1 à 5 % d e  l a  m i c r o f l o r e  

g i n g i v a l e  e n  c a s  d e  g i n g i v i t e  e t  q u e  c e  p o u r c e n t a g e  e s t  

beaucoup  p l u s  é l e v é  en c a s  d e  p a r o d o n t i t e  ( a f f e c t i o n  d e s  

t i s s u s  d e  s o u t i e n  de l a  d e n t ) .  B a c t e r o i d e s  g i n g i v a l i s  a  

é g a l e m e n t  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  au  n i v e a u  d e  l a  s a l i v e ,  d e s  

amygdales  ou d e  l a  l a n g u e .  

De nombreux a u t e u r s  a s s o c i e n t  l a  c a p a c i t é  i n f e c t i e u s e  

d e  c e t t e  b a c t é r i e  a v e c  ses a c t i v i t é s  p r o t é o l y t i q u e s ,  

s u r t o u t  c o l l a g é n a s i q u e s  (Van S t e e n b e r g e n  e t  De G r a a f f ,  

1986;  O t s u k a  e t  a l . ,  1987;  B i rkeda l -Hansen  e t  a l . ,  1988; 

Mayrand e t  H o l t ,  1988;  N a i t o  e t  G ibbons ,  1988;  Van 

Winke lhof f  e t  a l . ,  1988;  F u j i m u r a  e t  Nakamura, 1 9 8 9 ) .  

C e s  b a c t é r i e s  p i g m e n t é e s  en n o i r  se  f i x e n t  s u r  l e s  

c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  d e  l a  g e n c i v e  ( K o l e n b r a n d e r ,  1 9 8 8 ) .  



E l l e s  p r é s e n t e n t  u n e  r é s i s t a n c e  à l a  p h a g o c y t o s e  c e l l u l a i r e  

c a r  e l l e s  s o n t  c a p s u l é e s .  De p l u s ,  e l l e s  s é c r è t e n t  d e s  

s u b s t a n c e s  l e u c o t o x i q u e s  i n h i b a n t  l e s  l e u c o c y t e s  

p o l y n u c l é a i r e s  e t  e l l e s  s o n t  c a p a b l e s  d e  d é g r a d e r  d e s  

p r o t é i n e s  a n t i - i n f l a m m a t o i r e s  comme l e s  immunoglobul ines  

(Van Winke lhof f  et al., 1 9 8 8 ) .  

Dans l a  f l o r e  b u c c a l e ,  on r e n c o n t r e  a u s s i  d e s  e s p e c e s  

s a c c h a r o l y t i q u e s  du  g e n r e  Bacteroides t e l l e s  q u e  B. oralis. 

Ces  b a c t é r i e s  s y n t h é t i s e n t  d e s  d e x t r a n a s e s  q u i  h y d r o l y s e n t  

l e s  p r i n c i p a u x  p o l y s a c c h a r i d e s  d e  l a  p l a q u e  d e n t a i r e  q u e  

s o n t  l e s  d e x t r a n s  ( T a k a h a s h i ,  1982;  T a k a h a s h i  et al., 

1 9 8 5 ) .  Ces  d e x t r a n s  y  s o n t  s y n t h é t i s é s  p a r  Streptococcus 

mutans à p a r t i r  du  s a c c h a r o s e  e t  g r â c e  à une  enzyme a p p e l é e  

d e x t r a n s u c r a s e  (Mooser e t  Iwaoka,  1 9 8 9 ) .  

3 . 2 . 2  - Bacteroides du c ô l o n .  

Le c ô l o n  humain c o n t i e n t  une  f l o r e  m i c r o b i e n n e  

nombreuse e t  complexe .  Parmi  l e s  400 e s p e c e s  d e  b a c t é r i e s  

q u i  y  v i v e n t ,  5 g e n r e s  r e p r é s e n t e n t  e n v i r o n  70 % d e  l a  

p o p u l a t i o n  t o t a l e .  Bacteroides e s t  un d e s  5 g e n r e s  

p r é d o m i n a n t s  a v e c  30 % d e  l a  f l o r e  du c ô l o n .  

L e s  e s p e c e s  d e  Bacteroides l e s  p l u s  i m p o r t a n t e s  en 

nombre s o n t  Bacteroides vulgatus, distasonis e t  

thetaiotaomicron q u e  l ' o n  t r o u v e  à r a i s o n  d e  1010 b a c t é r i e s  

p a r  gramme d e  m a t i e r e  f é c a l e  s è c h e .  Bacteroides fragilis., 

ova tus, eggerthii e t  uniformis s o n t  moins  nombreux ( 1 0 s / g  

d e  m a t i e r e  f é c a l e  s è c h e )  

* Rôle é c o l o g i q u e .  

Dans l ' o r g a n i s m e  humain,  l a  m a j e u r e  p a r t i e  d e s  

s u b s t a n c e s  s i m p l e s  e t  a s s i m i l a b l e s  e s t  a b s o r b é e  d a n s  

l ' i n t e s t i n  g r ê l e .  De c e  f a i t ,  on n e  t r o u v e  comme s e u l e  

s o u r c e  d e  c a r b o n e  d a n s  l e  c ô l o n  q u e  d e s  s u b s t a n c e s  non 

a s s i m i l é e s  p a r  l'homme t e l l e s  q u e  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  

complexes  d e s  p a r o i s  d e s  c e l l u l e s  v é g é t a l e s  ( x y l a n e s ,  

- 20 - 



p e c t i n e s ,  e t c . . )  ou d e s  s é c r é t i o n s  d e  l a  muqueuse 

i n t e s t i n a l e  (ex:  c h o n d r o i t i n e  s u l f a t e ) .  C ' e s t  p o u r  c e t t e  

r a i s o n  q u e  Bacteroides p o s s è d e  u n e  g r a n d e  v a r i é t é  d ' enzymes  

c a p a b l e s  d e  d é g r a d e r  l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  c o m p l e x e s .  I l  a  

é t é  m o n t r é  que  p l u s  d e  l a  m o i t i é  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  d e  

c e l l u l e s  v é g é t a l e s  que  l ' h ô t e  i n g è r e  s o n t  d é g r a d é s  d u r a n t  

l e  p a s s a g e  d a n s  l e  c ô l o n  ( S a l y e r s ,  1 9 8 4 ) .  

De p l u s ,  c e s  b a c t é r i e s  p e u v e n t  s ' a d a p t e r  t r è s  

r a p i d e m e n t  aux  v a r i a t i o n s  du  r é g i m e  a l i m e n t a i r e  d e  l ' h ô t e  

c a r  l a  p l u p a r t  d e  l e u r s  enzymes s o n t  i n d u c t i b l e s  e t  n e  s o n t  

donc p r o d u i t e s  q u ' e n  p r é s e n c e  d e  l e u r s  s u b s t r a t s  

s p é c i f i q u e s  ( S a l y e r s  et al., 1977;  S a l y e r s  e t  K o t a r s k i ,  

1980b) .  A i n s i ,  il a é t é  mon t r é  q u e  quand Bacteroides 

thetaiotaomicron s e  t r o u v e  en  p r é s e n c e  d  'un 

m u c o p o l y s a c c h a r i d e  t e l  q u e  l e  c h o n d r o i t i n e  s u l f a t e ,  l a  

s y n t h è s e  d e  l ' enzyme  c a p a b l e  d e  l e  d é g r a d e r  commence a p r è s  

30 mn e t  que  l e  maximum d ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  e s t  a t t e i n t  

au b o u t  d e  2 h e u r e s  ( S a l y e r s  e t  K o t a r s k i ,  1 9 8 0 b ) .  

E n f i n ,  l ' h y d r o l y s e  d e  ces p o l y s a c c h a r i d e s  e s t  

accompagnée d ' u n e  p r o d u c t i o n  d ' a c i d e s  g r a s  v o l a t i l s  e t  d e  

v i t a m i n e s  q u i  s o n t  a s s i m i l é e s  p a r  l ' h ô t e  au  n i v e a u  d e  l a  

muqueuse i n t e s t i n a l e .  Pour  c e s  d i f f é r e n t e s  r a i s o n s ,  on p e u t  

d i r e  q u e  Bacteroides e s t  une  b a c t é r i e  du c ô l o n  d o n t  l a  

p r é s e n c e  e s t  a v a n t a g e u s e  e t  i n d i s p e n s a b l e  à l ' h ô t e .  

* P a t h o g é n i c i t é .  

Ma i s ,  malheureusement  p o u r  l ' h ô t e ,  Bacteroides e s t  un 

p a t h o g è n e  o p p o r t u n i s t e .  De c e  f a i t ,  quand l e s  c o n d i t i o n s  

é c o l o g i q u e s  du c o l o n  n e  s o n t  p l u s  n o r m a l e s ,  il p e u t  ê t r e  l a  

c a u s e  d ' i n f e c t i o n s  v a r i é e s  t e l l e s  q u e  d e s  s e p t i c é m i e s  ou 

d e s  oedèmes a u x  poumons, au  c e r v e a u  ou à l ' abdomen.  C ' e s t  

l e  c a s  d e  Bacteroides fragilis e t  d e s  e s p è c e s  a p p a r e n t é e s .  

Le t r a i t e m e n t  d e  c e s  i n f e c t i o n s  e s t  complexe du  f a i t  d e s  

nombreuses  r é s i s t a n c e s  a u x  a n t i b i o t i q u e s  q u e  p r é s e n t e n t  l e s  

s o u c h e s  ( S a l y e r s ,  1984;  S a l y e r s  et al., 1 9 8 7 ) .  En e f f e t ,  

c e s  s o u c h e s  s o n t  r é s i s t a n t e s  à t o u s  l e s  a m i n o g l y c o s i d e s  e t  



d e  p l u s ,  l a  r é s i s t a n c e  à l a  c l i n d a m y c i n e ,  q u i  e s t  

l ' a n t i b i o t i q u e  d e  c h o i x  p o u r  l e  t r a i t e m e n t  d ' i n f e c t i o n s  à 

B a c t e r o i d e s ,  s emble  ê t r e  e n  a u g m e n t a t i o n .  C e c i  se ra i t  d û ,  

a i n s i  q u e  p o u r  l ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  r é s i s t a n c e  a l a  

t é t r a c y c l i n e ,  à d e s  t r a n s f e r t s  c o n j u g a t i f s  d e  g è n e s  d e  

r é s i s t a n c e  e n t r e  l e s  s o u c h e s  ( S a l y e r s ,  1 9 8 4 ) .  

* R e l a t i o n  B a c t e r o i d e s / é t i o l o g i e  du  c a n c e r  d u  c ô l o n .  

80 à 90 % d e s  c a n c e r s  humains  s o n t  e n  r a p p o r t  a v e c  d e s  

f a c t e u r s  d ' e n v i r o n n e m e n t .  P l u s  s p é c i a l e m e n t  a u  n i v e a u  du 

c ô l o n ,  il a  é t é  s u g g é r é  q u e  l a  m i c r o f l o r e  i n d i g è n e  é t a i t  

i m p l i q u é e  d a n s  l e s  c a u s e s  d e  c e t t e  m a l a d i e  d e  p a r t  sa  

f a c u l t é  d e  s y n t h é t i s e r  d e s  composés c a r c i n o g e n e s  ou 

c o c a r c i n o g è n e s .  La s y n t h è s e  d e  c e s  composés d é p e n d a n t  en  

g r a n d e  par t ie  d u  r ég ime  a l i m e n t a i r e  d e  l ' h ô t e .  A i n s i ,  

l ' i n g e s t i o n  d ' u n e  g r a n d e  q u a n t i t é  d e  v i a n d e s  ( s u r t o u t  d e  

b o e u f ) ,  d e  g r a i s s e s  ou d e  s u c r e s  r a f f i n é s  s e r a i t  en 

c o r r é l a t i o n  a v e c  l e  c a n c e r  du  c ô l o n .  P a r  exemple ,  il a é t é  

démon t r é  q u e  d e s  composés c a r c i n o g e n e s  s o n t  s y n t h é t i s é s  p a r  

l ' a c t i o n  d e  b a c t é r i e s  i n t e s t i n a l e s  s u r  l e s  s e l s  b i l i a i r e s ;  

c e s  d e r n i e r s  é t a n t  e x c r é t é s  d a n s  l ' i n t e s t i n  s u i t e  à une 

a l i m e n t a t i o n  r i c h e  en g r a i s s e s  (Macy e t  P r o b s t ,  1 9 7 9 ) .  

D e s  p r o d u i t s  du m é t a b o l i s m e  d e s  a c i d e s  a m i n é s  e t  d e s  

p r o t é i n e s  s e r a i e n t  é g a l e m e n t  i m p l i q u é s  d a n s  l e s  mécanismes 

d e  l a  c a r c i n o g e n è s e .  A i n s i ,  l e  m é t a b o l i s m e  d e  l a  t y r o s i n e  

amène l a  f o r m a t i o n  d e  composés p h é n o l i q u e s ;  q u e l q u e s  

s o u c h e s  d e  B a c t e r o i d e s  t h e t a i o t a o m i c r o n  p e u v e n t  f o r m e r  d e s  

composés c a n c é r i g è n e s  p o s s é d a n t  un noyau i n d o l e  à p a r t i r  du 

t r y p t o p h a n e ;  B a c t e r o i d e s  p e u t  a u s s i  m é t a b o l i s e r  d e s  

composés p o l y c y c l i q u e s  a r o m a t i q u e s  h y d r o c a r b o n e s .  

P a r  c o n t r e ,  i l  e s t  i n t é r e s s a n t  d e  n o t e r  q u e  

B a c t e r o i d e s  p e u t  é g a l e m e n t  i n a c t i v e r  d e s  s u b s t a n c e s  

mu tagènes ;  d ' a i l l e u r s ,  d e s  n i t r o p y r è n e s - r é d u c t a s e s  o n t  é t é  

c a r a c t é r i s é e s  c h e z  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s .  



Bien  q u e  l e  g e n r e  Bacteroides s o i t  i m p l i q u é  d a n s  l a  

f o r m a t i o n  d e  composés c a r c i n o g è n e s  d a n s  l e  c ô l o n ,  l e u r  r ô l e  

a c t u e l  d a n s  l e s  c a u s e s  d e  c a n c e r s  n ' e s t  p a s  connu .  A u t a n t  

il e s t  a c q u i s  q u ' i l  e x i s t e  une  c o r r é l a t i o n  r ég ime  

a l i m e n t a i r e / c a n c e r ,  a u t a n t  l a  c o r r é l a t i o n  r i s q u e  d e  c a n c e r  

du c ô l o n / t y p e  d e  b a c t é r i e s  n ' a  jamais é t é  mise en  é v i d e n c e .  

C e c i  mon t r e  q u e  l e s  a c t i v i t é s  m é t a b o l i q u e s  d e s  b a c t é r i e s  

i n t e s t i n a l e s  s o n t  en  r a p p o r t  é t r o i t  a v e c  l e  r ég ime  

a l i m e n t a i r e  a l o r s  q u e  l a  c o m p o s i t i o n  d e  l a  f l o r e  dépend 

p l u s  d e  l a  p h y s i o l o g i e  d e  l ' h ô t e  q u e  du r é g i m e .  

3 . 3  - Bacteroides du t r a c t u s  d i g e s t i f  d e s  ruminants. 

L e  c a r a c t è r e  l e  p l u s  s i n g u l i e r  d e s  r u m i n a n t s  e s t  l e u r  

a p p a r e i l  d i g e s t i f .  L ' e s tomac  e s t  d i v i s é  en  4 c o m p a r t i m e n t s  

q u i  s o n t  l a  p a n s e  (ou  rumen) ,  l e  b o n n e t ,  l e  f e u i l l e t  e t  l a  

c a i l l e t t e .  Chez c e s  r u m i n a n t s ,  l ' h y d r o l y s e  d e s  

p o l y s a c c h a r i d e s  d e s  p a r o i s  d e s  c e l l u l e s  v é g é t a l e s  se  f a i t  

a v a n t  l e  p a s s a g e  d a n s  l ' i n t e s t i n  g r ê l e .  C e l a  se  p a s s e  d a n s  

l e  rumen e t  l a  t o t a l i t é  d e  l a  d é g r a d a t i o n  es t  due  à 

l ' a c t i o n  d e  mic ro -o rgan i smes .  

L a  p a n s e ,  q u i  r e p r é s e n t e  80 % du volume t o t a l  d e  

l ' e s t o m a c  a t t e i n t  d e s  v a l e u r s  d ' e n v i r o n  250 l i t r e s  c h e z  l a  

v a c h e .  Dans l e  rumen, l e s  d é b r i s  v é g é t a u x  s o n t  b r o y é s  e t  

d é s o l i d a r i s é s  p a r  l e s  a c t i o n s  c o n j u g u é e s  d e  l a  m a s t i c a t i o n  

e t  d e  l a  r u m i n a t i o n .  Les p a p i l l e s  q u i  t a p i s s e n t  s a  p a r o i  

i n t e r n e  augmenten t  beaucoup  l a  s u r f a c e  d e  c e t  o r g a n e .  C 'est  

à s o n  n i v e a u  q u e  s ' e f f e c t u e  l ' a b s o r p t i o n  d ' e a u  e t  d e  

m é t a b o l i t e s  e s s e n t i e l s  comme l e s  a c i d e s  g r a s  v o l a t i l s ,  

l ' ammoniaque,  r e s u l t a n t  d e  l a  f e r m e n t a t i o n  m i c r o b i e n n e .  

Le rumen c o n s t i t u e  une p a r f a i t e  chambre d e  c u l t u r e  

pou r  l es  b a c t é r i e s  e t  l e s  p r o t o z o a i r e s  q u i  s ' y  t r o u v e n t  en 

abondance .  L a  p r i s e  f r é q u e n t e  d e  n o u r r i t u r e  a s s u r e  un 

s u b s t r a t  n o u r r i c i e r  p e r m a n e n t ;  l e s  p r o d u i t s  s o l u b l e s  s o n t  

a b s o r b é s  e t  n e  p e u v e n t  donc  s ' a c c u m u l e r  e t  i n h i b e r  



l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e ;  l a  t e m p é r a t u r e  e s t  m a i n t e n u e  s t a b l e  

a u t o u r  d e  40°C ( 1 -  2 " ) .  De p l u s ,  u n e  p a r t i e  d e  l a  

p o p u l a t i o n  m i c r o b i e n n e  e s t  r é g u l i è r e m e n t  é l i m i n é e  d e  

l ' e n c e i n t e  e t  e n f i n  une  énorme q u a n t i t é  d e  s a l i v e  ( d e  50 à 

80 l i t r e s  p a r  j o u r )  m a i n t i e n t  d e s  c o n d i t i o n s  s t a b l e s  d e  pH 

( 6  à 7 )  e t  d e  c o n c e n t r a t i o n  i o n i q u e .  Ce m i l i e u  e s t  

t o t a l e m e n t  a n a é r o b i e  e t  s o n  a t m o s p h è r e  e s t  c o n s t i t u é e  d e  60  

à 70 % d e  C O 2 ,  d e  25 à 35 % d e  CHe, d e  q u e l q u e s  % d e  N 2  e t  

d e  t r a c e s  d 'Hz  e t  d 'HzS.  L 'oxygène q u i  p é n ê t r e  d a n s  l a  

p a n s e  l o r s  d e  l a  m a s t i c a t i o n  e t  d e  l a  r u m i n a t i o n  e s t  t r è s  

r a p i d e m e n t  r é d u i t  p a r  l e s  mic ro -o rgan i smes  a n a é r o b i e s  

f a c u l t a t i f s .  D e  p l u s ,  un c e r t a i n  nombre d e  b a c t é r i e s  e s t  

d i g é r é  p a r  l e  r u m i n a n t ,  c e  q u i  l u i  a s s u r e  un 

a p p r o v i s i o n n e m e n t  en  p r o t é i n e s  e t  en  v i t a m i n e s .  

L a  p o p u l a t i o n  d u  rumen e s t  d o n c  c o n s t i t u é e  d e  

p r o t o z o a i r e s  e t  d e  b a c t é r i e s .  E n t r e  c e s  d i f f é r e n t e s  

e s p è c e s ,  il e x i s t e  d e  complexes  r e l a t i o n s  d e  symbiose  ou d e  

c o m p é t i t i o n  car chacun  d e s  mic ro -o rgan i smes  a b e s o i n  p o u r  

se  d é v e l o p p e r  d e  s u b s t a n c e s  s y n t h é t i s é e s  p a r  l e s  a u t r e s  

e s p è c e s .  La m i c r o f l o r e  du  rumen a p p a r a î t  d è s  l e  s e v r a g e  du  

j e u n e  a n i m a l .  A l ' age  a d u l t e ,  on a e n v i r o n  108  p r o t o z o a i r e s  

par gramme d e  c o n t e n u  g a s t r i q u e  e t  e n v i r o n  1010 b a c t é r i e s .  

Ces  b a c t é r i e s  s o n t  s u r t o u t  d e s  S t r e p t o c o c c u s ,  d e s  

L a c t o b a c i l l u s  e t  d e  nombreuses  b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s  

d e s  g e n r e s  B a c t e r o i d e s ,  C l o s t r i d i u m ,  R u m i n ~ ~ o ~ c u s ,  

Ruminobac te r ,  e t c .  C e s  d e r n i è r e s  é t a n t  r e s p o n s a b l e s  d e s  

p r o c e s s u s  d e  f e r m e n t a t i o n  p e r m e t t a n t  à l a  c e l l u l o s e  d ' ê t r e  

d é g r a d é e  en p r o d u i t s  a s s i m i l a b l e s .  Dans l e  rumen, 200 

e s p è c e s  b a c t é r i e n n e s  v i v e n t  e t  c o e x i s t e n t  mais s e u l e s  30 

e s p è c e s  s o n t  s p é c i f i q u e s  du rumen (Hunga te ,  1 9 8 5 ) .  L e  

t a b l e a u  3 donne  q u e l q u e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  b a c t é r i e s  du 

rumen. 



On p e u t  c l a s s e r  l e s  g l u c i d e s  d u  rumen en  3 c a t é g o r i e s :  

- l e s  g l u c i d e s  s i m p l e s  ( e x :  g l u c o s e ,  s a c c h a r o s e )  q u i  s o n t  

u t i l i s é s  immédiatement  p a r  l e s  b a c t é r i e s  p o u r  l e u r  

mé tabo l i sme  . 
- l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  c y t o p l a s m i q u e s  comme l ' amidon  q u i  

s o n t  f a c i l e m e n t  d é g r a d é s  p a r  une  b a c t é r i e  a m y l o l y t i q u e  

comme Bacteroides amylophilus. 

- l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  p a r i é t a u x  comme l a  c e l l u l o s e ,  

1 ' h é m i c e l l u l o s e  ou l e s  p e c t i n e s .  

L a  c e l l u l o s e  e t  s e s  p r o d u i t s  d ' h y d r o l y s e  s e r o n t  f e r m e n t é s  

p a r  d e s  b a c t é r i e s  comme Bacteroides succinogenes, 

Ruminococcus albus e t  R. flavefaciens. D ' a i l l e u r s ,  

Bacteroides succinogenes s e r a i t  l a  s o u c h e  c e l l u l o l y t i q u e  du  

rumen l a  p l u s  a c t i v e  ( L i n  et al., 1 9 8 5 ) .  Bacteroides 

ruminicola h y d r o l y s e  l e s  p e c t i n e s  e t  l ' h é m i c e l l u l o s e .  

Beaucoup d e  ces e s p è c e s  s ' a t t a c h e n t  a u x  f i b r e s  q u ' e l l e s  

d é g r a d e n t ;  a i n s i ,  B. succinogenes a d h è r e  aux  p a r o i s  d e s  

c e l l u l e s  v é g é t a l e s  e t  l e s  h y d r o l y s e  en  y  c r e u s a n t  d e s  

c a v i t é s .  

Dans l e  rumen, i l  y  a un g r a n d  nombre d e  po lymères  a 

h y d r o l y s e r ;  c e c i  n é c e s s i t e  une  v a r i é t é  d ' enzymes .  Chez B.  

succinogenes, on a  pu m e t t r e  en  é v i d e n c e  un complexe 

m u l t i e n z y m a t i q u e  formé d e  19 p r o t é i n e s  d i f f é r e n t e s  

p o s s é d a n t  une  a c t i v i t é  a - e n d o g l u c a n a s i q u e  ( F o r s b e r g  e t  

G r o l e a u ,  1982; S c h e l l h o r n  e t  F o r s b e r g ,  1 9 8 4 ) .  

P a r f o i s ,  c e s  enzymes p r o v i e n n e n t  d e  p l u s i e u r s  

b a c t é r i e s  q u i  v o n t  c o l l a b o r e r  à une  d i g e s t i o n  t o t a l e  d e s  

s t r u c t u r e s  complexes .  I l  a  é t é  mon t r é  q u e  l ' o n  o b t i e n t  une  

m e i l l e u r e  d é g r a d a t i o n  l o r s q u e  d e s  s o u c h e s  s o n t  c u l t i v é e s  en 

c o c u l t u r e s  p l u t ô t  q u ' e n  c u l t u r e s  p u r e s  (Osborne  e t  

D e h o r i t y ,  1 9 8 9 ) .  A i n s i ,  B. succinogenes d é g r a d e  

l ' h é m i c e l l u l o s e  m a i s  n e  l ' u t i l i s e  p a s .  Mais quand il e s t  

combiné a v e c  B. ruminicola ( h é m i c e l l u l o l y t i q u e ) ,  on a  une  

m e i l l e u r e  u t i l i s a t i o n  d e  l ' h é m i c e l l u l o s e  q u ' a v e c  B. 

ruminicola s e u l .  De p l u s ,  c e s  a u t e u r s  o n t  mon t r é  que  



l ' i s o l e m e n t  e t  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  b a c t é r i e s  du  rumen 

s u r  d e s  s u b s t r a t s  p u r i f i é s  p e u v e n t  i n d u i r e  en e r r e u r  s u r  

l e u r s  r ô l e s  d a n s  l a  f e r m e n t a t i o n  du  rumen. 

E n f i n ,  l a  l i g n i n e  q u i  e s t  un po lymère  d e s  c e l l u l e s  

v é g é t a l e s  r e p r é s e n t e  un f a c t e u r  l i m i t a n t  l a  d i g e s t i o n  d e  

c e s  c e l l u l e s  d a n s  l e  rumen. En e f f e t ,  e l l e  n ' e s t  p a s  

d é g r a d é e  p a r  l e s  mic ro -o rgan i smes .  

C e r t a i n s  a u t e u r s  ( F o r s b e r g  e t  a l . ,  1986;  R u s s e l l  e t  

Wi lson ,  1988; P a t t e r s o n ,  1989)  p e n s e n t  q u ' i l  s e r a i t  

i n t é r e s s a n t  d e  m a n i p u l e r  g é n é t i q u e m e n t  l a  m i c r o f l o r e  d u  

rumen. D ' a p r è s  F o r s b e r g  et  a l .  ( 1 9 8 6 ) ,  il s e r a i t  p o s s i b l e  

d ' e n v i s a g e r  p a r  exemple :  

- d ' i n t r o d u i r e  d e s  a m é l i o r a t i o n s  ou d e s  n o u v e l l e s  v o i e s  d e  

d é g r a d a t i o n  p o u r  l e s  a l i m e n t s  du b é t a i l .  

- d e  m o d i f i e r  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  s u b s t a n c e s  p r o d u i t e s  d a n s  

l e  rumen p a r  f e r m e n t a t i o n  a f i n  d ' o p t i m i s e r  c e t t e  m ê m e  

f e r m e n t a t i o n .  

- d e  p r o d u i r e  d a n s  l e  rumen d e s  m é t a b o l i t e s  ( e x :  v i t a m i n e s ,  

hormones)  a f i n  d ' a m é l i o r e r  l a  c r o i s s a n c e  d e s  r u m i n a n t s .  

- d e  s u p p r i m e r  l a  c r o i s s a n c e  e t  l e s  a c t i v i t é s  m é t a b o l i q u e s  

d ' o r g a n i s m e s  i n d é s i r a b l e s .  

Ces  m a n i p u l a t i o n s  g é n é t i q u e s  s e r a i e n t  en e f f e t  d ' u n  

i n t é r ê t  c o n s i d é r a b l e  pou r  l e s  n u t r i t i o n n i s t e s  d e s  

r u m i n a n t s .  
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Tableau 3: S u b s t r a t s  u t i l i s é s  p a r  l e s  b a c t é r i e s  du rumen. 

(Hunga te ,  1985; L i n  et al., 1985;  P a t t e r s o n ,  1 9 8 9 )  



4 . 1  - Besoins nutritionnels. 

Les  b a c t é r i e s  s a c c h a r o c l a s t i q u e s  du  g e n r e  B a c t e r o i d e s  

o n t  b e s o i n  du CO2 p o u r  l e u r  c r o i s s a n c e .  E l l e s  p e u v e n t  a i n s i  

s y n t h é t i s e r  d e s  a c i d e s  g r a s  v o l a t i l s .  Ces  a c i d e s  à f a i b l e  

nombre d e  c a r b o n e s  v o n t  a b a i s s e r  l e  pH d e s  c u l t u r e s  d e  7 , 2  

à 5,0, d ' o ù  l a  n é c e s s i t é  d e  tamponner  l e  m i l i e u .  

Les  t e m p é r a t u r e s  d e  c r o i s s a n c e  s o n t  c o m p r i s e s  e n t r e  

25 e t  45°C s e l o n  l e u r  h a b i t a t .  D ' a p r è s  l a  d é f i n i t i o n  du  

B e r g e y ' s  manual (Holdeman e t  a l . ,  1 9 8 4 ) ,  c e s  b a c t é r i e s  s o n t  

a n a é r o b i e s  s t r i c t e s .  Néanmoins, e l l e s  p e u v e n t  s u r v i v r e  à 

d e s  e x p o s i t i o n s  à l ' a i r  d e  6  à 8 h e u r e s .  C e c i  s e r a i t  en  

r a p p o r t  a v e c  l a  p r é s e n c e  ou l ' a b s e n c e  d e  supe roxyde -  

d i s m u t a s e ;  l e s  b a c t é r i e s  l e s  p l u s  s e n s i b l e s  à l ' o x y g è n e  e n  

é t a n t  d é p o u r v u e s .  De p l u s ,  c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  d e  l a  f l o r e  

b u c c a l e  comme B a c t e r o i d e s  g i n g i v a l i s  e t  B. a s a c c h a r o l y t i c u s  

s o n t  e n c o r e  moins  s e n s i b l e s  à l ' o x y g è n e ;  e l l e s  p e u v e n t  

s u r v i v r e  à d e s  e x p o s i t i o n s  d e  p l u s  d e  24 h e u r e s  (Van 

Winke lhof f  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  

Les  B a c t e r o i d e s  du  c ô l o n  s o n t  d e s  b a c t é r i e s  f a c i l e s  à 

c u l t i v e r  c a r  peu e x i g e n t e s .  Leu r  t emps  d e  g é n é r a t i o n  s u r  

m i l i e u  r i c h e  complémenté  en  hémine e t  en v i t a m i n e  BIS e s t  

d e  1 h e u r e  à 37°C. I l  e s t  n é c e s s a i r e  d e  complémenter  l e s  

m i l i e u x  d e  c u l t u r e  en  hémine car c e t t e  m o l é c u l e  e s t  

i n d i s p e n s a b l e  à l a  f o r m a t i o n  du cy toch rome  b  e t  d e  l a  

NADH-fumarate-oxydo-réductase q u i  c a t a l y s e  l a  s y n t h è s e  

d  ' a c i d e  s u c c i n i q u e  à p a r t i r  d  ' a c i d e  f u m a r i q u e .  L  ' a c i d e  

s u c c i n i q u e  formé é t a n t  e x c r é t é  à l ' e x t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  

(Macy e t  P r o b s t ,  1 9 7 9 ) .  Donc, en p r é s e n c e  d ' h é m i n e ,  l e s  

p r i n c i p a u x  p r o d u i t s  f o r m é s  p a r  f e r m e n t a t i o n  s o n t  l ' a c i d e  

s u c c i n i q u e  e t  l ' a c i d e  f u m a r i q u e .  P a r  c o n t r e ,  en a b s e n c e  

d ' h é m i n e ,  c e  s o n t  l ' a c i d e  f u m a r i q u e  e t  l ' a c i d e  l a c t i q u e  q u i  

s o n t  p r o d u i t s .  



Les  Bacteroides du rumen s o n t  beaucoup  p l u s  e x i g e n t s  

q u e  l e s  p r é c é d e n t s .  En e f f e t ,  i l s  n é c e s s i t e n t  un  g r a n d  

nombre d e  f a c t e u r s  d e  c r o i s s a n c e  q u i  n e  s e r o n t  f o u r n i s  q u e  

p a r  l ' a d j o n c t i o n  d e  j u s  d e  rumen a u  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  

4 . 2  - Métabolisme énergétique. 

L e s  Bacteroides i n t e s t i n a u x  d é g r a d e n t  l e s  p r o d u i t s  

non d i g é r é s  p a r  l ' h ô t e .  D e  c e  f a i t ,  ils h y d r o l y s e n t  une  

g r a n d e  v a r i é t é  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  complexes  p o u r  d o n n e r  d e s  

m o n o s a c c h a r i d e s  à 5 ou 6 c a r b o n e s .  

4 . 2 . 1  - Forma t ion  d u  p y r u v a t e .  

Les m o n o s a c c h a r i d e s  p r o d u i t s  p a r  h y d r o l y s e  d e s  

p o l y s a c c h a r i d e s  v o n t  p a s s e r  à t r a v e r s  l a  membrane 

c y t o p l a s m i q u e  p a r  un mécanisme q u i  n ' e s t  pas e n c o r e  t r è s  

connu.  Une f o i s  d a n s  l a  c e l l u l e ,  c e s  m o n o s a c c h a r i d e s  v o n t  

ê t r e  d é g r a d é s  p a r  l a  v o i e  d 'Embden-Meyerhof.  D ' a i l l e u r s ,  

une  a c t i v i t é  fructose-1,6-diphosphate-aldolase a  é t é  mise 

en  é v i d e n c e  c h e z  Bacteroides eggerthii., B. fragilis, B. 
thetaiotaomicron., B. ruminicola, B. succinogenes e t  B. 

amylophilus (Macy e t  P r o b s t ,  1 9 7 9 ) .  

4 . 2 . 2  - R ô l e  du C O 2  d a n s  l e  c a t a b o l i s m e  du phospho- 

é n o l p y r u v a t e  . 

Chez Bacteroides fragilis e t  B. ruminicola, une  PEP 

c a r b o x y k i n a s e  ATP-dépendante p e r m e t  l e  p a s s a g e  du phospho- 

é n o l p y r u v a t e  (PEP) en a c i d e  o x a l o a c é t i q u e  ( A O A )  a v e c  

f o r m a t i o n  d'ATP. L ' A O A  fo rmé  e s t  e n s u i t e  r é d u i t  e n  m a l a t e  

s o u s  l ' a c t i o n  d ' u n e  m a l a t e - d é s h y d r o g é n a s e  à NAD. Du m a l a t e ,  

on passe a u  f u m a r a t e  q u i  e s t  e n s u i t e  r é d u i t  en s u c c i n a t e  

p a r  l a  NADH-fumarate-oxydoréductase. C e t t e  r é a c t i o n  permet  

l a  f o r m a t i o n  d'ATP p a r  un s y s t è m e  p r i m i t i f  t r a n s p o r t e u r  

d ' é l e c t r o n s .  C ' e s t  c e  s u c c i n a t e  fo rmé  q u i  e s t  l e  p r i n c i p a l  

p r o d u i t  d e  l a  f e r m e n t a t i o n .  



D ' a u t r e s  e s p è c e s  s o n t  c a p a b l e s  d e  p r o d u i r e  du 

p r o p i o n a t e  à p a r t i r  du s u c c i n a t e ,  Dans c e  c a s ,  l e  s u c c i n a t e  

donne du  succ iny l -CoA,  p u i s  d u  méthyl-malonyl-CoA p a r  

t r a n s f e r t  d ' u n  groupement  m é t h y l  par l a  méthyl-malonyl-CoA- 

mu ta se  q u i  e s t  e x i g e n t e  en v i t a m i n e  B12. Ce méthyl -  

malonyl-CoA, par l i b é r a t i o n  d e  COz, donne  l e  propionyl-CoA 

q u i  lui-même c o n d u i t  au  p r o p i o n a t e .  

4 . 2 . 3  - Forma t ion  d ' a u t r e s  p r o d u i t s  d e  f e r m e n t a t i o n .  

En p l u s  d u  s u c c i n a t e  e t  du p r o p i o n a t e ,  d ' a u t r e s  

p r o d u i t s  normaux d e  l a  f e r m e n t a t i o n  p e u v e n t  ê t r e  fo rmés  

comme l ' a c é t a t e ,  l e  f o r m a t e ,  l e  b u t y r a t e ,  l e  l a c t a t e  e t  

l ' h y d r o g è n e .  

Le l a c t a t e  e s t  p r o b a b l e m e n t  p r o d u i t  p a r  r é d u c t i o n  du 

p y r u v a t e  p a r  u n e  l a c t a t e - d é s h y d r o g é n a s e  à N A D .  Pou r  fo rmer  

l ' a c é t a t e ,  l ' a c é t y l - C o A  e s t  p r é a l a b l e m e n t  s y n t h é t i s é  p a r  

d é c a r b o x y l a t i o n  o x y d a t i v e  du  p y r u v a t e ;  l a  f l a v i n e  r é d u i t e  

l o r s  d e  c e t t e  r é a c t i o n  é t a n t  u t i l i s é e  p o u r  l a  r é d u c t i o n  du 

f u m a r a t e  en s u c c i n a t e .  

4 . 2 . 4  - P h o s p h o r y l a t i o n s  o x y d a t i v e s  . 

L ' é n e r g i e  n é c e s s a i r e  aux  s y n t h è s e s  p e u t  ê t r e  f o u r n i e  

p a r  d e s  r é a c t i o n s  d e  p h o s p h o r y l a t i o n  du  c a t a b o l i s m e .  Mais 

e l l e  p e u t  a u s s i  ê t r e  g é n é r é e  p a r  d e s  r é a c t i o n s  d e  

p h o s p h o r y l a t i o n  o x y d a t i v e ,  par un s y s t è m e  p r i m i t i f  

t r a n s p o r t e u r  d ' é l e c t r o n s  q u i  u t i l i s e  l e  N A D H ,  d e s  q u i n o n e s  

e t  d e s  c y t o c h r o m e s .  

D ' a i l l e u r s ,  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  e t  B. r u m i n i c o l a  

s y n t h é t i s e n t  un cy toch rome  d e  t y p e  b  q u i  e s t  f o rmé  d ' u n  

noyau p o r p h y r i n i q u e  d o n t  l a  s y n t h è s e  n é c e s s i t e r a i t  l ' a p p o r t  

d ' h é m i n e  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  Le cy toch rome  b  e s t  

i m p l i q u é  d a n s  l a  r é a c t i o n  d e  r é d u c t i o n  du f u m a r a t e  en 

s u c c i n a t e .  Chez B a c t e r o i d e s ,  l e  f u m a r a t e  e s t  l ' a c c e p t e u r  

f i n a l  des  é l e c t r o n s  du c a t a b o l i s m e  e t  l ' enzyme  c a t a l y s a n t  

l a  r é d u c t i o n  forme un complexe l i é  à l a  membrane 



c y t o p l a s m i q u e ,  a u q u e l  s o n t  a s s o c i é s  l e  cy toch rome  b  e t  l a  

ménaquinone . 

Les d o n n e u r s  d ' é l e c t r o n s  p o u r  l a  r é d u c t i o n  du 

f u m a r a t e  v a r i e n t  s e l o n  l e s  e s p è c e s  ( e x :  NADH,  f o r m a t e ,  H 2 ,  

FMN). Mais l e  donneu r  d ' é l e c t r o n s  l e  p l u s  commun e s t  l e  

NADH+H+ q u i  p r o c u r e  l e s  é l e c t r o n s  a l a  f u m a r a t e - r k d u c t a s e  

p a r  une  d é s h y d r o g é n a s e  l i é e  à l a  membrane. L ' u t i l i s a t i o n  

d ' h y d r o g è n e  m o l é c u l a i r e  a é t é  mise en  é v i d e n c e  c h e z  

Bacteroides ruminicola; en  e f f e t ,  quand c e t t e  b a c t é r i e  e s t  

c u l t i v é e  s o u s  a t m o s p h è r e  d e  H2/C02, on remarque  une 

a u g m e n t a t i o n  d e  l a  s y n t h è s e  d e  p r o p i o n a t e  (donc  une 

u t i l i s a t i o n  p l u s  a c c r u e  d u  f u m a r a t e ) .  

Le NAD+ p o u r r a  ê t r e  r é d u i t  p a r  u n e  d é s h y d r o g é n a s e  à 

c o n d i t i o n  q u e  l e  p o t e n t i e l  d  ' o x y d o r é d u c t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  

s o i t  t r è s  b a s .  
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Figure 2: RBsum6 d e s  v o i e s  m e t a b o l i g u e s  d e s  s u c r e s  c h e z  

Bacteroides fragilis (Macy e t  P r o b s t ,  1979). 

Mala t e  . 



L a  r e s i s t a n c e  aux  a n t i b i o t i q u e s  e s t  d i f f i c i l e  à 

e s t i m e r  c a r  i l  e x i s t e  une  r é e l l e  d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  

s e n s i b i l i t é s  in vitro e t  in vivo. En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  

b a c t é r i e s  a n a é r o b i e s ,  l a  méthode d e  mesure  r e c o n n u e  r e p o s e  

s u r  l a  c u l t u r e  d e s  s o u c h e s  en  m i l i e u x  g é l o s é s  e n  p r é s e n c e  

d e  d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  a n t i b i o t i q u e s  ( A l d r i d g e  e t  

S a n d e r s ,  1987) .  

L e s  Bacteroides du c ô l o n  e t  d e  l a  bouche s o n t  t o u s  

r é s i s t a n t s  aux  a m i n o g l y c o s i d e s  comme l a  kanamycine ,  e t  à 

l ' a c i d e  n a l i d i x i q u e  c a r  l e u r  membrane e s t  imperméable  a c e s  

m o l é c u l e s .  L a  p l u s  g r a n d e  p a r t i e  d e s  s o u c h e s  e s t  s e n s i b l e  

au c h l o r a m p h é n i c o l  e t  au  m é t r o n i d a z o l e .  15 % d e s  s o u c h e s  

s o n t  r é s i s t a n t e s  a l a  t é t r a c y c l i n e .  Pour  l a  r é s i s t a n c e  a l a  

t é t r a c y c l i n e  q u i  e s t  d e  n a t u r e  chromosomique,  Bacteroides 

e s t  c a p a b l e  d e  l a  t r a n s f é r e r  p a r  c o n j u g a i s o n  ( S a l y e r s  et 

al., 1 9 8 7 ) .  

La r é s i s t a n c e  aux  @ - l a c t a m e s  d e  c e s  b a c t é r i e s  e s t  d u e  

à l a  s y n t h è s e  d e  B - l a c t a m a s e s  d a n s  l ' e s p a c e  p é r i p l a s m i q u e ;  

c e t t e  r é s i s t a n c e  p r o v i e n t  donc  d ' u n e  c o m p é t i t i o n  e n t r e  l e  

p a s s a g e  d e  l a  m o l é c u l e  d ' a n t i b i o t i q u e  e t  l e  t a u x  d e  

s y n t h è s e  d ' enzyme c a p a b l e  d e  l a  d é g r a d e r .  C e p e n d a n t ,  c h e z  

Bacteroides distasonis, on a u n e  s y n t h è s e  t r è s  f a i b l e  d e  

@ - l a c t a m a s e s  e t  u n e  r é s i s t a n c e  f o r t e .  Dans c e  c a s ,  c ' e s t  

l ' a n t i b i o t i q u e  q u i  n e  p e u t  p é n é t r e r  d a n s  l a  b a c t é r i e .  

L a  c l i n d a m y c i n e  e s t  l ' a n t i b i o t i q u e  d e  c h o i x  d a n s  l e  

t r a i t e m e n t  d e s  i n f e c t i o n s  a Bacteroides. Néanmoins,  8 % d e s  

s o u c h e s  s o n t  r é s i s t a n t e s  e t  c e  nombre a p p a r a i t  ê t r e  en 

a u g m e n t a t i o n .  En f a i t ,  comme p o u r  l a  r e s i s t a n c e  à l a  

t é t r a c y c l i n e ,  ce s e r a i t  dû a d e s  t r a n s f e r t s  c o n j u g a t i f s .  

L e s  Bacteroides du rumen o n t  un p r o f i l  d e  r é s i s t a n c e  

aux  a n t i b i o t i q u e s  t r è s  p r o c h e  d e s  a u t r e s  Bacteroides. I l s  



s o n t  t o u s  r é s i s t a n t s  à l a  kanamycine e t  à l ' a c i d e  

n a l i d i x i q u e ;  l a  p l u s  g r a n d e  p a r t i e  d e s  s o u c h e s  e s t  s e n s i b l e  

a l a  c l i n d a m y c i n e ,  à l a  t é t r a c y c l i n e  e t  à l ' a m p i c i l l i n e  

( F l i n t  e t  S t e w a r t ,  1 9 8 7 ) .  

6 . 1  - Bacteroides du t r a c t u s  d i g e s t i f  de  l'homme. 

6 . 1 . 1  - Bacteroides d e  l a  c a v i t é  b u c c a l e .  

La p l u p a r t  d e s  e s p è c e s  d e  Bacteroides v i v a n t  d a n s  l a  

bouche s o n t  d e s  b a c t é r i e s  a s a c c h a r o l y t i q u e s  t e l l e s  

Bacteroides melaninogenicus, B. asaccharolyticus., B. 

endodon talis ou B. gingivalis. Ces  b a c t é r i e s  o n t  un 

mé tabo l i sme  e s s e n t i e l l e m e n t  p r o t é o l y t i q u e .  

Chez Bacteroides oralis, on a m i s  en é v i d e n c e  une 

d é g r a d a t i o n  d e  p o l y s a c c h a r i d e s .  C e t t e  b a c t é r i e  e s t  

s a c c h a r o c l a s t i q u e  e t  p o s s è d e  l ' é q u i p e m e n t  enzyma t ique  

c a p a b l e  d e  d é g r a d e r  l e  d e x t r a n  q u i  e s t  un po lymère  d e  

m o l é c u l e s  d e  g l u c o s e  l i é e s  en  a - 1 , 6 .  S u r  c e t t e  c h a î n e  

p r i n c i p a l e  s o n t  g r e f f é e s  en  a - 1 , 3  d e s  c h a î n e s  p l u s  c o u r t e s .  

C e t t e  b a c t é r i e  p o s s è d e  2 d e x t r a n a s e s  ( u n e  p é r i p l a s m i q u e  e t  

une  c y t o p l a s m i q u e )  q u i  h y d r o l y s e n t  l e s  l i a i s o n s  a - 1 , 6  e t  

a - 1 , 3  g l u c a n i q u e s  a i n s i  qu  'une  mutanase  c y t o p l a s m i q u e  q u i  

n ' h y d r o l y s e  q u e  l e s  l i a i s o n s  a - 1 , 3  ( T a k a h a s h i  et a 1 . , 1 9 8 5 ) .  

Chez Bacteroides ochraceus q u i  a  é t é  renommé 

Capnocytophagû ochracea p a r  L e a d b e t t e r  et al. ( 1 9 7 9 )  a é t é  

é g a l e m e n t  mise  en  é v i d e n c e  une  a c t i v i t é  d e x t r a n a s e  ( S t a a t  

e t  S c h a c h t e l e ,  1 9 7 6 ) .  



6 . 1 . 2  - Bacteroides du c ô l o n .  

L e s  m o n o s a c c h a r i d e s  e t  l e s  d i s a c c h a r i d e s  n e  s o n t  pas 

ou t rès  peu  p r é s e n t s  d a n s  l e  c ô l o n  c a r  i ls  s o n t  a b s o r b é s  

p e n d a n t  l e  p a s s a g e  d a n s  l ' i n t e s t i n  g r ê l e .  De c e  f a i t ,  l a  

s o u r c e  p r i n c i p a l e  d e  g l u c i d e s  d a n s  l e  c ô l o n  p o u r  d e s  

b a c t é r i e s  s a c c h a r o l y t i q u e s  comme Bacteroides e s t  c o n s t i t u é e  

p a r  l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  non d i g é r é s  p a r  l e s  s y s t è m e s  

e n z y m a t i q u e s  d e  l ' h ô t e ;  ces p o l y s a c c h a r i d e s  p r o v e n a n t  d e s  

p a r o i s  d e s  c e l l u l e s  v é g é t a l e s  ou d e s  s é c r é t i o n s  d e  l ' h ô t e  

( m u c i n e s ,  m u c o p o l y s a c c h a r i d e s ) .  

Q u e l q u e s  e s p è c e s  comme Bacteroides thetaiotaomicron 

p e u v e n t  f e r m e n t e r  une  g r a n d e  v a r i é t é  d e  p o l y s a c c h a r i d e s ;  

c e c i  r e p r é s e n t e  un a v a n t a g e  c a r ,  d a n s  l e  c ô l o n ,  l e s  

b a c t é r i e s  s o n t  c o n f r o n t é e s  c o n t i n u e l l e m e n t  à d e s  v a r i a t i o n s  

d ' a p p o r t  a l i m e n t a i r e .  

Parmi  c e s  m u l t i p l e s  p o l y s a c c h a r i d e s ,  on p o u v a i t  s e  

demander  s i  c e r t a i n s  c o n t r i b u a i e n t  p l u s  à l a  n u t r i t i o n  in 

vivo q u e  d ' a u t r e s .  En u t i l i s a n t  d e s  m u t a n t s  p a r  

t r a n s p o s i t i o n  d e  Bacteroides thetaiotaomicron d é f i c i e n t s  

d a n s  l a  c a p a c i t é  d ' u t i l i s e r  c e r t a i n s  p o l y s a c c h a r i d e s ,  

S a l y e r s  e t  P a j e a u  ( 1 9 8 9 )  o n t  mon t r é  q u e  c e t t e  b a c t é r i e  

u t i l i s e  in vivo d e  p e t i t e s  q u a n t i t é s  d ' u n e  g r a n d e  v a r i é t é  

d e  p o l y s a c c h a r i d e s  p l u t ô t  q u ' u n e  q u a n t i t é  p l u s  i m p o r t a n t e  

d ' u n  ou d e  d e u x  p o l y s a c c h a r i d e s  p a r t i c u l i e r s .  En e f f e t ,  s i  

Bacteroides c o m p t a i t  p r i n c i p a l e m e n t  s u r  un ou deux  

p o l y s a c c h a r i d e s  in vivo, l e s  m u t a t i o n s  a f f e c t a n t  

l ' u t i l i s a t i o n  d e  c e s  composés p a r t i c u l i e r s  s e r a i e n t  l é t a l e s  

p o u r  l a  b a c t é r i e  a l o r s  q u e  l e s  m u t a t i o n s  a f f e c t a n t  c e l l e  

d e s  a u t r e s  p o l y s a c c h a r i d e s  n ' a u r a i e n t  aucun  e f f e t .  En f a i t ,  

l e s  m u t a t i o n s  l e s  p l u s  l é t a l e s  p o u r  B. thetaiotaomicron 

s o n t  c e l l e s  i n t e r v e n a n t  s u r  l e s  s y s t è m e s  e n z y m a t i q u e s  d e  

d é g r a d a t i o n  e t  d ' u t i l i s a t i o n  d e  p l u s i e u r s  p o l y s a c c h a r i d e s .  

Une q u a n t i t é  a s s e z  i m p o r t a n t e  d ' enzymes  p a r t i c i p a n t  a 

l a  d é g r a d a t i o n  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  t e l s  q u e  l ' a m i d o n ,  l e s  



pectines ou l'acide polygalacturonique, le dextran, la 

chondroïtine sulfate a été caractérisée. Leurs 

caractéristiques et leurs modes d'action sont développés à 

la suite de ce paragraphe. 

* Dégradation de l'amidon. 
Chez deux souches prédominantes du côlon, Bacteroides 

vulga tus et B. thetaiotaomicron, les systèmes enzymatiques 

associés à la dégradation de l'amidon ont été caractérisés. 

L'amidon est le plus souvent constitué d'amylose et 

d'amylopectine. L'amylose étant un polyholoside à chaînes 

linéaires de D-glucose liés en a-1,4 et l'amylopectine 

étant constituée de chaînes principales d'amylose avec des 

branchements en a-1,6 de chaînes de 20 a 25 molécules de 

glucose en a-1,4. 

Bacteroides vulgatus représente un cas plus ou moins 

particulier parmi le genre Bacteroides. En effet, B. 
vulgatus n'utilise pas une grande variété de 

polysaccharides. Les seuls substrats qui lui permettent une 

bonne croissance sont l'amylose et l'amylopectine. Des 

polysaccharides comme ceux des parois des cellules 

végétales ou ceux sécrétés par l'hôte sont dégradés très 

difficilement. Cette bactérie dégrade donc dans le côlon 

les petites quantités d'amidon qui ne l'ont pas été dans 

l'intestin grêle à l'aide de 2 enzymes qui sont une a- 

glucosidase et une amylase (McCarthy et al. , 1988). Aucune 

de ces 2 activités n'est extracellulaire mais toutes les 2 

sont inductibles par l'amylose et l'amylopectine. 

60 % des activités enzymatiques sont solubles (donc 

périplasmiques ou cytoplasmiques) et 40 % sont 

membranaires. D'autre part, une grande partie de l'activité 

a-amylase cellulaire se copurifie avec l'activité a- 

glucosidase, ce qui permet de penser que l'a-glucosidase 

aurait une certaine activité a-amylasique. L'a-glucosidase 



a  é t é  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  é t u d i é e ;  c e t  enzyme a  une  masse 

m o l é c u l a i r e  d e  79000 Da. 

Bacteroides thetaiotaomicron p e u t  u t i l i s e r  1 'amylose  

e t  l ' a m y l o p e c t i n e  comme s e u l e  s o u r c e  d e  c a r b o n e  e t  

d ' é n e r g i e .  Les  enzymes q u i  d é g r a d e n t  c e s  p o l y s a c c h a r i d e s  

s o n t  a s s o c i é s  à l a  c e l l u l e  ( e s p a c e  p é r i p l a s m i q u e ) ;  d e  p l u s ,  

deux  a u t r e s  enzymes i m p l i q u é s  d a n s  l a  d é g r a d a t i o n  o n t  é t é  

l o c a l i s é s  d a n s  l e  c y t o p l a s m e :  il s ' a g i t  d ' u n e  a - g l u c o s i d a s e  

e t  d ' u n e  m a l t a s e .  D ' a u t r e  p a r t ,  Anderson e t  S a l y e r s  ( 1 9 8 9 a )  

o n t  remarqué  q u e  d e s  c e l l u l e s  i n t a c t e s  d e  B. 

thetaiotaomicron se  l i e n t  à d e  l ' a m i d o n  marqué au 14C. 

C e t t e  f i x a t i o n  s e r a i t  due  à une  p r o t é i n e  c a r  il e x i s t e  

un n i v e a u  d e  s a t u r a t i o n  e t  l a  f i x a t i o n  e s t  r é d u i t e  p a r  

t r a i t e m e n t  d e s  c e l l u l e s  à l a  p r o t é i n a s e  K .  A i n s i ,  l e s  

a u t e u r s  e s t i m e n t  q u ' i l  y  a u r a i t  400000 s i t e s  d e  f i x a t i o n  

p a r  c e l l u l e .  L e  t a u x  d e  f i x a t i o n  d ' amidon  e s t  beaucoup  p l u s  

é l e v é  e n  c a s  d e  c r o i s s a n c e  b a c t é r i e n n e  s u r  d e s  m i l i e u x  

i n d u i s a n t  l a  s y n t h è s e  d e s  enzymes d e  d é g r a d a t i o n ;  donc  on 

p e u t  p a r l e r  d e  c o r é g u l a t i o n  p o u r  l e s  g è n e s  c o d a n t  l e s  

composants  d e s  s i t e s  d e  f i x a t i o n  e t  p o u r  c e u x  c o d a n t  p o u r  

l es  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  d e  d é g r a d a t i o n .  C e c i  a  

d ' a i l l e u r s  é t é  d é m o n t r é  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  m u t a n t s  

i n c a p a b l e s  d e  s e  d é v e l o p p e r  s u r  amidon m a i s  c a p a b l e s  d e  

s y n t h é t i s e r  l e s  enzymes d e  d é g r a d a t i o n  (Anderson  e t  

S a l y e r s ,  1989b) .  E n f i n ,  l e s  enzymes d e  d é g r a d a t i o n  t o u t  

comme l e s  p r o t é i n e s  se l i a n t  à l ' amidon  s o n t  i n d u i t s  p a r  l e  

m a l t o s e .  

Ces  r é s u l t a t s  m o n t r e n t  q u e  l ' u t i l i s a t i o n  d e  l ' a m i d o n  

p a r  Bacteroides thetaiotaomicron n ' i m p l i q u e  p a s  d ' enzymes  

e x t r a c e l l u l a i r e s .  En f a i t ,  l ' a t t a c h e m e n t  d e  l a  m o l é c u l e  

d ' amidon  à l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  r e p r é s e n t e  une  p r e m i è r e  

é t a p e  p e r m e t t a n t  aux  m o l é c u l e s  d e  p a s s e r  l a  membrane 

e x t e r n e  e t  d e  s e  r e t r o u v e r  d a n s  l ' e s p a c e  p é r i p l a s m i q u e .  



* D é g r a d a t i o n  du p u l l u l a n e .  

L e  p u l l u l a n e  e s t  un p o l y s a c c h a r i d e  l i n é a i r e  p a r f o i s  

c l a s s é  d a n s  l e s  amidons .  En e f f e t ,  comme c e  d e r n i e r ,  il e s t  

un po lymère  d e  D-g lucose .  I l  e s t  c o n s t i t u é  d ' u n e  r é p é t i t i o n  

r é g u l i è r e  d ' u n i t é s  d e  m a l t o t r i o s e  r e l i é e s  en a - 1 , 6 ;  l e  

m a l t o t r i o s e  é t a n t  une s t r u c t u r e  d e  3 m o l é c u l e s  d e  g l u c o s e  

l i é e s  en a - 1 , 4 .  La p u l l u l a n a s e  coupe  * l e s  l i a i s o n s  a - 1 , 6  

p o u r  d o n n e r  comme p r o d u i t  f i n a l  d e  r é a c t i o n  du m a l t o t r i o s e .  

S m i t h  e t  S a l y e r s  ( 1 9 8 9 )  o n t  c a r a c t é r i s é  c e t t e  

a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e .  L a  p u l l u l a n a s e  e s t  un enzyme 

i n d u c t i b l e  p a r  l a  p r é s e n c e  d e  s o n  s u b s t r a t ;  c e l u i - c i  a un 

pH optimum d e  r é a c t i o n  d e  6 , 5  e t  une  masse m o l é c u l a i r e  d e  

77000 Da. En c e  q u i  c o n c e r n e  sa  l o c a l i s a t i o n  c e l l u l a i r e ,  

l ' a c t i v i t é  e s t  a s s o c i é e  à l a  c e l l u l e  e t  s e  r é p a r t i t  comme 

s u i t :  80 % s o l u b l e  e t  20 % a s s o c i é e  à l a  membrane. 

C e t t e  a c t i v i t é  a é t é  c l o n é e  p a r  l e s  mêmes a u t e u r s  

c h e z  E. col i .  E n s u i t e ,  une  mu tagenèse  d i r i g é e  e f f e c t u é e  p a r  

i n s e r t i o n  a  é t é  f a i t e  c h e z  B a c t e r o i d e s .  Les  r é s u l t a t s  

m o n t r e n t  q u ' i l  e x i s t e r a i t  une s e c o n d e  a c t i v i t é  p u l l u l a n a s e .  

En f a i t ,  l ' o b s e r v a t i o n  q u e  l ' o n  a i t  20 % d ' a c t i v i t é  

a s s o c i é e  a l a  membrane p o u r r a i t  i n d i q u e r  q u e  l ' o n  a i t  d e u x  

enzymes.  D ' a i l l e u r s ,  c e  t y p e  d e  d i s t r i b u t i o n  a d é j à  é t é  

mon t r é  d a n s  l e  cas d e  d e u x  p o l y g a l a c t u r o n a s e s  d e  

B a c t e r o i d e s  t h e t a i o t a o m i c r o n  (McCarthy e t  a l . ,  1 9 8 5 )  e t  d e  

g a l a c t o m a n n a s e s  d e  B. o v a t u s  ( G h e r a r d i n i  e t  S a l y e r s ,  1987a  

e t  b ) .  

* D é g r a d a t i o n  d e s  c y c l o d e x t r i n e s .  

Les  c y c l o d e x t r i n e s  n e  s o n t  p a s  r é e l l e m e n t  d e s  

p o l y m è r e s ;  c e  s o n t  en  f a i t  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  composés  d e  

6 u n i t é s  ou p l u s  d e  g l u c o s e  l i é e s  en a - 1 , 4 .  Leu r  

c a r a c t é r i s t i q u e  p r i n c i p a l e  é t a n t  l e  f a i t  q u e  c e s  m o l é c u l e s  

s o n t  c y c l i q u e s .  Ce c a r a c t è r e  e x p l i q u e  p o u r q u o i  c e s  

m o l é c u l e s  n e  s o n t  h y d r o l y s é e s  q u e  très doucement p a r  l e s  

a m y l a s e s  s a l i v a i r e s  e t  i n t e s t i n a l e s .  Cependan t ,  e l l e s  



p e u v e n t  ê t r e  f e r m e n t é e s  p a r  l e s  b a c t é r i e s  a n a é r o b i e s  du  

c ô l o n  p o u r  p r o d u i r e  d e s  p r o d u i t s  r e c o n n u s  p o u r  l e u r  v a l e u r  

n u t r i t i o n n e l l e  ( e x :  a c i d e s  g r a s ) .  

P l u s i e u r s  Bacteroides d u  c ô l o n  s o n t  c a p a b l e s  d e  

d é g r a d e r  l e s  c y c l o d e x t r i n e s ;  i l  s ' a g i t  e n t r e  a u t r e s  d e  

Bacteroides distasonis, B. ovatus., B. eggerthii, B. 
uniformis, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus e t  B. fragilis. 

A n t e n u c c i  e t  Pa lmer  ( 1984)  o n t  é t u d i é  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  

l e s  a c t i v i t é s  c y c l o d e x t r i n a s e s  d e s  deux  p r e m i è r e s  e s p è c e s .  

C e s  a c t i v i t é s  s o n t  en m a j o r i t é  l i é e s  à l a  c e l l u l e  e t  e l l e s  

s o n t  i n d u c t i b l e s .  L a  d é g r a d a t i o n  s ' e f f e c t u e  à pH 6 , 8  e t  à 

37°C. Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  l a  d é g r a d a t i o n  commence a p r è s  1 

à 2 h e u r e s  e t  e l l e  e s t  q u a s i m e n t  c o m p l è t e  en  18 h e u r e s .  

Comme l e  temps  d e  t r a n s i t  d a n s  l e  c ô l o n  e s t  é v a l u é  à une 

t r e n t a i n e  d ' h e u r e s  e t  q u e  l ' enzyme  e s t  i n d u c t i b l e ,  on v o i t  

q u e  l a  b a c t é r i e  a s u f f i s a m m e n t  d e  temps p o u r  r é a g i r  à l a  

p r é s e n c e  du  s u b s t r a t  e t  p o u r  l e  d é g r a d e r .  

P a r  c o n t r e ,  m ê m e  si l e s  enzymes d e  B. distasonis e t  

B. ovatus a g i s s e n t  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  s i m i l a i r e s ,  e l l e s  

n ' o n t  p a s  l e s  mêmes mécanismes d ' a c t i o n  c a r  l e s  p r o d u i t s  

d ' h y d r o l y s e  s o n t  d i f f é r e n t s .  En e f f e t ,  l a  c y c l o d e x t r i n a s e  

d e  B. ovatus n e  p r o d u i t  q u e  du  g l u c o s e  à p a r t i r  d e s  

c y c l o d e x t r i n e s  a l o r s  q u e  c e l l e  d e  B. distasonis e n g e n d r e  l a  

p r o d u c t i o n  d ' u n e  s é r i e  d e  composés ( g l u c o s e ,  m a l t o s e ,  

m a l t o t r i o s e ) .  

* D é g r a d a t i o n  d e s  p e c t i n e s  e t  du p o l y g a l a c t u r o n a t e .  

L e s  m a t i è r e s  p e c t i q u e s  s o n t  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  s i t u é s  

d a n s  l e s  p a r o i s  c e l l u l a i r e s  e t  d a n s  l e s  c i m e n t s  

i n t e r c e l l u l a i r e s  d e s  t i s s u s  v é g é t a u x .  E l l e s  s o n t  fo rmées  d e  

c h a î n e s  d  ' a c i d e  D - g a l a c t u r o n i q u e  l i é  e n  a-1,4 ( a c i d e  

p o l y g a l a c t u r o n i q u e ) ,  p a r t i e l l e m e n t  e s t é r i f i é e s  p a r  l e  

m é t h a n o l  e t  a s s o c i é e s  à d e s  a r a b a n e s  e t  à d e s  g a l a c t a n e s .  



Bacteroides thetaiotaomicron e s t  c a p a b l e  d  ' u t i l i s e r  

l ' a c i d e  p o l y g a l a c t u r o n i q u e  (PGA) comme s e u l e  s o u r c e  d e  

ca rbone  e t  d ' é n e r g i e  (McCarthy et a l . ,  1985).  Quand c e t t e  

b a c t é r i e  e s t  mise  e n  c u l t u r e  e n  p r é s e n c e  d e  PGA comme s e u l e  

s o u r c e  d e  c a r b o n e ,  deux  p o l y g a l a c t u r o n a s e s  s o n t  p r o d u i t e s .  

I l  s ' a g i t  d ' u n e  PGA-lyase (EC 4 . 2 . 2 . 2 )  s o l u b l e ,  a s s o c i é e  à 

l a  c e l l u l e  mais non p é r i p l a s m i q u e  e t  d ' u n e  PGA-hydrolase 

(EC 3 . 2 . 1 . 1 5 )  a s s o c i é e  à l a  membrane i n t e r n e .  Ces  2  enzymes 

s o n t  i n d u c t i b l e s  p a r  l e  PGA. L a  l y a s e  l i b è r e  un 

d i s a c c h a r i d e  i n s a t u r é  a l o r s  q u e  l ' h y d r o l a s e  e n g e n d r e  l a  

l i b é r a t i o n  d  ' a c i d e  g a l a c t u r o n i q u e .  C e s  2  enzymes s e m b l e n t  

r é g u l é s  d e  l a  même f a ç o n .  

I l  semble  c u r i e u x  q u e  c e s  2  enzymes s o i e n t  i n t e r n e s  à 

l a  c e l l u l e  c a r  on p e u t  se  demander  comment d e  g r o s s e s  

m o l é c u l e s  c h a r g é e s  n é g a t i v e m e n t  p e u v e n t  p a s s e r  l a  membrane 

e x t e r n e  p o u r  s e  r e t r o u v e r  e n  c o n t a c t  a v e c  l e s  enzymes d e  

d é g r a d a t i o n .  En f a i t ,  p u i s q u e  l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  s o n t  t r o p  

g r o s  p o u r  d i f f u s e r  l i b r e m e n t  à t r a v e r s  d e s  p o r e s  d e  l a  

membrane e x t e r n e  ( q u i  a d m e t t e n t  mono e t  d i s a c c h a r i d e s ) ,  d e s  

a u t e u r s  p e n s e n t  q u ' i l  e x i s t e  d e s  p r o t é i n e s  membrana i res  

s p é c i a l i s é e s  p e r m e t t a n t  l e  p a s s a g e  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  au  

t r a v e r s  d e  l a  membrane e x t e r n e .  D e  p l u s ,  t o u s  l e s  enzymes 

d e  d é g r a d a t i o n  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  q u i  o n t  é t é  é t u d i é s  

j u s q u ' à  p r é s e n t  s o n t  i n d u c t i b l e s  e t  donc  il s e  p o u r r a i t  que  

c e  s o i t  l e  c a s  d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  comme d e s  p r o t é i n e s  

membrana i r e s  n é c e s s a i r e s  a u  c a t a b o l i s m e  d e  p o l y s a c c h a r i d e s .  

P o u r  d é t e r m i n e r  s i  c e r t a i n e s  p r o t é i n e s  d e  l a  membrane 

e x t e r n e  s o n t  a s s o c i é e s  à l a  c r o i s s a n c e  d e  Bacteroides s u r  

p o l y s a c c h a r i d e s ,  K o t a r s k i  e t  S a l y e r s  (1984)  o n t  m i s  au 

p o i n t  un p r o t o c o l e  d e  s e p a r a t i o n  d e s  membranes e x t e r n e s  e t  

i n t e r n e s .  En a n a l y s a n t  l a  c o m p o s i t i o n  d e  ces membranes, i l s  

o n t  remarqué  que  p l u s i e u r s  p o l y p e p t i d e s  n . ' é t a i e n t  p r é s e n t s  

d a n s  l a  membrane e x t e r n e  q u e  quand l a  b a c t é r i e  é t a i t  

c u l t i v é e  e n  p r é s e n c e  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  ( e x :  c h o n d r o ï t i n e  

s u l f a t e ,  a r a b i n o g a l a c t a n e  ou PGA). Ces  p o l y p e p t i d e s  é t a i e n t  



a b s e n t s  d e  l a  membrane quand l a  b a c t é r i e  é t a i t  mise en 

c u l t u r e  s u r  l e s  m o n o s a c c h a r i d e s  composan t s  d e s  p o l y m è r e s .  

C ' e s t  a i n s i  qu 'un  p o l y p e p t i d e  d e  104000 Da a é t é  p l u s  

p a r t i c u l i è r e m e n t  m i s  e n  é v i d e n c e  en  f o r t e  c o n c e n t r a t i o n  

quand  l a  b a c t é r i e  se  d é v e l o p p e  s u r  un m i l i e u  n u t r i t i f  

c o n t e n a n t  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  c h a r g é s  n é g a t i v e m e n t  t e l s  l e  

PGA ou l a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e .  

K o t a r s k i  e t  S a l y e r s  ( 1 9 8 4 )  p e n s e n t  q u e  q u e l q u e s - u n s  

d e  c e s  p o l y p e p t i d e s  p o u r r a i e n t  ê t r e  d e s  enzymes d é g r a d a n t  

l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  e n  g r a n d s  f r a g m e n t s ,  d e s  p r o t é i n e s  s e  

l i a n t  au s u b s t r a t  ou e n c o r e  d e s  p r o t é i n e s  c o n s t i t u t i v e s  d e  

p o r e s  q u i  a g i r a i e n t  en  s y n e r g i e  p o u r  f a c i l i t e r  l e  p a s s a g e  

d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  au  t r a v e r s  d e  l a  membrane e x t e r n e .  

McCarthy e t  S a l y e r s  ( 1 9 8 6 )  o n t  t e s t é  d ' a u t r e s  e s p è c e s  

d e  Bacteroides q u e  B. thetaiotaomicron. A i n s i ,  B. vulgatus., 

B. ovatus e t  B. fragilis d é g r a d e n t  l e  PGA. Les PGA-lyases 

d e  ces o r g a n i s m e s  o n t  é t é  comparées  à c e l l e  d e  Bacteroides 

thetaiotaomicron précédemment  d é c r i t e  (McCarthy et al., 

1 9 8 5 ) .  En f a i t ,  t o u t e s  l e s  PGA-lyases s o n t  i n d u c t i b l e s  p a r  

l e  PGA, s o n t  s o l u b l e s  e t  s o n t  a s s o c i é e s  a l a  c e l l u l e .  E l l e s  

o n t  t o u t e s  d e s  v a l e u r s  d e  pH optimum c o m p r i s e s  e n t r e  8 , 4  e t  

8 , 8  e t  une masse m o l é c u l a i r e  d e  l ' o r d r e  d e  50000 Da. Ces 

PGA-lyases donnen t  l a  f o r m a t i o n  d e  d i s a c c h a r i d e s  i n s a t u r é s .  

P o u r  c e s  e s p è c e s ,  l e  PGA n e  s emble  p a s  ê t r e  une s o u r c e  

m a j e u r e  d e  c a r b o n e  e t  d ' é n e r g i e  p u i s q u e  l e s  a c t i v i t é s  PGA- 

lyases s o n t  t o u j o u r s  i n d u c t i b l e s .  

E n f i n ,  J e n s e n  e t  C a n a l e - P a r o l a  ( 1 9 8 6 )  o n t  i s o l e  du 

c ô l o n  2 n o u v e l l e s  e s p è c e s  nommées Bacteroides pectinophilus 

e t  Bacteroides galacturonicus. Chez c e l l e s - c i ,  l a  

d é p o l y m é r i s a t i o n  d e  l a  p e c t i n e  s e  f a i t  s o u s  l ' a c t i o n  d e  2 

enzymes: l e  p r e m i e r  es t  une p e c t i n e - m é t h y l - e s t é r a s e  (EC 

3.1.1.11) e x t r a c e l l u l a i r e  q u i  d é s e s t é r i f i e  l a  p e c t i n e  a v e c  

l i b é r a t i o n  d e  g roupemen t s  m é t h y l - e s t e r s ;  l e  s e c o n d  e s t  une  

e x o p e c t a t e - l y a s e  e x t r a c e l l u l a i r e  o r i g i n a l e  c a r  e l l e  l i b è r e  

d e s  composés t r i g a l a c t u r o n i q u e s  i n s a t u r é s  ( e t  non 



d i g a l a c t u r o n i q u e s )  à p a r t i r  du  po lymère  d é m é t h y l é .  Ce 

po lymère  d é m é t h y l é  é t a n t  l e  PGA q u i  e s t  l e  p r i n c i p a l  

c o n s t i t u a n t  d e  l a  p e c t i n e  d é s e s t é r i f i é e .  Ces  2 espèces 

u t i l i s e n t  d e s  e x o p e c t a t e - l y a s e s  d i s t i n c t e s  c a r  e l l e s  o n t  

d e s  v a l e u r s  d e  pH optimum d i f f é r e n t e s :  9 , 5  p o u r  B. 

pectinophilus e t  8 , 3  p o u r  B. galacturonicus. C e s  enzymes 

s o n t  t o u s  deux  i n d u c t i b l e s .  

* D é g r a d a t i o n  d e  g a l a c t o m a n n a n e s .  

L a  gomme g u a r  e s t  un g a l a c t o m a n n a n e  c o n s t i t u é  d e  

l o n g u e s  c h a î n e s  de mannoses l i é s  en  8-1,4 a v e c  d e s  

b r a n c h e s  d e  g a l a c t o s e s  l i é s  en  a - 1 , 6 .  Pour  d é g r a d e r  c e t t e  

s t r u c t u r e ,  il f a u t  un ou p l u s i e u r s  enzymes q u i  c o u p e n t  l e  

s q u e l e t t e  mannane (B-mannanase) e t  un ou p l u s i e u r s  enzymes 

q u i  l i b è r e n t  les r é s i d u s  d e  g a l a c t o s e  ( a - g a l a c t o s i d a s e ) .  

Quand Bacteroides ovatus e s t  c u l t i v é  s u r  gomme g u a r ,  

il p r o d u i t  une  a - g a l a c t o s i d a s e  1 q u i  es t  d i f f é r e n t e  d e s  a- 

g a l a c t o s i d a s e s  II p r o d u i t e s  l o r s  d e  c u l t u r e s  s u r  g a l a c t o s e ,  

m é l i b i o s e ,  r a f f i n o s e  ou s t a c h i o s e  ( G h e r a r d i n i  et  al., 

1 9 8 5 ) .  Les  2 enzymes (1 e t  I I )  s e m b l e n t  ê t r e  d e s  t r i m è r e s  

a v e c  d e s  v a l e u r s  d e  pH optimum s e m b l a b l e s  (enzyme 1, pH 

6,2; enzyme I I ,  pH 6 , 4 ) .  Cependan t ,  l e s  p o i d s  monomériques 

s o n t  d e  85000 D a  p o u r  l ' enzyme 1 e t  d e  80500 Da p o u r  

l ' enzyme  I I .  Aucun d e s  2 enzymes n e  p e u t  l i b é r e r  du 

g a l a c t o s e  d e  l a  gomme g u a r  n a t i v e  mais t o u s  l e s  2 l e  

p e u v e n t  s i  c e t t e  gomme a é t é  p a r t i e l l e m e n t  d é g r a d é e  par une  

mannanase.  

C e s  enzymes n e  s o n t  p a s  e x t r a c e l l u l a i r e s .  I l s  s o n t  

s o l u b l e s  e t  s o n t  a s s o c i é s  à l a  c e l l u l e .  Comme t o u s  l e s  

enzymes énumérés  a u p a r a v a n t ,  i ls s o n t  i n d u c t i b l e s  p a r  l e u r s  

s u b s t r a t s  r e s p e c t i f s .  Les a - g a l a c t o s i d a s e s  1 e t  II s e m b l e n t  

ê t r e  r é g u l é e s  s é p a r é m e n t ;  p a r  c o n t r e ,  l ' a - g a l a c t o s i d a s e  1 

s e r a i t  r é g u l é e  e n  même temps q u e  l e s  a c t i v i t é s  mannanases .  



G h e r a r d i n i  e t  S a l y e r s  (1987a  e t  b )  o n t  i s o l é  d e  l a  

même s o u c h e  2 a c t i v i t é s  mannanases  a s s o c i é e s  à l a  c e l l u l e ;  

l ' u n e  e s t  l i é e  à l a  membrane e x t e r n e  e t  l ' a u t r e  e s t  

c y t o p l a s m i q u e .  L ' a c t i v i t é  l i e e  à l a  membrane e x t e r n e  

r e p r é s e n t e  30 % d e  l ' a c t i v i t é  t o t a l e  a s s o c i é e  à l a  c e l l u l e .  

L'enzyme s o l u b l e  e s t  beaucoup  p l u s  s t a b l e  q u e  l ' enzyme  

membrana i re .  P a r  c o n t r e ,  l e s  2 enzymes s o n t  i n d u c t i b l e s  e t  

o n t  l e  m ê m e  mécanisme d ' a c t i o n ;  i ls  d o n n e n t  t o u s  l e s  2 d e  

g r a n d s  f r a g m e n t s  p a r  mécanisme e n d o l y t  i q u e  . L e s  2 

mannanases  n e  p e u v e n t  amener l a  f o r m a t i o n  d e  

monosaccha r ides  q u e  s i  l e s  r é s i d u s  d e  g a l a c t o s e  o n t  é t é  

p r é a l a b l e m e n t  l i b é r é s  p a r  u n e  a - g a l a c t o s i d a s e .  

11 s e m b l e r a i t  q u ' e n  f a i t  l a  gomme g u a r  s o i t  d é g r a d é e  

en g r a n d s  f r a g m e n t s  p a r  l a  mannanase membrana i re ;  q u e  c e s  

f r a g m e n t s  s o i e n t  t r a n s p o r t é s  d a n s  l e  c y t o p l a s m e  où ils 

s e r a i e n t  t o t a l e m e n t  d é g r a d é s  p a r  l e s  a c t i o n s  c o n j u g u é e s  d e s  

a - g a l a c t o s i d a s e s  e t  mannanases  s o l u b l e s .  L e s  2 mannanases  

e t  l e s  a - g a l a e t o s i d a s e s  s e m b l e n t  s u f f i s a n t e s  p o u r  d é g r a d e r  

l a  gomme g u a r  e n  m o n o s a c c h a r i d e s .  

Chez Bacteroides fragilis, Berg  et al. ( 1 9 8 0 )  o n t  

i s o l é  u n e  a - g a l a c t o s i d a s e  e x t r a c e l l u l a i r e .  C e t  enzyme a un 

pH optimum d e  5,s e t  un p o i d s  m o l é c u l a i r e  non d é n a t u r e  d e  

125000 D a .  L a  l o c a l i s a t i o n  d e  l ' enzyme  e s t  s u r p r e n a n t e .  Les  

a u t e u r s  o n t  b i e n  i s o l é  l ' enzyme  du  s u r n a g e a n t  d e  c u l t u r e  

mais  n ' o n t  p a s  mesuré  l ' a c t i v i t é  l i e e  à l a  c e l l u l e ;  l a  

p o s s i b i l i t é  d ' u n e  l y s e  c e l l u l a i r e  n ' a  p a s  é t é  e n v i s a g é e .  

* D é g r a d a t i o n  d e  l a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e .  

L a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e  e s t  un po lymère  l i n é a i r e  e t  

s o l u b l e .  I l  e s t  fo rmé p a r  l a  r é p é t i t i o n  d ' u n  d i m è r e  d ' a c i d e  

g l u c u r o n i q u e  l i é  en  8 - 1 , 3  a v e c  une  N - a c é t y l - g a l a c t o s a m i n e .  

C e t t e  N - a c é t y l - g a l a c t o s a m i n e  p o r t e  un e s t e r  d e  s u l f a t e  s u r  

l e  c a r b o n e  4 d a n s  l e  c a s  d e  l a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e  A ou 

s u r  l e  c a r b o n e  6 p o u r  l a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e  C .  Ce 



po lymère  a un p o i d s  m o l é c u l a i r e  v a r i a n t  e n t r e  10000 e t  

20000. 

Bacteroides thetaiotaomicron p e u t  u t i l i s e r  c e  muco- 

p o l y s a c c h a r i d e  comme s e u l e  s o u r c e  d e  c a r b o n e  ( S a l y e r s  e t  

O ' B r i e n ,  1 9 8 0 a ) .  L e s  enzymes i m p l i q u é s  s o n t  t o u t  d ' a b o r d  

une chondroïtine-sulfate-lyase (EC 4 . 2 . 2 . 4 )  q u i  l i b è r e  d e s  

d i s a c c h a r i d e s  s u l f a t é s  i n s a t u r é s  par B - é l i m i n a t  i o n ;  

e n s u i t e ,  une c h o n d r o ï t i n e  4- ou 6 - s u l f a t e - h y d r o l a s e  ( E C  

3 . 1 . 6 . 4 )  é l i m i n e  l e  r é s i d u  s u l f a t e  du  d i s a c c h a r i d e  

i n s a t u r é ;  e n f i n ,  une 8 - g l u c u r o n i d a s e  coupe  l e  d i s a c c h a r i d e  

d é s u l f a t é  pou r  l i b é r e r  d e  l a  N - a c é t y l - g a l a c t o s a m i n e  e t  un 

a c i d e  g l u c u r o n i q u e  i n s a t u r é .  

Malgré  l e  h a u t  p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e  l a  c h o n d r o ï t i n e -  

s u l f a t e ,  aucun d e s  enzymes i m p l i q u é s  d a n s  sa  d é g r a d a t i o n  

n ' e s t  e x t r a c e l l u l a i r e .  2 chondroïtine-sulfate-lyases o n t  

é t é  mise en é v i d e n c e  ( L i n n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  Ces 2 enzymes 

s o n t  a c t i f s  s u r  l e s  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e  A ,  B e t  C m a i s  n e  

l e  s o n t  p a s  s u r  d e s  p o l y m è r e s  t r è s  s u l f a t é s  comme 

l ' h é p a r i n e .  S i n o n ,  c e s  2  enzymes s o n t  t r è s  s e m b l a b l e s :  i ls 

s o n t  t o u s  l e s  d e u x  p é r i p l a s m i q u e s ,  l e s  p o i d s  m o l é c u l a i r e s  

s o n t  d e  107000 p o u r  l a  c h o n d r o ï t i n e - l y a s e  1 e t  d e  104000 

pour  l a  l y a s e  I I ,  l e s  v a l e u r s  d e  pH optimum s o n t  i d e n t i q u e s  

à 0 , S  ou 0 , 4  u n i t é s  p rès .  La s u l f a t a s e  e s t  un enzyme 

i n t r a c e l l u l a i r e ;  donc  l e s  d i s a c c h a r i d e s  s u l f a t é s  i n s a t u r é s  

d o i v e n t  ê t r e  t r a n s p o r t é s  d a n s  l a  c e l l u l e  a v a n t  d ' ê t r e  

d é s u l f  atés e t  coupés  en monosacchar  i d e s  par l a  

g l u c u r o n i d a s e  . 

L e s  a c t i v i t é s  chondroïtine-sulfate-lyases s o n t  

i n d u c t i b l e s .  Quand l a  b a c t é r i e  e s t  c u l t i v é e  s u r  g l u c o s e ,  

une très f a i b l e  q u a n t i t é  d e  l y a s e  e s t  p r é s e n t e  

c o n s t i t u t i v e m e n t  a l o r s  q u e  l o r s q u e  B.  thetaiotaomicron e s t  

i n c u b é  en  p r é s e n c e  d e  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e  A ,  l ' a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  d e  l a  l y a s e  e s t  m u l t i p l i é e  p a r  10  en 90 mn 

( S a l y e r s  e t  K o t a r s k i ,  1 9 8 0 b ) .  Les i n d u c t e u r s  d e  c e s  enzymes 

s o n t  s o i t  l a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e  e l le-même s o i t  s e s  



o l i g o m & r e s  s ' i l s  s o n t  c o n s t i t u é s  d ' a u  moins  8 

m o n o s a c c h a r i d e s .  S i  l a  s o u c h e  e s t  e n  p r é s e n c e  d ' u n  s u b s t r a t  

p l u s  f a c i l e m e n t  f e r m e n t e s c i b l e  q u e  l e s  i n d u c t e u r s ,  

l ' i n d u c t i o n  d e s  chondroïtine-sulfate-lyases n ' a u r a  p a s  l i e u  

( S a l y e r s  et  a l . ,  1 9 8 3 ) .  

Les  t a u x  , d e  c r o i s s a n c e  s u r  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e  en  

c o n d i t i o n s  l i m i t a n t e s  s o n t  d e  48 g d e  c e l l u l e  s è c h e  p a r  

mole  d  ' é q u i v a l e n t  monosacchar  i d e s  p o u r  un temps  d e  

g é n é r a t i o n  d e  3 , 5  h e u r e s  e t  d e  ' 32  g p o u r  un temps  d e  24 h  

( S a l y e r s  et a l . ,  1 9 8 2 ) .  Ces t a u x  d e  c r o i s s a n c e  s o n t  

c o m p a r a b l e s  a v e c  c e u x  o b t e n u s  p a r  K o t a r s k i  e t  S a l y e r s  

( 1 9 8 1 )  s u r  a c i d e  g l u c u r o n i q u e  q u i  e s t  un d e s  composants  d e  

l a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e .  P a r  c o n t r e ,  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

des  chondroïtine-sulfate-lyases d i m i n u e  d e  40  X quand on 

p a s s e  d ' u n  temps d e  g é n é r a t i o n  d e  12  a 24 h.  C e c i  e s t  

c o n t r a i r e  au  comportement  d e  beaucoup  d  'enzymes 

g l y c o l y t i q u e s  e t  d e  d i s a c c h a r i d a s e s  d o n t  l e s  a c t i v i t é s  

s p é c i f i q u e s  r e s t e n t  c o n s t a n t e s  q u e l s  q u e  s o i e n t  l e s  t emps  

d e  g é n é r a t i o n  ( K o t a r s k i  e t  S a l y e r s ,  1 9 8 1 ) .  

Comme d a n s  l e  c a s  d e  l a  d é g r a d a t i o n  du PGA, d e s  

p r o t é i n e s  d e  l a  membrane e x t e r n e  a s s o c i é e s  à l a  c r o i s s a n c e  

s u r  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e  o n t  é t é  m i s e s  en é v i d e n c e  

( K o t a r s k i  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  Ces  p r o t é i n e s  s o n t  d i s t i n c t e s  d e  

c e l l e s  a s s o c i é e s  a l a  c r o i s s a n c e  b a c t é r i e n n e  s u r  d ' a u t r e s  

p o l y m è r e s  c h a r g é s  n é g a t i v e m e n t  comme l e  PGA ou l ' h é p a r i n e .  

En f a i t ,  4 p r o t é i n e s  s e m b l e n t  r é g u l é e s  en  c o o r d i n a t i o n  a v e c  

l a  s y n t h è s e  d e  2  enzymes d é g r a d a n t  l a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e :  

l e s  chondroïtine-sulfate-lyases 1 e t  I I .  

L a  chondroïtine-sulfate-lyase II  a  é t é  c l o n é e  c h e z  E.  

c o l i  ( G u t h r i e  et a l . ,  1 9 8 5 ) .  Le g e n e  c l o n é  a e n s u i t e  é t é  

u t i l i s é  p a r  G u t h r i e  e t  S a l y e r s  ( 1 9 8 6 )  p o u r  a p p r o f o n d i r  l es  

c o n n a i s s a n c e s  d e s  mécanismes d e  d é g r a d a t i o n .  A i n s i ,  à 

l ' a i d e  d ' u n  v e c t e u r  s u i c i d e  d e  B a c t e r o i d e s ,  i l s  o n t  ob t enu  

p a r  mutagenèse  p a r  i n s e r t i o n  d e s  c o u p u r e s  d a n s  l e  g e n e  d e  

l a  c h o n d r o ï t i n e - l y a s e  I I .  Les  m u t a n t s  o b t e n u s  n e  peuven t  



p r o d u i r e  d e  l y a s e  I I  mais s o n t  t o u t  d e  même c a p a b l e s  

d ' u t i l i s e r  l a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e  comme s e u l e  s o u r c e  d e  

c a r b o n e .  Donc, m a l g r é  q u e  l ' a c t i v i t é  l y a s e  1 n e  r e p r é s e n t e  

que  30 % d e  l ' a c t i v i t é  l y a s e  t o t a l e ,  e l l e  e s t  s u f f i s a n t e  

pour  l a  c r o i s s a n c e .  D ' a i l l e u r s ,  c e  mutan t  e s t  c a p a b l e  d e  

c o l o n i s e r  e t  d e  n e  p a s  s e  l a i sser  s u p p l a n t e r  p a r  l e  t y p e  

s auvage  d a n s  l e  t r a c t u s  d i g e s t i f  exempt d e  ge rmes  d ' u n e  

s o u r i s  ( S a l y e r s  e t  G u t h r i e ,  1988a ;  S a l y e r s  e t  a l . ,  1988b) .  

E n f i n ,  G u t h r i e  e t  S a l y e r s  ( 1 9 8 7 )  o n t  m i s  en é v i d e n c e  

l ' e x i s t a n c e  d ' u n  opéron  où l e s  g è n e s  d e  l a  c h o n d r o ï t i n e -  

s u l f a t e - l y a s e  e t  d e  l a  c h o n d r o - 4 - s u l f a t a s e  s o n t  a d j a c e n t s .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l a  chondroïtine-sulfate-lyase 1 a u n e  p l u s  

f o r t e  a f f i n i t é  p o u r  l a  c h o n d r o ï t i n e - 6 - s u l f a t e  e t  l a  l y a s e  

II pour  l a  c h o n d r o ï t i n e - 4 - s u l f a t e .  Donc, l ' o p é r o n  m i s  en 

é v i d e n c e  s emble  a p p r o p r i é  a une  u t i l i s a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  

d e  l a  c h o n d r o ï t i n e - 4 - s u l f a t e .  On p e u t  a i n s i  p e n s e r  q u ' i l  

e x i s t e  un s e c o n d  opéron  p l u s  a p p r o p r i é  a l a  d é g r a d a t i o n  d e  

l a  c h o n d r o ï t i n e - 6 - s u l f a t e .  

B a c t e r o i d e s  o v a t u s  e s t  é g a l e m e n t  c a p a b l e  d  ' u t i l i s e r  

l a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e  ( L i p e s k i  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  C e t t e  

e s p è c e  p r o d u i t  2 chondroïtine-sulfate-lyases q u i  o n t  d e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  c i n é t i q u e s  i d e n t i q u e s  à c e l l e s  d e  B. 

t h e t a i o t a o m i c r o n  d é j a  d é c r i t e s ,  Cependan t ,  d e s  a n t i c o r p s  

d i r i g é s  c o n t r e  l a  c h o n d r o ï t i n e - l y a s e  II d e  B a c t e r o i d e s  

t h e t a i o t a o m i c r o n  c l o n é e  c h e z  E. c o l i  n e  r é a g i s s e n t  p a s  a v e c  

l e s  enzymes d e  B.  o v a t u s .  Ces  enzymes s o n t  i n d u c t i b l e s ,  

s o l u b l e s  e t  a s s o c i é s  à l a  c e l l u l e .  I l  e x i s t e  u n e  a u t r e  

d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  2 e s p è c e s ,  e l l e  s e  s i t u e  au n i v e a u  d e s  

p o l y p e p t i d e s  d e  l a  membrane e x t e r n e  ( q u i  s o n t  i n d u i t s  p a r  

l e  même s u b s t r a t  q u e  l e s  enzymes)  q u i  n ' o n t  p a s  l e s  mêmes 

p o i d s  m o l e c u l a i r e s .  

* D é g r a d a t i o n  d e  l a  l a m i n a r i n e .  

L a  l a m i n a r i n e  e s t  un po lymère  d e  g l u c o s e  e n  @-1,3 

s e m b l a b l e  à c e r t a i n s  p o l y s a c c h a r i d e s  d e s  p a r o i s  d e s  



c e l l u l e s  v é g é t a l e s .  Chez 3  e s p & c e s  d e  b a c t é r i e s  du  c ô l o n  

( B a c t e r o i d e s  t b e t a i o t a o m i c r o n ,  B. d i s t a s o n i s  e t  B. 

f r a g i l i s ) ,  l e s  a c t i v i t é s  l a m i n a r a s e  (EC 3 . 2 . 1 . 6 )  e t  i3- 

g l u c o s i d a s e  (EC 3 . 2 . 1 . 2 1 )  o n t  é t é  é t u d i é e s  ( S a l y e r s  e t  a l . ,  

1977) .  La l a m i n a r a s e  e s t  un complexe enzyma t ique  q u i  

i m p l i q u e  3  t y p e s  d ' a c t i v i t é s :  une  B - g l u c o s i d a s e  q u i  

h y d r o l y s e  l e s  d i -  ou t r i s a c c h a r i d e s ,  une  e x o g l u c a n a s e  q u i  

e n l è v e  l e s  r é s i d u s  d e  g l u c o s e  d e s  e x t r é m i t é s  r é d u c t r i c e s  d e  

l a  l a m i n a r i n e ,  e t  une  e n d o g l u c a n a s e  q u i  l i b è r e  d e s  

o l i g o m è r e s  c o n s t i t u é s  d e  2  m o n o s a c c h a r i d e s  ou p l u s .  

La l a m i n a r i n a s e  e s t  un enzyme i n d u c t i b l e  p a r  l a  

l a m i n a r i n e  e t  s o n  a c t i v i t é  e s t  a s s o c i é e  à l a  c e l l u l e .  C e t  

enzyme ag i t  d i f f é r e m m e n t  s u i v a n t  l e s  e s p è c e s .  En e f f e t ,  l e  

p r o d u i t  ma jeu r  d ' h y d r o l y s e  e s t  l e  g l u c o s e  d a n s  l e  cas d e  B. 

t h e t a i o t a o m i c r o n  a l o r s  q u ' i l  s ' a g i t  d ' o l i g o m è r e s  d e  g l u c o s e  

( d e  2 à 5 )  p o u r  B. d i s t a s o n i s .  

L a  8 - g l u c o s i d a s e  e s t  p r é s e n t e  c h e z  l e s  t r o i s  e s p è c e s ,  

e l l e  e s t  l i é e  à l a  c e l l u l e  e t  e s t  i n d u i t e  a u s s i  b i e n  par 

l e s  d i s a c c h a r i d e s  d e  g l u c o s e  q u e  p a r  l a  l a m i n a r i n e .  

* D é g r a d a t i o n  du d e x t r a n .  

Holbrook  e t  McMillan ( 1 9 7 7 )  o n t  t e s t é  334 s o u c h e s  

a p p a r t e n a n t  à l a  f a m i l l e  d e s  B a c t e r o i d a c e a e .  Les  s o u c h e s  d e  

B. t h e t a i o t a o m i c r o n  e t  B. o v a t u s  d é g r a d e n t  e t  u t i l i s e n t  l e  

d e x t r a n .  C e c i  s e r a  vu p l u s  en  d é t a i l  d a n s  l e  p a r a g r a p h e  

c o n s a c r é  aux  d e x t r a n a s e s .  

* D é g r a d a t i o n  d ' a u t r e s  p o l y m è r e s .  

Beaucoup d ' a u t r e s  p o l y m è r e s  ou d e  composés  non 

d é g r a d é s  p a r  l'homme p e u v e n t  ê t r e  h y d r o l y s é s  p a r  l e s  

s o u c h e s  d e  B a c t e r o i d e s  du  c ô l o n .  Les  a c t i v i t e s  i m p l i q u é e s  

o n t  é t é  m i s e s  e n  é v i d e n c e  m a i s  n ' o n t  p a s  p o u r  l e  moment é t é  

c a r a c t é r i s é e s .  



A i n s i ,  B. t h e t a i o t a o m i c r o n  p o s s è d e  l e  p o t e n t i e l  

enzyma t ique  pou r  d é g r a d e r  l e s  a r a b i n o g a l a c t a n e s  q u i  s o n t  

d e s  po lymères  en a - 1 , 3  d e  g a l a c t o s e  e t  d ' a r a b i n o s e  ( S a l y e r s  

e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  Chez B. f r a g i l i s ,  6 g l y c o s i d a s e s  o n t  é t é  

m i s e s  en  é v i d e n c e .  I l  s ' a g i t  d ' a -  e t  d e  Q - g l u c o s i d a s e ,  d ' a -  

e t  d e  f i - g a l a c t o s i d a s e ,  d ' u n e  a - f u c o s i d a s e  e t  d ' u n e  i3-N- 

a c é t y l  g l u c o s a m i n i d a s e  ( B e r g  et  a l . ,  1980)  

I l  e x i s t e  d ' a u t r e s  composés q u e  d e s  s o u c h e s  d e  

B a c t e r o i d e s  s o n t  c a p a b l e s  d ' u t i l i s e r .  Ce n e  s o n t  p a s  d e  

g r o s  p o l y s a c c h a r i d e s ,  mais d e s  composés p o l y p h é n o l i q u e s  

p r o d u i t s  p a r  l e s  v é g é t a u x :  l e s  g l u c o f l a v o n o ï d e s .  Ceux-c i  n e  

s o n t  p a s  d é g r a d é s  p a r  l 'homme. B a c t e r o i d e s  d i s t a s o n i s ,  B. 

f r a g i l i s ,  B. o v a t u s  e t  B. u n i f o r m i s  p r o d u i s e n t  une Q-  

g l u c o s i d a s e  non i n d u c t i b l e  pouvan t  d é g r a d e r  c e r t a i n s  d e  c e s  

composés .  B. d i s t a s o n i s  p r o d u i t  é g a l e m e n t  une  a- 

rhamnos idase  e t  une  8 - g a l a c t o s i d a s e .  Dans l e  c a s  d e s  

g l u c o f l a v o n o ï d e s ,  il a p p a r a î t  q u ' i l  s o i t  n é c e s s a i r e  d ' a v o i r  

un enzyme s p é c i f i q u e  p a r  s u c r e  c o n j u g u é  mais é g a l e m e n t  un 

enzyme s p é c i f i q u e  d e  l a  p o s i t i o n  d e  l a  l i a i s o n  du  s u c r e  

c o n j u g u é  s u r  l e  f l a v o n o ï d e  (Bokkenheuser  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  

T o u t  d e r n i è r e m e n t ,  d e s  a c t i v i t é s  x y l a n a s e ,  x y l o s i d a s e  

e t  a r a b i n o s i d a s e  o n t  é t é  mises en  é v i d e n c e  c h e z  B a c t e r o i d e s  

o v a t u s  e t  c l o n é e s  c h e z  E. c o l i  (Whi tehead  e t  H e s p e l l ,  

1 9 9 0 b ) .  

En c o n c l u s i o n  s u r  l es  s y s t è m e s  e n z y m a t i q u e s  d e  d é g r a d a t i o n  

d e  p o l y s a c c h a r i d e s  d e s  B a c t e r o i d e s  du c ô l o n ,  n o u s  voyons  

q u ' i l s  s o n t  p l u s  r é p a n d u s  d a n s  l a  n a t u r e  a s s o c i é s  a u x  

c e l l u l e s  q u ' e x t r a c e l l u l a i r e s ;  c e c i  t o u t  s p é c i a l e m e n t  d a n s  

d e s  e n v i r o n n e m e n t s  où l e s  c o m p é t i t i o n s  s o n t  t r è s  a c t i v e s  

comme l e  c ô l o n .  En e f f e t ,  d a n s  c e s  e n v i r o n n e m e n t s ,  l a  

p r o d u c t i o n  d  'enzymes e x t r a c e l l u l a i r e s  n ' e s t  p a s  

e n v i s a g e a b l e  e t  s o u h a i t a b l e  s i  l e s  p r o d u i t s  d ' h y d r o l y s e  

s o n t  v o l o n t i e r s  u t i l i s é s  p a r  l e s  a u t r e s  b a c t é r i e s .  



6 . 2  - Bacteroides du tractus  d i g e s t i f  des  ruminants. 

Dans l e  rumen se t r o u v e n t  3  e s p è c e s  du  g e n r e  

Bacteroides. I l  s ' a g i t  d e  B. succinogenes, B. ruminicola e t  

B. amylophilus. Ces  3  b a c t é r i e s  s o n t  c a p a b l e s  d e  d é g r a d e r  

l e s  composés d e s  p a r o i s  d e s  c e l l u l e s  v é g é t a l e s  q u e  l e  b o v i n  

i n g è r e ;  e l l e s  n e  p e u v e n t  p a s  s é p a r é m e n t  d i g é r e r  t o u s  l e s  

p o l y s a c c h a r i d e s  v é g é t a u x  m a i s  l e u r s  a c t i o n s  c o n j u g u é e s  

amènent l ' h y d r o l y s e  d e  c e s  p o l y s a c c h a r i d e s .  B. succinogenes 

e s t  une  b a c t é r i e  c e l l u l o l y t i q u e ,  x y l a n o l y t i q u e ,  

a m y l o l y t i q u e  e t  d e x t r i n o l y t i q u e ;  B. ruminicola e s t  

h é m i c e l l u l o l y t i q u e ,  x y l a n o l y t i q u e ,  a m y l o l y t i q u e  e t  

d e x t r i n o l y t i q u e  a l o r s  q u e  B. amylophilus e s t  a m y l o l y t i q u e  

e t  d e x t r i n o l y t i q u e  ( L i n  et al.,1985; P a t t e r s o n ,  1 9 8 9 ) .  A 

1 ' h e u r e  a c t u e l l e ,  B. succinogenes a é t é  renommé 

Fibrobacter succinogenes (Montgomery et al. , 1988)  e t  B. 

amylophilus e n  Ruminobacter amylophilus ( S t a c k e b r a n d t  e t  

Hippe ,  1 9 8 6 ) .  

* Bacteroides succinogenes. 
C ' e s t  l a  b a c t é r i e  c e l l u l o l y t i q u e  p r é d o m i n a n t e  du  rumen 

e t  c ' e s t  l e  s e u l  mic roo rgan i sme  c e l l u l o l y t i q u e  c a p a b l e  d e  

d é g r a d e r  a c t i v e m e n t  l e s  f i b r e s  d e  c o t o n .  Le mécanisme p a r  

l e q u e l  e l l e  d é g r a d e  l e s  f i b r e s  v é g é t a l e s  d a n s  l e  rumen f a i t  

i n t e r v e n i r  p l u s i e u r s  enzymes p a r m i  l e s q u e l s  on t r o u v e :  

e n d o g l u c a n a s e s  (carboxymethyl-cellulase), e x o g l u c a n a s e s ,  

x y l a n a s e s  e t  c e l l o b i o h y d r o l a s e s  ( S t e w a r t  e t  F l i n t ,  1 9 8 9 ) .  

L o r s q u e  l e s  c e l l u l e s  d e  B.  succinogenes s o n t  

c u l t i v é e s  s u r  c e l l u l o s e ,  80  % d e  l ' a c t i v i t é  e n d o g l u c a n a s e  

s o n t  p r é s e n t s  d a n s  l e  s u r n a g e a n t  d e  c u l t u r e  ( G r o l e a u  e t  

F o r s b e r g ,  1981;  1 9 8 3 ) .  De 50 à 60 % d e  c e t t e  a c t i v i t é  

e x t r a c e l l u l a i r e  o n t  é t é  t r o u v é s  a s s o c i é s  a d e s  f r a g m e n t s  

membrana i res  s é d i m e n t a b l e s  ( F o r s b e r g  et al., 1981;  G r o l e a u  

e t  F o r s b e r g ,  1 9 8 3 )  q u i  s o n t  d e s  v é s i c u l e s  membrana i r e s  s e  

f i x a n t  s u r  l e  s u b s t r a t  pou r  l e  d é g r a d e r .  L a  p r e u v e  q u ' i l  

e x i s t e  p l u s i e u r s  e n d o g l u c a n a s e s  a é t é  donnée  p a r  F o r s b e r g  



e t  G r o l e a u  ( 1 9 8 2 )  e t  p a r  S c h e l l h o r n  e t  F o r s b e r g  ( 1 9 8 4 ) .  

A i n s i ,  d ' a p r è s  F o r s b e r g  et a l .  ( 1 9 8 6 ) ,  il y  a u r a i t  19  

p r o t é i n e s  d i f f é r e n t e s  p o r t a n t  une  a c t i v i t e  B-endo- 

g l u c a n a s i q u e .  

2 e n d o g l u c a n a s e s  o n t  d ' a i l l e u r s  é t é  p u r i f i é e s  d e  l a  

f r a c t i o n  non s é d i m e n t a b l e  (McGavin e t  F o r s b e r g ,  1 9 8 8 ) ;  

e l l e s  d i f f è r e n t  d a n s  l e u r  p o i d s  m o l é c u l a i r e  e t  d a n s  l e s  

p r o d u i t s  q u ' e l l e s  l i b è r e n t  d e  l a  c e l l u l o s e .  Des x y l a n a s e s  

e x t r a c e l l u l a i r e s  ( 8 0  % d e  l ' a c t i v i t é  t o t a l e )  s o n t  a u s s i  

d é t e c t a b l e s  d e  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  s u r  c e l l u l o s e  ( F o r s b e r g  

et  a l . ,  1 9 8 1 ) .  

2 enzymes a y a n t  une  a c t i v i t é  c e l l o b i o s i d a s e ,  mais 

t r è s  peu  d ' a c t i v i t é  carboxyméthyl-cellulase, o n t  é t é  

p u r i f i é s .  L ' a c t i v i t é  du  p r e m i e r  ( M M  75000) ,  p u r i f i é  du 

s u r n a g e a n t  d e  c u l t u r e ,  e s t  s t i m u l é e  p a r  d e s  a n i o n s  comme l e  

c h l o r e  (Huang e t  a l . ,  1 9 8 8 b ) ,  e t  n e  p e u t  h y d r o l y s e r  l a  

c e l l u l a s e  c r i s t a l l i n e .  L e  s econd  enzyme ( M M  50000) ,  non 

s t i m u l é  p a r  l e s  i o n s  c h l o r e ,  se  t r o u v e  d a n s  l ' e s p a c e  

p é r i p l a s m i q u e  e t  d a n s  l e  m i l i e u  e x t r a c e l l u l a i r e  (Huang e t  

F o r s b e r g ,  1987;  1 9 8 8 a ) .  La c e l l o b i o s i d a s e  e x t r a c e l l u l a i r e  a  

une f a i b l e  a f f i n i t é  pou r  l a  c e l l u l o s e  c r i s t a l l i n e  donc  e l l e  

d o i t  a g i r  à un s t a d e  t a r d i f  d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e  l a  

c e l l u l o s e .  De p l u s ,  B. s u c c i n o g e n e s  p o s s è d e  une  a c t i v i t e  

c e l l o b i a s e  ( B - g l u c o s i d a s e )  l a r g e m e n t  a s s o c i é e  a l a  c e l l u l e  

( G r o l e a u  e t  F o r s b e r g ,  1 9 8 1 ) .  

L a  m u l t i p l i c i t é  d e s  e n d o g l u c a n a s e s  p r o v i e n t  d e  

m o d i f i c a t i o n s  p o s t - t r a d u c t i o n n e l l e s  e t  d e  l a  m u l t i p l i c i t é  

d e  g è n e s  (McGavin e t  F o r s b e r g ,  1 9 8 8 ) .  A i n s i ,  C rosby  e t  a l .  

( 1984)  o n t  c l o n é  6 g è n e s  d i f f é r e n t s .  

D ' a u t r e s  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  d e  B a c t e r o i d e s  

s u c c i n o g e n e s  o n t  é t é  é t u d i é e s  p u i s  c l o n é e s  c h e z  E. c o l i .  I l  

s ' a g i t  e n t r e  a u t r e s  d ' u n e  x y l a n a s e  e x t r a c e l l u l a i r e  

s y n t h é t i s é e  en  p r é s e n c e  d e  c e l l u l o s e  comme s e u l e  s o u r c e  d e  

c a r b o n e  ( S i p a t  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) ,  d  ' une  l i c h e n a s e  ( 1,3-1,4-B-  



g l u c a n a s e ;  EC 3 . 2 . 1 . 7 3 )  ( I r v i n  e t  T e a t h e r ,  1988)  ou d ' u n e  

c e l l o d e x t r i n a s e  (Gong et a l . ,  1 9 8 9 ) .  

* Bacteroides ruminicol a. 
C e t t e  b a c t é r i e  e s t  un d e s  s e u l s  m i c r o o r g a n i s m e s  du 

rumen q u i  s o i t  h é m i c e l l u l o l y t i q u e .  C e  p o l y s a c c h a r i d e  e s t  

chimiquement  l e  p l u s  complexe des p o l y s a c c h a r i d e s  v é g é t a u x .  

I l  e s t  c o n s t i t u é  d e  c h a î n e s  l i n é a i r e s  d e  x y l o s e s  l i é s  en 

B-1,4 s u r  l e s q u e l l e s  s o n t  f i x é e s  d e s  b r a n c h e s  c o n t e n a n t  

d ' a u t r e s  s u c r e s  comme l ' a r a b i n o s e ,  l e  g l u c o s e ,  l e  mannose,  

l e  g a l a c t o s e  ou l e  rhamnose.  

Beaucoup d ' a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  o n t  é t é  mises en 

é v i d e n c e  c h e z  B. ruminicola. A i n s i ,  c e t t e  b a c t é r i e  p e u t  

d é g r a d e r  l e s  composés p e c t i q u e s ;  e l l e  p o s s è d e  e n  e f f e t  une 

a c t i v i t é  poly-a-1,4-galacturonate-lyase (EC 4 . 2 . 2 . 2 ) ,  

l i b é r a n t  d e s  composés i n s a t u r é s ,  q u i  a é té  p a r t i e l l e m e n t  

p u r i f i é e  a v e c  une  a c t i v i t é  p e c t i n e - e s t é r a s e ,  a i n s i  q u ' u n e  

p e c t i n e - h y d r o l a s e  (EC 3.2.1.15)(Wojciechowicz, 1971;  1 9 7 2 ) .  

Grade1  e t  D e h o r i t y  (1972)  o n t  mon t r é  q u e  B. ruminicola 

u t i l i s e  l ' a c i d e  g a l a c t u r o n i q u e  comme s e u l e  s o u r c e  d e  

c a r b o n e ;  d e  p l u s ,  il  e s t  c a p a b l e  d ' u t i l i s e r  l a  p e c t i n e .  

S i  c e t t e  b a c t é r i e  p e u t  h y d r o l y s e r  d e  nombreux 

po lymères  complexes ,  c ' e s t  p a r c e  q u ' e l l e  p o s s è d e  d e  

nombreuses  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s .  Williams e t  W i t h e r s  

(1985)  o n t  mesuré  l e s  a c t i v i t é s  h y d r o l a s e s  en  f o n c t i o n  du 

c y c l e  d e  c r o i s s a n c e .  I l s  o n t  m i s  en  é v i d e n c e  l es  a c t i v i t é s  

s u i v a n t e s :  a- e t  B - g l u c o s i d a s e s ,  a- e t  8 - g a l a c t o s i d a s e s ,  

Q-mannos idase ,  8 - x y l o s i d a s e ,  a - a r a b i n o f u r a n o s i d a s e ,  

h é m i c e l l u l a s e  B ,  x y l a n a s e  e t  p e c t i n a s e .  Ces  enzymes s o n t  

p r i n c i p a l e m e n t  a s s o c i é s  à l a  c e l l u l e  e t  l e u r s  a c t i v i t é s  

s p é c i f i q u e s  s o n t  maximales  en  f i n  d e  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e  d e  

c r o i s s a n c e  ou en  p h a s e  s t a t i o n n a i r e .  



Une @ - g l u c o s i d a s e  (EC 3 . 2 . 1 . 2 1 )  a é t é  p u r i f i é e  p a r  

S t r o b e l  e t  R u s s e l l  ( 1 9 8 7 ) ;  c e t  enzyme n ' e s t  p a s  

e x t r a c e l l u l a i r e  e t  il s u b i t  u n e  r é p r e s s i o n  c a t a b o l i q u e  p a r  

l e  g l u c o s e .  

B. r u m i n i c o l a  p r o d u i t  é g a l e m e n t  u n e  amyla se  quand il 

e s t  c u l t i v é  s u r  m a l t o s e  ou amidon; en  cas d e  c r o i s s a n c e  s u r  

g l u c o s e ,  c e t t e  a c t i v i t é  e s t  très r é d u i t e .  D ' a u t r e  p a r t ,  il 

e s t  i n t é r e s s a n t  d e  r emarque r  q u e  l a  l o c a l i s a t i o n  d e  

l ' enzyme e s t  d i f f é r e n t e  s u i v a n t  l a  s o u r c e  d e  c a r b o n e  

u t i l i s é e .  A i n s i ,  s i  l a  c r o i s s a n c e  se  f a i t  s u r  amidon,  

l ' a c t i v i t é  a m y l a s i q u e  e s t  f o r t e m e n t  a s s o c i é e  aux  c e l l u l e s ,  

a l o r s  q u ' e n  c a s  d e  c r o i s s a n c e  s u r  m a l t o s e ,  l ' a c t i v i t é  e s t  

e x t r a c e l l u l a i r e  ( C o t t a ,  1 9 8 8 ) .  

Des g è n e s  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  s y n t h è s e  d ' enzymes  d e  

d é g r a d a t i o n  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  o n t  é t é  c l o n é s  c h e z  E. co l i .  

I l  s ' a g i t  d e s  g è n e s  d ' u n e  e n d o g l u c a n a s e  (Woods e t  a l . ,  

1989)  e t  d ' u n e  x y l a n a s e  (Whi tehead  e t  H e s p e l l ,  1989;  

1 9 9 0 a ) .  

* Bac teroides a m y l o p h i l u s .  

Depuis  1986, c e t t e  e s p è c e  d e  B a c t e r o i d e s  a  é t é  

r e c l a s s é e  pa rmi  l e s  b a c t é r i e s  p o u r p r e s  s o u s  l e  nom d e  

Ruminobac te r  a m y l o p h i l u s  ( S t a c k e b r a n d t  e t  Hippe ,  1986)  e t  

e l l e  n ' a p p a r a î t  p l u s  s o u s  l a  d é n o m i n a t i o n  B a c t e r o i d e s .  

A f i n  d e  d é m o n t r e r  q u e  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  p a r o i s  d e s  

c e l l u l e s  v é g é t a l e s  s ' e f f e c t u e  à l ' a i d e  d ' u n e  s y n e r g i e  e n t r e  

p l u s i e u r s  m i c r o o r g a n i s m e s ,  Osborne  e t  D e h o r i t y  ( 1 9 8 9 )  o n t  

é t u d i é  l e s  c a p a c i t é s  d é g r a d a t i v e s  d e  3 b a c t é r i e s  

s p é c i a l i s é e s  c h a c u n e  d a n s  l ' h y d r o l y s e  d ' u n  composé 

d i f f é r e n t  d e s  c e l l u l e s  v é g é t a l e s .  I l s  o n t  u t i l i s é  en 

c u l t u r e s  p u r e s  e t  m i x t e s  B a c t e r o i d e s  ( F i b r o b a c t e r )  

s u c c i n o g e n e s  ( c e l l u l o l y t i q u e ) ,  B a c t e r o i d e s  r u m i n i c o l a  

( h é m i c e l l u l o l y t  i q u e )  a i n s i  que  L a c h n o s p i r a  mu2 t i p a r u s  

( p e c t i n o l y t i q u e ) .  Ces  c u l t u r e s  f u r e n t  donc  i n o c u l é e s  



sépa rémen t  e t  ensemble  a v e c  t o u t e s  l e s  c o m b i n a i s o n s  

p o s s i b l e s  pour  ê t r e  e n s u i t e  a n a l y s é e s  p o u r  l a  d i g e s t i o n  d e  

l a  c e l l u l o s e  e t  p o u r  l a  d é g r a d a t i o n  e t  l ' u t i l i s a t i o n  d e  

l ' h é m i c e l l u l o s e  e t  d e  l a  p e c t i n e .  

A i n s i ,  u n e  b a c t é r i e  comme B. s u c c i n o g e n e s  d é g r a d e  

mais n e  p e u t  u t i l i s e r  l ' h é m i c e l l u l o s e ;  p a r  c o n t r e ,  quand 

c e t t e  b a c t é r i e  e s t  combinée a v e c  B. r u m i n i c o l a ,  on a  une  

m e i l l e u r e  u t i l i s a t i o n  d e  l ' h é m i c e l l u l o s e  q u ' a v e c  B. 

r u m i n i c o l a  s e u l .  L e s  mêmes r é s u l t a t s  s o n t  o b t e n u s  a v e c  l a  

p e c t i n e  q u e  B. s u c c i n o g e n e s  p e u t  d é g r a d e r  mais non u t i l i s e r  

a l o r s  q u e  B. r u m i n i c o l a  p e u t  l a  d é g r a d e r  e t  l ' u t i l i s e r ;  

quand c e s  2 b a c t é r i e s  s o n t  e n s e m b l e ,  l a  d é g r a d a t i o n  e t  

l ' u t i l i s a t i o n  s o n t  beaucoup  p l u s  f o r t e s .  

6.3 - Bacteroides d e s  a u t r e s  h a b i t a t s .  

* B a c t e r o i d e s  i s o l é s  d e s  v a s e s  d ' é g o u t .  

L a  souche  d e  B a c t e r o i d e s  c e l l u l o s o l v e n s  a  é t é  i s o l é e  

p a r  P a t e l  ( 1 9 8 3 ) .  C e t t e  s o u c h e  p o s s è d e  une a c t i v i t é  

c e l l u l a s i q u e  d o n t  75  % s o n t  a s s o c i é s  à l a  c e l l u l e .  C e t t e  

a c t i v i t é  e s t  i n h i b é e  p a r  l e  c e l l o b i o s e  (Murray ,  1987;  

G i u l i a n o  e t  Khan, 1 9 8 5 ) .  La m o r p h o l o g i e  d e s  s o u c h e s  e s t  

d i f f é r e n t e  s e l o n  q u e  l a  souche  e s t  c u l t i v é e  s u r  c e l l u l o s e  

ou s u r  c e l l o b i o s e  (Murray e t  a l . ,  1 9 8 6 b ) .  S u r  c e l l u l o s e ,  

l e s  c e l l u l e s  p r o d u i s e n t  d e s  s o r t e s  d ' e x c r o i s s a n c e s  a u t o u r  

d e  l a  c e l l u l e ;  ce s o n t  c e s  s t r u c t u r e s  q u i  p o s s è d e n t  l e s  

a c t i v i t é s  c e l l u l a s i q u e s  e t  q u i  a i d e n t  a l ' a t t a c h e m e n t  d e s  

c e l l u l e s  s u r  l e  s u b s t r a t .  D ' a i l l e u r s ,  Lamed e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  

o n t  mon t r é  l ' e x i s t e n c e  d e  s t r u c t u r e s  s p é c i a l i s é e s  au  n i v e a u  

d e  l a  s u r f a c e  d e s  c e l l u l e s  d e s  b a c t é r i e s  c e l l u l o l y t i q u e s .  

Comme d a n s  l e  c a s  d ' a u t r e s  c e l l u l a s e s ,  Murray ( 1 9 8 6 a )  

mont re  q u e  l ' o n  a - u n e  m e i l l e u r e  d é g r a d a t i o n  d e  l a  c e l l u l o s e  

s i  un deuxième mic roo rgan i sme  e s t  c u l t i v é  en c o c u l t u r e .  

A i n s i ,  une c o c u l t u r e  d e  B.  c e l l u l o s o l v e n s  e t  d e  C l o s t r i d i u m  

s a c c h a r o l y t i c u m  f e r m e n t e  30 % d e  c e l l u l o s e  en p l u s  q u ' u n e  

c u l t u r e  d e  B. c e l l u l o s o l v e n s  s e u l .  



En f a i t ,  B. cellulosolvens h y d r o l y s e  l a  c e l l u l o s e  e t  

f o u r n i t  en  s u c r e s  C. saccharolyticum q u i  e s t  une  b a c t é r i e  

s a c c h a r o l y t i q u e  e t  q u i  v a  f a i r e  d i s p a r a î t r e  du m i l i e u  d e s  

i n h i b i t e u r s  comme l e  c e l l o b i o s e  fo rmé  par l a  d é g r a d a t i o n  d e  

l a  c e l l u l o s e .  

Une a u t r e  b a c t é r i e  du g e n r e  Bacteroides i s o l é e  d e s  

v a s e s  d ' é g o u t  e s t  B.  polypragmatus. C e t t e  b a c t é r i e  p o s s è d e  

une a c t i v i t é  B - g a l a c t o s i d a s e  ( P a t e l ,  1983;  P a t e l  et al., 

1985)  q u i  e s t  a s s o c i é e  à l a  c e l l u l e  e t  q u i  e s t  i n d u c t i b l e .  

D e  p l u s ,  c e t t e  s o u c h e  a  u n e  a c t i v i t é  a - g l u c o s i d a s e  

i n t r a c e l l u l a i r e  (McKenzie e t  P a t e l ,  1 9 8 6 ) .  C e c i  l u i  p e r m e t  

d e  d é g r a d e r  l e s  c e l l o d e x t r i n e s  q u i  s o n t  d e s  h y d r o l y s a t s  d e  

c e l l u l o s e .  C ' e s t  l e  c e l l o b i o s e  q u i  e s t  i n d u c t e u r  d e  l a  8- 
g l u c o s i d a s e .  En f a i t ,  B. polypragmatus e s t  une  d e s  s e u l e s  

b a c t é r i e s  connues  i n c a p a b l e s  d e  d é g r a d e r  l a  c e l l u l o s e  mais 

c a p a b l e  d ' h y d r o l y s e r  l e s  c e l l o d e x t r i n e s .  C e c i  e s t  t r è s  

i n t é r e s s a n t  c a r  l e s  a - g l u c o s i d a s e s  s o n t  s o u v e n t  l e s  

f a c t e u r s  l i m i t a n t s  au p a s s a g e  d e  l a  c e l l u l o s e  en  g l u c o s e .  

En e f f e t ,  en  u t i l i s a n t  un mic roo rgan i sme  q u i  e s t  c a p a b l e  d e  

se  d é v e l o p p e r  s u r  l e s  s u c r e s  s o l u b l e s  d e  l a  c e l l u l o s e ,  il 

n e  sera p l u s  n é c e s s a i r e  d e  s u p p l é m e n t e r  en 8 - g l u c o s i d a s e  

l e s  p r é p a r a t i o n s  d e  d é g r a d a t i o n  d e  c e l l u l o s e .  De p l u s ,  

c o n t r a i r e m e n t  à beaucoup d ' a c t i v i t é s  s e m b l a b l e s ,  c e t  enzyme 

n ' e s t  p a s  i n h i b é e  p a r  un r a p p o r t  g l u c o s e  / c e l l o b i o s e  d e  2 ;  

donc ,  l a  d é g r a d a t i o n  v e r s  l e  g l u c o s e  n ' e s t  p a s  r a l e n t i e  p a r  

l e  p r o d u i t  f i n a l  d e  l a  r é a c t i o n .  E n f i n ,  d ' u n  p o i n t  d e  vue  

a p p l i c a t i o n s ,  c e t  enzyme e s t  t rès  i n t é r e s s a n t  d e  p a r t  s a  

s t a b i l i t é ;  il  a une  demi -v i e  d e  1 2  h e u r e s  a 50°C en a b s e n c e  

d e  g l y c é r o l .  

* Bacteroides i s o l é s  du f u m i e r  d e  b o v i n s .  

Scho l t en -Koer se lman  et al. ( 1 9 8 6 )  o n t  i s o l é  d e  c e  

m i l i e u  une  n o u v e l l e  e s p e c e :  Bacteroides xylanolyticus. 

C e t t e  b a c t é r i e  a 2 a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  i n d u c t i b l e s :  une 

c a r b o x y m é t h y l - c e l l u l a s e  e t  une  x y l a n a s e .  De p l u s ,  e l l e  

p r o d u i t  un p e t i t  peu d ' a c t i v i t é  c e l l u l a s e  mais n e  p e u t  



p o u s s e r  s u r  c e l l u l o s e .  L a  l o c a l i s a t i o n  d e s  a c t i v i t é s  n ' a  

p a s  é t é  r e c h e r c h é e  p r é c i s é m e n t  mais l e s  a c t i v i t é s  s e m b l e n t  

s o i t  i n t r a c e l l u l a i r e s  s o i t  a s s o c i é e s  à la  c e l l u l e .  

7 . 1  - Gènes responsables d'activités enzymatiques de 

dégradation de polysaccharides. 

* C h o n d r o ï t i n e - l y a s e  d e  B. thetaiotaomicron. 

C e t t e  e s p è c e  s y n t h é t i s e  2 chondroïtine-sulfate-lyases 

1 e t  I I  i n d u c t i b l e s  l o c a l i s é e s  d a n s  l ' e s p a c e  p é r i p l a s m i q u e  

(Linn  et a l . ,  1 9 8 3 ) .  A p a r t i r  d ' u n e  banque c o s m i d i q u e  d a n s  

l e  pHC79, 2 c l o n e s  o n t  é t é  i s o l é s ;  e n s u i t e ,  un s o u s -  

c l o n a g e  a é t é  e f f e c t u é  d a n s  l e  pBR328 ( G u t h r i e  et al., 

1985) .  La p r o t é i n e  c l o n é e  a é t é  i d e n t i f i é e  à l a  

c h o n d r o ï t i n e - l y a s e  II d e  Bacteroides thetaiotaomicron; e l l e  

l u i  e s t  s i m i l a i r e  m a i s  p a s  i d e n t i q u e .  En e f f e t ,  sa  masse 

e s t  d ' e n v i r o n  95000 à 100000 Da a l o r s  q u e  l a  p r o t é i n e  

o r i g i n e l l e  a une  masse d e  104000;  d e  p l u s ,  l ' enzyme semble  

a s s o c i é  à la  membrane c h e z  E. coli. Un p l a s m i d e  s u i c i d e  a  

é t é  u t i l i s é  p o u r  i n a c t i v e r  p a r  i n s e r t i o n  l e  gène  d e  l a  

c h o n d r o ï t i n e - l y a s e  I I  d e  B. thetaiotaomicron. A i n s i ,  i l  a  

é t é  remarqué  q u e  c e  gène  n ' e s t  p a s  e s s e n t i e l  pou r  

l ' u t i l i s a t i o n  d e  l a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f a t e  ( G u t h r i e  e t  

S a l y e r s ,  1986) .  Des é t u d e s  s u i v a n t e s  o n t  mon t r é  q u e  l e  gène  

d ' u n e  c h o n d r o - 4 - s u l f a t a s e  ( q u i  e s t  l a  p r o t é i n e  q u i  

i n t e r v i e n t  d a n s  l a  d é g r a d a t i o n  du s u b s t r a t  j u s t e  a p r è s  

l ' a c t i o n  d e  l a  l y a s e )  e s t  a d j a c e n t  au  gène  c l o n é .  En f a i t ,  

c e s  2 g è n e s  s e r a i e n t  o r g a n i s é s  en opéron  ( G u t h r i e  e t  

S a l y e r s ,  1 9 8 7 ) .  

* P u l l u l a n a s e  d e  B. thetaiotaomicron. 

D e  l a  même banque d a n s  l e  pHC79, 2 c l o n e s  c a p a b l e s  

d e  d é g r a d e r  l e  p u l l u l a n e  o n t  é t é  i s o l é s  ( S m i t h  e t  S a l y e r s ,  

1989) .  La t a i l l e  min imale  d e  l ' i n s e r t  c o n f é r a n t  une 

a c t i v i t é  e s t  d e  moins  d e  3000 p b ;  comme c h e z  Bacteroides, 



l a  p l u s  g r a n d e  p a r t i e  d e  l ' a c t i v i t é  e s t  c y t o p l a s m i q u e .  

L'enzyme es t  exp r imé  c h e z  E. coli a un n i v e a u  t r è s  é l e v é .  A 

l a  d i f f é r e n c e  d e  l a  s o u c h e  d ' o r i g i n e ,  l ' a c t i v i t é  c l o n é e  e s t  

c o n s t i t u t i v e .  A l ' a i d e  du  g è n e  c l o n é ,  il a é t é  r é a l i s é  une  

mutagenèse  p a r  i n s e r t i o n  c h e z  Bacteroides q u i  a mon t r é  

q u ' i l  e x i s t e r a i t  une  s e c o n d e  a c t i v i t é  p u l l u l a n a s e .  

* A c t i v i t é s  8 - g l u c a n a s e s  d e  B. succinogenes. 

Bacteroides ( Fibrobacter) succinogenes e s t  un d e s  

p l u s  i m p o r t a n t s  m i c r o o r g a n i s m e s  c e l l u l o l y t i q u e s  du  rumen 

c a r  il p o s s è d e  une g r a n d e  q u a n t i t é  d ' e n d o g l u c a n a s e s  

( S c h e l l h o r n  e t  F o r s b e r g ,  1 9 8 4 ) .  6 g è n e s  c o r r e s p o n d a n t  

f u r e n t  c l o n é s  c h e z  E. coli à l ' a i d e  du v e c t e u r  d ' e x p r e s s i o n  

pUC8 (Crosby  et al., 1 9 8 4 ) .  L e  s o u s - c l o n a g e  d ' u n  f r a g m e n t  

d e  1900 pb  augmente  l ' a c t i v i t é ;  c e l l e - c i  é t a n t  l o c a l i s é e  

d a n s  l ' e s p a c e  p é r i p l a s m i q u e .  L ' a c t i v i t é  e s t  r é p r i m é e  p a r  l e  

g l u c o s e  e t  l a  d é g r a d a t i o n  d e  l a  c a r b o x y m é t h y l - c e l l u l o s e  se 

f a i t  p l u s  au h a s a r d  q u ' a v e c  l e  complexe enzyma t ique  d e  

Bacteroides. En e f f e t ,  l ' enzyme  c l o n é  donne  d e s  v a l e u r s  d e  

Km 17  f o i s  p l u s  f o r t e s  p o u r  l ' h y d r o l y s e  d e  l a  

c a r b o x y m é t h y l - c e l l u l o s e  q u e  l e  complexe e n d o g l u c a n a s e  

e x t r a c e l l u l a i r e  d e  B. succinogenes ( T a y l o r  et al., 1 9 8 7 ) .  

De p l u s ,  c e t t e  a c t i v i t é  e s t  a s s o c i é e  a v e c  l e s  a c t i v i t é s  

c e l l o b i o s i d a s e  e t  l i c h e n a s e ;  c e  q u i  mon t r e  q u e  l a  

s p é c i f i c i t é  d ' a c t i o n  s e r a i t  moins  g r a n d e  c h e z  E. coli 

( T a y l o r  et al., 1 9 8 7 ) .  

Bacteroides succinogenes p o s s è d e  une  a c t i v i t é  

x y l a n o l y t i q u e  e x t r a c e l l u l a i r e  q u i  l u i  pe rme t  d e  d é g r a d e r  

l ' h é m i c e l l u l o s e  ( F o r s b e r g  et al., 1 9 8 1 ) .  Le p l a s m i d e  

v e c t e u r  u t i l i s é  f u t  l e  pBR322. 2  c l o n e s  a y a n t  l e  même 

i n s e r t  d e  9400 p b  f u r e n t  s é l e c t i o n n e s  ( S i p a t  et a l . ,  1 9 8 7 ) .  

Un s o u s - c l o n a g e  d a n s  l e s  v e c t e u r s  pUCl8 e t  19 a  é t é  r é a l i s é  

e t  un c l o n e  p o s s é d a n t  un i n s e r t  d e  3000 pb  a  é t é  i s o l é  ma i s  

son  a c t i v i t é  x y l a n a s e  e s t  10  f o i s  moindre  q u ' a v e c  l e  

pBR322. L'enzyme c l o n e  s e  t r o u v e  a 4 6  % d a n s  l ' e s p a c e  

p é r i p l a s m i q u e .  Le n i v e a u  d ' e x p r e s s i o n  du g è n e  e s t  i d e n t i q u e  



s i  les  c e l l u l e s  s o n t  c u l t i v é e s  s u r  g l u c o s e  ou non;  donc  

l ' e x p r e s s i o n  d e  c e  g è n e  n ' e s t  p a s  s u j e t t e  à l a  r é p r e s s i o n  

c a t a b o l i q u e  c o n t r a i r e m e n t  aux  g è n e s  d e  l ' e n d o g l u c a n a s e  

c l o n é s  c h e z  6. coli ( T a y l o r  et al., 1 9 8 7 ) .  D e  p l u s ,  

l ' enzyme n ' e s t  p a s  i n d u i t  p a r  l e  x y l a n e  ou l e  x y l o s e .  

Un gène  c o d a n t  p o u r  une  a c t i v i t é  c e l l o d e x t r i n a s e  a  

é t é  c l o n é e  a v e c  l e  pBR322 c h e z  E. coli (Gong et al., 1 9 8 9 ) .  

D e  100000 c l o n e s  t e s t é s ,  2  f u r e n t  p o s i t i f s ;  ils p o s s è d e n t  

t o u s  d e u x  un i n s e r t  d e  7700 pb  q u i  f u t  r é d u i t  à 2500 pb 

s a n s  a l t é r e r  l ' a c t i v i t é .  B ien  que  non i n d u i t  p a r  l e  

c e l l o b i o s e ,  l ' enzyme é t a i t  s e n s i b l e  à l a  r é p r e s s i o n  

c a t a b o l i q u e  p a r  l e  g l u c o s e  e t  a v a i t  d e s  p r o p r i é t é s  

s e m b l a b l e s  a l ' enzyme d e  d é p a r t .  L a  l o c a l i s a t i o n  d e  

l ' enzyme  e s t  d i f f é r e n t e :  c y t o p l a s m i q u e  c h e z  E. coli, 

e x t r a c e l l u l a i r e  c h e z  Bacteroides. 

D'une banque génomique d a n s  l e  pUC8, I r v i n  e t  T e a t h e r  

( 1 9 8 8 )  o n t  i s o l é  6 c l o n e s  p a r m i  20000 a y a n t  une  f o r t e  

a c t i v i t é  c o n t r e  l e s  composés  c o n t e n a n t  d e s  l i a i s o n s  B-1,3 

e t  B-1,4 comme l e  l i c h é n a n e .  Ces 6 c l o n e s  p o s s é d e n t  l e  même 

i n s e r t  d e  5200 pb ;  c e l u i - c i  a é t é  r é d u i t  à une  t a i l l e  d e  

1350 pb ,  e t  l a  f o r t e  a c t i v i t é  exp r imée  e s t  s o u s  l e  c o n t r ô l e  

d e  s o n  p romoteu r  p r o p r e .  Les  p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  

d e  l ' enzyme c l o n é  s o n t  très s e m b l a b l e s  à c e l l e s  d e  l a  B-1,4 

g l u c a n a s e  i s o l é e  d e  B. succinogenes p a r  Huang e t  F o r s b e r g  

( 1 9 8 7 ) .  L'enzyme c l o n é  h y d r o l y s e  l e  l i c h é n a n e  e t  non 

l ' a m i d o n ,  l a  carboxyméthyl-cellulose, l a  l a m i n a r i n e  e t  l e  

x y l a n e  ( E r f l e  et al., 1 9 8 8 ) .  

* A c t i v i t é  Q - g l u c a n a s e  d e  B. ruminicola ss. e s p .  

brevis. 

Un g è n e  c o d a n t  p o u r  l ' a c t i v i t é  endo  B-1 ,4 -g lucanase  

a  é t é  c l o n é  c h e z  E. coli. Un c l o n e  c o n t e n a n t  un i n s e r t  d e  

6400 pb a  é t é  s é l e c t i o n n e  p o u r  s a  c a p a c i t é  a d é g r a d e r  l a  

c a r b o x y m é t h y l - c e l l u l o s e  e t  l e  x y l a n e  s o l u b l e .  L e  s o u s -  

c l o n a g e  d a n s  l e s  v e c t e u r s  pUC18 e t  19 a p e r m i s  d e  r é d u i r e  

l a  t a i l l e  du  g è n e  a 2200 pb  e t  d e  c o n c l u r e  q u e  l e  p romoteu r  



Bacteroides e s t  p r é s e n t  c h e z  E. coli mais n ' e s t  p a s  

f o n c t i o n n e l  (Woods et al., 1 9 8 9 ) .  

* A c t i v i t é  x y l a n a s e  d e  B. ruminicola. 

Whitehead e t  H e s p e l l  ( 1 9 8 9 )  o n t  c l o n é  l e  g è n e  d e  l a  

x y l a n a s e  d e  B. ruminicola ss. e s p .  ruminicola c h e z  E. coli 

à l ' a i d e  du v e c t e u r  pUC18. 6 c l o n e s  o n t  donné  un h a l o  d e  

d é g r a d a t i o n  s u r  agar au  b l e u  b r i l l a n t  Rémazol x y l a n e .  

Ceux-ci  o n t  t o u s  un i n s e r t  d e  5700 p b  q u i  f u t  r é d u i t  à 2700 

pb.  L e  g e n e  c l o n é  a p p a r a î t  ê t r e  s o u s  l e  c o n t r ô l e  d e  s o n  

p r o p r e  p romoteu r  e t  l ' a c t i v i t é  p r o d u i t e  e s t  beaucoup  p l u s  

f o r t e  c h e z  B. coli q u e  c h e z  Bacteroides. 

Récemment, c e  gène  c l o n é  c h e z  E. coli a  é t é  m i s  s u r  

l e  p l a s m i d e  pVALl q u i  a é t é  t r a n s f é r é  p a r  c o n j u g a i s o n  c h e z  

2  s o u c h e s  d e  Bacteroides du c ô l o n :  B. fragilis e t  B. 

uniformis (Whi tehead  e t  H e s p e l l ,  1 9 9 0 a ) .  Le g è n e  c l o n é  

s ' e s t  expr imé d a n s  l e s  2  e s p è c e s  e t  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

d e  l a  x y l a n a s e  s ' e s t  r é v é l é e  ê t r e  1400 f o i s  p l u s  g r a n d e  que  

c h e z  l a  souche  d ' o ù  p r o v i e n t  l e  g è n e ;  c ' e s t - à - d i r e  

Bacteroides ruminicola. Ce r é s u l t a t  e s t  i m p o r t a n t  c a r  c ' e s t  

l a  p r e m i è r e  f o i s  q u ' i l  e s t  mon t r é  q u e  d e s  s o u c h e s  d e  

Bacteroides du c ô l o n  p u i s s e n t  e x p r i m e r  un gene  i n t r o d u i t  

p a r  c o n j u g a i s o n  p r o v e n a n t  d ' u n  Bacteroides du rumen. 

* A c t i v i t é  x y l a n a s e  d e  B. ovatus. 

Tout  récemment ,  Whitehead e t  H e s p e l l  (1990  b )  o n t  

c l o n é  c h e z  E.  coli l e s  g è n e s  c o d a n t  p o u r  l e s  a c t i v i t é s  

x y l a n a s e ,  x y l o s i d a s e  e t  a r a b i n o s i d a s e .  Le p l a s m i d e  u t i l i s é  

e s t  l e  pUC18 e t  l ' i n s e r t  d e  D N A  c o d a n t  p o u r  l e s  3 a c t i v i t é s  

a  une t a i l l e  d e  3800 p b .  P a r  s o u s - c l o n a g e ,  il semble  q u e  l e  

f r a g m e n t  c o d a n t  p o u r  l a  s e u l e  a c t i v i t é  x y l a n a s e  a i t  une 

t a i l l e  d ' e n v i r o n  2000 p b .  Ces 3 a c t i v i t é s  c l o n é e s  s o n t  

a s s o c i é e s  a l a  c e l l u l e  e t  d o n n e n t  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  h a l o  d e  

d é g r a d a t i o n  s u r  agar au b l e u  b r i l l a n t  Rémazol x y l a n e .  



* A c t i v i t é  n e u r a m i n i d a s e  d e  B. f r a g i l i s .  

L ' a c t i v i t é  n e u r a m i n i d a s e  n ' e s t  p a s  r é e l l e m e n t  une  

a c t i v i t é  d e  d é g r a d a t i o n  d e  p o l y s a c c h a r i d e s .  En e f f e t ,  e l l e  

n e  permet  q u e  d e  r e t i r e r  l e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  t e r m i n a u x  d e s  

c h a î n e s  d ' o l i g o s a c c h a r i d e s  complexes  ou d e s  g l y c o p r o t é i n e s .  

L ' a c t i v i t é  nanH a é t é  c l o n é e  c h e z  E.  coli  s u r  l e  v e c t e u r  

n a v e t t e  pJST61 par Russo e t  a l .  ( 1 9 9 0 )  e t  e l l e  a u r a i t  un 

p o i d s  m o l é c u l a i r e  d ' e n v i r o n  50000 Da; e l l e  n ' e s t  p a s  

i n d u c t i b l e  c h e z  E. co l i  a l o r s  q u ' e l l e  l ' e s t  c h e z  

Bac  t e r o i d e s .  

7 . 2  - Autres gt2nes. 

* Gènes d e  l a  p i l i n e  d e  B. n o d o s u s .  

C e t t e  e s p è c e  a s a c c h a r o l y t i q u e  e s t  r e s p o n s a b l e  d e  l a  

m a l a d i e  du  p i e d  d u  mouton. Les p i l i s  p o r t é s  p a r  l a  b a c t é r i e  

s o n t  r e s p o n s a b l e s  d e  l ' a t t a c h e m e n t  s u r  l e  p i e d  du  moutoii e t  

p rovoquen t  une  r éponse .  i m m u n i t a i r e  d e  l ' h ô t e .  9  s é r o g r o u p e s  

o n t  é t é  i d e n t i f i é s  p a r  r é a c t i o n s  immunologiques  c r o i s é e s  

( F i n n e y  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  Pour  f a b r i q u e r  d e s  v a c c i n s  

m u l t i v a l e n t s ,  l e  c l o n a g e  d e  s o u s - u n i t é s  d e  l a  p i l i n e  a é t é  

e n t r e p r i s .  Des banques  génomiques  d e  6 s o u c h e s  d e  

B a c t e r o i d e s  n o d o s u s  d e  s é r o g r o u p e s  d i f f é r e n t s  o n t  é t é  

f a i t e s  c h e z  E. c o 2 i .  L e s  g è n e s  d e  s o u s - u n i t é s  d e  p i l i n e  

c l o n é e s  a p p a r t i e n n e n t  aux  s é r o g r o u p e s  A (Anderson e t  al., 

1984; El leman e t  a l . ,  1 9 8 4 ) ,  B ( B o u l o s  e t  Rood, 1 9 8 6 ) ,  C 

( F i n n e y  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) ,  G (E l l eman  e t  Von A h l e f e l d t ,  1 9 8 7 ) ,  

H l  (E l leman et a l . ,  198613) e t  H Z  (Hoyne e t  a l . ,  1 9 8 9 ) .  Les  

s é q u e n c e s  d e s  g e n e s  c l o n é s  m o n t r e n t  d e  77 à 9 8  % 

d 'homologie  a v e c  l e s  g e n e s  o r i g i n a u x .  

La p i l i n e ,  c h e z  E. c o l i ,  s e  t r o u v e  d a n s  l a  membrane 

i n t e r n e ;  aucun p i l i  m a t u r e  n ' a  été t r o u v é  à l a  s u r f a c e  d e s  

c e l l u l e s .  P a r  s o u s - c l o n a g e  d a n s  un p l a s m i d e  p o r t a n t  un 

p romoteu r  t rp  p u i s s a n t ,  l a  s y n t h è s e  d e  p i l i n e  d e  s é r o g r o u p e  

A a é t é  m u l t i p l i é e  p a r  1000 (E l l eman  e t  a l . ,  1 9 8 6 a ) .  L e  

gène  d e  c e t t e  p i l i n e  a é t é  s o u s - c l o n é  d a n s  Pseudomonas 



aeruginosa (E l l eman  et al., 1 9 8 6 ~ ) ;  comme il e x i s t e  d e  

f o r t e s  homolog ie s  e n t r e  l e s  p i l i n e s  d e s  2  e s p è c e s ,  l a  

p i l i n e  d e  B. nodosus a é t é  s y n t h é t i s é e  e t  a g é n é r é  d e s  

p i l i s  c h e z  Pseudononas (E l l eman  et al., 1986c ;  E l l eman  e t  

S t e w a r t ,  1 9 8 8 ) .  

* Gènes d e  p r o t é a s e s  d e  B. nodosus. 

Des p r o t é a s e s  e x t r a c e l l u l a i r e s  d e  B. nodosus f u r e n t  

p u r i f i é e s  e t  u t i l i s é e s  p o u r  l a  f a b r i c a t i o n  d ' u n  a n t i s é r u m  

a f i n  d e  t e s t e r  une  banque génomique d a n s  l e  pBR322 c h e z  E. 

coli. Un c l o n e  c o n t e n a n t  un i n s e r t  d e  2800 p b  f u t  

s é l e c t i o n n é  mais aucune  a c t i v i t é  p r o t é a s e  n e  f u t  d é t e c t é e .  

Après  s o u s - c l o n a g e  d a n s  l e  pUC8, un f r a g m e n t  d e  1400 pb 

donne e n c o r e  une  r é p o n s e  immunologique.  L ' h y b r i d a t i o n  d e  c e  

f r a g m e n t  c l o n é  a v e c  d e s  p r o f i l s  d e  d i g e s t i o n  t o t a l e  d e  DNA 

d e  B. nodosus s u g g è r e  l ' e x i s t e n c e  d e  p l u s i e u r s  g è n e s  c o d a n t  

pou r  l a  s y n t h è s e  d e  p r o t é a s e s  (Moses et al., 1 9 8 9 ) .  

* Gènes c o d a n t  pou r  l a  f i m b r i l i n e  d e  B.  gingivalis. 

Une banque génomique a é t é  c o n s t r u i t e  d a n s  l e  v e c t e u r  

pUC13. L a  p r o t é i n e  c l o n é e  a  une  masse d e  36000 Da a l o r s  que  

l a  p r o t é i n e  n a t i v e  a une masse d e  43000 Da. D e  p l u s ,  aucune  

homologie  n ' a  é t é  t r o u v é e  a v e c  l e s  s o u s - u n i t é s  d e  p i l i n e  d e  

B. nodosus c l o n é e  c h e z  E .  coli ( D i c k i n s o n  e t  al., 1988) .  

* Gènes recA d e  B. fragilis. 

Une banque d e  g è n e s  f u t  t es tée  a f i n  d ' i s o l e r  un 

mu tan t  recA-. Le p l a s m i d e  u t i l i s é  comme v e c t e u r  e s t  l e  

pEcoR251. Un p l a s m i d e  f u t  c a r a c t é r i s é  a v e c  un i n s e r t  d e  

5200 pb d e  B. fragilis; ce t  i n s e r t  n ' a  aucune  homologie  

a v e c  un p r o f i l  d e  d i g e s t i o n  t o t a l e  d e  DNA d ' u n e  s o u c h e  d ' B .  

coli recA+. P a r  c o n t r e ,  il y  e u t  r é p o n s e  immunologique 

c o n t r e  d e s  a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  d e  p r o t é i n e s  d ' E .  coli 

recA-; c e c i  a  mont ré  q u e  l e  c l o n e  s é l e c t i o n n é  p r o d u i t  2 

p r o t é i n e s  q u i  o n t  p o u r  masses  m o l é c u l a i r e s  37000 e t  39000 

Da (Goodman e t  al., 1987).  



* GBnes i m p l i q u é s  d a n s  l a  s y n t h è s e  d ' a m i n o - a c i d e s .  

Un gène  g l u t a m i n e - s y n t h é t a s e  glnA f u t  c l o n é  à l ' a i d e  

du  p l a s m i d e  pJS139 c h e z  un mu tan t  d ' E .  c o l i  d é l é t é  s u r  l e  

gène  glnA. Le g è n e  f u t  l o c a l i s e  d a n s  un f r a g m e n t  d e  4200 pb  

d e  l ' i n s e r t  d e  8000  p b .  L ' a c t i v i t é  e s t  r é p r i m é e  p a r  l e  

g l u t a m a t e  e t  l a  g l u t a m i n e ,  c e  q u i  m o n t r e  q u e  l e  g è n e  e s t  

s o u s  l e  c o n t r ô l e  d e  son  p romoteu r  p r o p r e .  Aucune homologie  

n e  f u t  t r o u v é e  a v e c  l e  g è n e  glnA d ' E .  c o l i .  La t a i l l e  

a p p a r e n t e  du p r o d u i t  du g è n e  e s t  d e  75000 Da ( S o u t h e r n  e t  

a l . ,  1986;  1 9 8 7 ) .  

L e  d e x t r a n  e s t  un po lymère  d e  h a u t  p o i d s  m o l e c u l a i r e  

c o n s t i t u é  d e  l ' a s s e m b l e m e n t  d e  D-g lucopyranose .  L e s  

monomères d e  g l u c o s e  s o n t  l i é s  en a - l , 6  p o u r  f o r m e r  d e  

l o n g u e s  c h a î n e s  l i n é a i r e s  s u r  l e s q u e l l e s  s o n t  b r a n c h é e s  d e s  

c h a î n e s  l a t é r a l e s  d e  p l u s  d ' u n  monomère d e  g l u c o s e .  Au 

n i v e a u  d e s  p o i n t s  d e  b ranchemen t ,  c e  s o n t  d e s  l i a i s o n s  

a - 1 , 3 .  Dans l a  p l u p a r t  d e s  c a s ,  l e  r a p p o r t  a - 1 , 6 / a - 1 , 3  e s t  

d e  95 / 5  ( S t r i n g e r  e t  T s u c h i y a ,  1958; S a b a t i e  e t  a l . ,  

1988) .  

Ce po lymère  e s t  s y n t h é t i s é  p a r  un enzyme a p p e l é  

d e x t r a n s u c r a s e  ( E C  2 . 4 . 1 . 5 )  q u i  c a t a l y s e  l a  f o r m a t i o n  d e  

d e x t r a n  p a r  t r a n s g l y c o s y l a t i o n  à p a r t i r  du  s a c c h a r o s e  comme 

s u i t :  

n  s a c c h a r o s e  ------ z ( g 1 u c o s e ) n  + n  f r u c t o s e  

La d e x t r a n s u c r a s e  e s t  un enzyme p r o d u i t  p a r  d e s  

b a c t é r i e s  comme l e s  Leuconostoc ou l e s  Streptocoques. 

A i n s i ,  l e s  Streptocoques o r a u x  s e c r è t e n t  p l u s i e u r s  

g l y c o s y l t r a n s f 6 r a s e s  q u i  u t i l i s e n t  l e  s a c c h a r o s e  comme 

s u b s t r a t  pour  f o r m e r  d e s  po lymères  d e  g l u c o s e  (Walke r ,  

1 9 7 2 ) .  Streptococcus sobrinus s y n t h é t i s e  2 enzymes q u i  

f a b r i q u e n t  du d e x t r a n  a v e c  d e s  d e g r é s  d e  branchement  



d i f f é r e n t s  (Mooser e t  Iwaoka,  1 9 8 9 ) ;  c e s  po lymères  s e r v a n t  

d e  s u p p o r t  d a n s  l a  p l a q u e  d e n t a i r e  pou r  a i d e r  l a  

c o l o n i s a t i o n  b a c t é r i e n n e  e t  é t a n t  l a r g e m e n t  r e s p o n s a b l e s  d e  

l ' e x c e p t i o n n e l l e  c a r i o g é n i c i t é  d e  l a  b a c t é r i e .  Leuconostoc 

mesenteroides e s t  l a  souche  u t  i l i s é e  p o u r  l a  p r o d u c t i o n  

commerc ia le ;  e l l e  p r o d u i t  une  d e x t r a n s u c r a s e  d e  65000 Da 

q u i  s y n t h é t i s e  un d e x t r a n  d e  f o r t  p o i d s  m o l é c u l a i r e  

( L i n d b e r g  e t  S v e n s s o n ,  1968;  Wi l lemot  e t  a l .  , 1 9 8 8 ) .  

Pou r  l a  d é t e r m i n a t i o n  d  ' une  a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e ,  

l e  s u b s t r a t  u t i l i s é  e s t  l e  b l e u  d e x t r a n  2000 .  Ce t t e  

mo lécu l e  e s t  c o n s t i t u é e  d ' u n  d e x t r a n  d e  h a u t  p o i d s  

m o l é c u l a i r e  ( 2  m i l l i o n s )  s u r  l e q u e l  s o n t  s u b s t i t u é e s  d e s  

m o l 6 c u l e s  d e  b l e u  c i b a c r o n  F3G-A à r a i s o n  d e  1 , l  r é s i d u  

p o u r  100 r é s i d u s  d e  g l u c o s e  (Bohme e t  a l . ,  1972;  Ashton e t  

P o l y a ,  1 9 7 8 ) .  L ' h y d r o l y s e  d e s  l i a i s o n s  a - 1 , 6  d a n s  c e  

d e x t r a n  a b o u t i t  a l a  l i b é r a t i o n  du  chromophore ( C e s k a ,  

1971;  Makinen e t  P a u n i o ,  1 9 7 1 ) .  



F i g u r e  3:  S t r u c t u r e  du d e x t r a n .  

F i g u r e  4: S t r u c t u r e  du  chromophore du b l e u  d e x t r a n .  

( R1 = R2 = H ou SOsH ; R 3  = D e x t r a n  T2000 ) 



Les  d e x t r a n a s e s  s o n t  d e s  enzymes c a p a b l e s  d ' ê t r e  

p r o d u i t s  par un g r a n d  nombre d ' o r g a n i s m e s  t e l s  l e s  l e v u r e s ,  

l e s  champignons e t  l e s  b a c t é r i e s .  Ces  enzymes s o n t  d e s  

a-1,6 g l u c a n o h y d r o l a s e s  q u i  p e u v e n t  a v o i r  p l u s i e u r s  

i n t é r ê t s  i n d u s t r i e l s .  P a r  exemple ,  ils s o n t  u t i l i s é s  d a n s  

l ' i n d u s t r i e  d e  l a  c a n n e  a s u c r e  a f i n  d e  d é g r a d e r  l e s  

d e x t r a n s  fo rmés  p a r  Leuconostoc, c e  q u i  amène une m e i l l e u r e  

p r é c i p i t a t i o n  du  s a c c h a r o s e .  D ' a u t r e  p a r t ,  c e s  enzymes s o n t  

é t u d i é s  p a r  beaucoup  d e  c h e r c h e u r s  j a p o n a i s  en  vue  d e  l e u r  

a d j o n c t i o n  d a n s  l e s  p â t e s  d e n t i f r i c e s  c a r  l e s  d e x t r a n a s e s  

l i m i t e n t  ou empêchent  l a  f o r m a t i o n  d e  l a  p l a q u e  d e n t a i r e  

p a r  l e s  Streptocoques. 

9 . 1  - Chez les champignons et  les  l evures .  

Penicillium e s t  l e  champignon q u i  p r o d u i t  l e s  

d e x t r a n a s e s  c o m m e r c i a l e s .  A i n s i ,  l e s  s o u c h e s  d e  Penicillium 

lilacinum., verrucu1osum e t  funiculosum s y n t h é t i s e n t  d e s  

d e x t r a n a s e s  e x t r a c e l l u l a i r e s  d o n t  l e s  v a l e u r s  d e  pH optimum 

d ' a c t i v i t é  s o n t  c o m p r i s e s  e n t r e  4,O e t  5 , 5  ( T s u c h i y a  et 

al., 1 9 5 2 ) .  L ' a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  d e  Penicillium 

funiculosum a  é t é  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  c a r a c t é r i s é e ;  

a i n s i ,  C h a i e t  et al. ( 1 9 7 0 )  o n t  i s o l é  une  d e x t r a n a s e  d e  

41000 Da l i b é r a n t  d e  l ' i s o m a l t o s e  mais o n t  mon t r é  

l ' e x i s t e n c e  d e  p l u s i e u r s  i soenzymes  d a n s  l e  m i l i e u  e x t r a -  

c e l l u l a i r e .  C e t  enzyme e s t  i n d u c t i b l e  par l e  d e x t r a n .  

D ' a u t r e s  champignons p r o d u i s e n t  d e s  d e x t r a n a s e s .  

C ' e s t  l e  c a s  pou r  l e s  s o u c h e s  d'Aspergillus. H i r a o k a  e t  al. 

(1972)  o n t  é t u d i é  l ' a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  d ' A .  carneus. 2 

enzymes e x t r a c e l l u l a i r e s  i n d u c t i b l e s  o n t  é t é  i s o l é s ;  i ls 

o n t  d e s  v a l e u r s  d e  pH optimum c o m p r i s  e n t r e  5,O e t  5 , 5  e t  

un d e s  2 enzymes a  un p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e  71000 Da. 

L ' a c t i v i t é  enzyma t ique  d e  c e  champignon e s t  p l u s  i m p o r t a n t e  

q u e  c e l l e  d e s  s o u c h e s  d e  Penicillium. 



Chez Chaetomium gracile, 2 d e x t r a n a s e s  o n t  é t é  

c a r a c t é r i s é e s ;  e l l e s  o n t  un pH optimum d e  5 , 5  e t  o n t  d e s  

p o i d s  m o l é c u l a i r e s  d e  7 1  e t  77000 Da. C e s  enzymes s o n t  

i n d u c t i b l e s  p a r  l e  d e x t r a n  e t  s o n t  d e s  e n d o d e x t r a n a s e s  

e x t r a c e l l u l a i r e s  ( H a t t o r i  et al., 1 9 8 1 b ) .  

Une a c t i v i t é  enzyma t ique  a  é g a l e m e n t  é t é  c a r a c t é r i s é e  

c h e z  Paecilomyces lilacinus (Lee  e t  Fox,  1 9 8 5 ) .  2  

i soenzymes  e x t r a c e l l u l a i r e s  o n t  é t é  m i s  en é v i d e n c e ;  ils 

o n t  d e s  v a l e u r s  d e  pH optimum d e  4 , 5  e t  d e s  t e m p é r a t u r e s  

o p t i m a l e s  d ' a c t i v i t é  d e  55°C. 

Beaucoup d ' a u t r e s  champignons o n t  une  a c t i v i t é  

d e x t r a n a s i q u e ;  en e f f e t ,  H a t t o r i  e t  I s h i b a s h i  ( 1 9 8 1 a )  o n t  

t r o u v é  en t e s t a n t  556  s o u c h e s  q u e  1 6  g e n r e s  d e  champignons 

é t a i e n t  c a p a b l e s  d e  d é g r a d e r  l e  d e x t r a n .  Dans p r e s q u e  t o u s  

l e s  c a s ,  l e s  a c t i v i t é s  s o n t  i n d u c t i b l e s  p a r  l e  s u b s t r a t .  

Parmi  l e s  l e v u r e s ,  Lipomyces starkeyi a  é t é  l a  s o u c h e  

l a  p l u s  é t u d i é e .  Webb e t  S p e n c e r - M a r t i n s  (1983)  o n t  r e p o r t é  

l e s  p r e m i e r s  l a  c a p a c i t é  d e  c e t t e  l e v u r e  à h y d r o l y s e r  l e  

d e x t r a n .  C e t t e  s o u c h e  p r o d u i t  l ' enzyme  e n t r e  pH 3,O e t  5 ,O 

(Koenig  e t  Day, 1988a )  e t  p r é s e n t e  l ' a v a n t a g e  p o u r  

l ' e x p l o i t a t i o n  i n d u s t r i e l l e  d e  n e  p r o d u i r e  n i  a n t i b i o t i q u e s  

n i  m é t a b o l i q u e s  t o x i q u e s .  L ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  p r o d u c t i o n  

d ' enzymes  a é t é  p o s s i b l e  à l ' a i d e  d ' u n  mu tan t  d é r é p r i m e  v i s  

à v i s  d e  l a  s y n t h è s e  d e  d e x t r a n a s e s  e t  i n d u i t  p a r  l e  

d e x t r a n  (Koen ig  e t  Day, 1988b;  1 9 8 9 b ) .  La d e x t r a n a s e  d e  L. 

starkeyi a é t é  p u r i f i é e ;  l e  pH optimum e s t  d e  5,O e t  l a  

t e m p é r a t u r e  o p t i m a l e  d ' a c t i v i t é  e s t  d e  55°C. 4  b a n d e s  o n t  

é t é  o b t e n u e s  en é l e c t r o p h o r è s e  e t  e l l e s  c o r r e s p o n d e n t  à d e s  

v a r i a n t s  p l u s  ou moins  g l y c o s y l é s  du  même enzyme q u i  e s t  

une  e n d o d e x t r a n a s e  (Koen ig  e t  Day, 1 9 8 9 a ) .  

9 . 2  - Chez les bactéries autres que Bacteroides. 

Parmi  l e s  b a c t é r i e s  G r a m - p o s i t i v e s ,  c e r t a i n e s  s o n t  

p r o d u c t r i c e s  d e  d e x t r a n a s e s  comme Arthrobacter globiformis,. 



L a c t o b a c i l l u s  b i f i d u s  ou S t r e p t o c o c c u s  m u t a n s  e t  S. 

s u b r i n u s .  

Chez une  s o u c h e  humaine d e  L a c t o b a c i l l u s  b i f i d u s ,  une  

a c t i v i t é  d e x t r a n a s e  a é t é  mise en  é v i d e n c e  d a n s  l e  m i l i e u  

e x t r a c e l l u l a i r e .  L'enzyme a u n e  a c t i v i t é  o p t i m a l e  a v e c  d e s  

v a l e u r s  d e  pH c o m p r i s e s  e n t r e  5 , 4  e t  6 , 5  ( B a i l e y  e t  C l a r k e ,  

1959) .  C e t  enzyme a é t é  t r è s  peu é t u d i é .  

A r t h r o b a c k e r  g l o b i f o r n i s  e s t  une b a c t é r i e  du s o l  

c a p a b l e  d e  d é g r a d e r  l e  d e x t r a n .  P l u s i e u r s  enzymes 

e x t r a c e l l u l a i r e s  o n t  é t é  i s o l é s .  A i n s i ,  une  i s o m a l t o -  

d e x t r a n a s e  (EC 3 . 2 . 1 . 9 4 )  a é t é  m i s e  en é v i d e n c e  c h e z  l a  

souche  T6 e t  une  g l u c o d e x t r a n a s e  (EC 3 . 2 . 1 . 7 0 )  c h e z  l a  

souche  1 4 2 .  L ' i s o m a l t o - d e x t r a n a s e  é t a n t  un enzyme n e  

l i b é r a n t  q u e  d e  l ' i s o m a l t o s e  à p a r t i r  d e s  e x t r é m i t é s  non 

r é d u c t r i c e s  du d e x t r a n  a l o r s  q u e  l a  g l u c o d e x t r a n a s e  n e  

l i b è r e  q u e  du g l u c o s e  à p a r t i r  d e s  e x t r é m i t é s  r é d u c t r i c e s  

( T a k a y a n a g i  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  Chez l a  souche  T6,  1 ' i s o m a l t o -  

d e x t r a n a s e  a  é t é  p u r i f i é e .  C e t  enzyme a  un p o i d s  

m o l é c u l a i r e  d e  69000 Da e t  u n e  a c t i v i t é  o p t i m a l e  à pH 5 , 3  

e t  a 65°C; son  mode d e  c o u p u r e  e s t  d e  t y p e  exo  (Okada e t  

a l . ,  1 9 8 8 a ) .  En p o u s s a n t  p l u s  l o i n  l e u r s  i n v e s t i g a t i o n s ,  

l e s  mêmes a u t e u r s  o n t  remarqué  q u e  c e t t e  a c t i v i t é  e s t  

accompagnée p a r  une  a c t i v i t é  i s o p u l l u l a n a s e  (EC 3 . 2 . 1 . 5 7 )  

c a p a b l e  d o n c  d ' h y d r o l y s e r  l e s  l i a i s o n s  a - 1 , 4 .  I l  s emble  que  

c e  s o i t  l e  m ê m e  enzyme q u i  a i t  l e s  2  a c t i v i t é s  c a r  l e s  

é t a p e s  d e  p u r i f i c a t i o n  se  s u p e r p o s e n t  e t  l e s  v a l e u r s  d e  pH 

e t  d e  t e m p é r a t u r e  optimum s o n t  s e m b l a b l e s .  A i n s i ,  un même 

enzyme s e r a i t  c a p a b l e  d ' h y d r o l y s e r  l e s  l i a i s o n s  a - 1 , 6  e t  

a - 1 , 4  (Okada e t  a l . ,  1 9 8 8 b ) .  

La g l u c o d e x t r a n a s e  e x t r a c e l l u l a i r e  d é c r i t e  en  1987 

chez  la  s o u c h e  1 4 2  a  é t é  i s o l é e ;  c e t  enzyme a un p o i d s  

m o l é c u l a i r e  d e  120000 Da e t  une  a c t i v i t e  o p t i m a l e  a pH 6,O 

e t  a 45°C.  Son mécanisme d ' a c t i o n  e s t  d e  t y p e  exo  (Okada e t  

a l . ,  1 9 8 8 ~ ) .  Avec c e t  enzyme, une  a c t i v i t é  g l u c o a m y l a s e  ( E C  

3 . 2 . 1 . 3 )  a é t é  i s o l é e ;  s o n  a c t i v i t e  o p t i m a l e  e s t  p r é s e n t e  



d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  q u e  p o u r  l a  g l u c o d e x t r a n a s e .  Les  

a u t e u r s  p e n s e n t ,  comme d a n s  l e  c a s  d e s  2 a c t i v i t é s  d e  l a  

s o u c h e  T6, q u ' i l  s ' a g i t  d ' u n  même enzyme p o s s e d a n t  l e s  

a c t i v i t é s  g l u c o d e x t r a n a s e  e t  g l u c o a m y l a s e  (Okada e t  Unno, 

1 9 8 9 ) .  

Les  Streptocoques r e p r é s e n t e n t  un a u t r e  g e n r e  

b a c t é r i e n  pouvan t  d é g r a d e r  l e  d e x t r a n .  A i n s i ,  l a  p r o d u c t i o n  

d e  d e x t r a n a s e  a  é t é  mise en  é v i d e n c e  c h e z  S. mutans p a r  

a p p a r i t i o n  d e  z o n e s  c l a i r e s  d e  d é g r a d a t i o n  en  m i l i e u  g é l o s é  

c o n t e n a n t  du b l e u  d e x t r a n  ( S t a a t  e t  S c h a c h t e l e ,  1 9 7 4 ) .  

C e t t e  a c t i v i t é  s e r a i t  c y t o p l a s m i q u e  ou p é r i p l a s m i q u e  e t  

a u r a i t  un mécanisme d e  c o u p u r e  d e  t y p e  endo .  On p e u t  

s ' é t o n n e r  du  f a i t  q u ' u n e  b a c t é r i e  c a p a b l e  d e  s y n t h é t i s e r  du  

d e x t r a n  à l ' a i d e  d ' u n e  d e x t r a n s u c r a s e  s o i t  é g a l e m e n t  

c a p a b l e  d e  s y n t h é t i s e r  d e s  d e x t r a n a s e s  p o u r  d é t r u i r e  ce 

d e x t r a n  p r é a l a b l e m e n t  f a b r i q u é .  En f a i t ,  l a  d e x t r a n a s e  

p e r m e t t r a i t  d e  r é c u p é r e r  d e s  s u c r e s  s i m p l e s  à p a r t i r  du 

d e x t r a n  d e  l a  p l a q u e  d e n t a i r e  quand l e s  Streptocoques o n t  

d e s  p r o b l è m e s  d ' a p p r o v i s i o n n e m e n t  a l i m e n t a i r e .  

D ' a u t r e  p a r t ,  Walker  et al. ( 1 9 8 1 )  o n t  r e p o r t é  q u e  S. 

mutans p r o d u i t  2 t y p e s  d e  d e x t r a n a s e s :  une  e s t  

p r i n c i p a l e m e n t  i n t r a c e l l u l a i r e  e t  e s t  d e  t y p e  exo  a l o r s  q u e  

l ' a u t r e  e s t  d e  t y p e  endo e t  e s t  l i b é r é e  d a n s  l e  m i l i e u  au 

d é b u t  d e  l a  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e .  

Une a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  f u t  é g a l e m e n t  t r o u v é e  c h e z  

S. sobrinus ( B a r r e t t  e t  C u r t i s s ,  1 9 8 6 ) .  Ces a u t e u r s  o n t  m i s  

en  é v i d e n c e  s u r  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  6  b a n d e s  p o s s e d a n t  

une  a c t i v i t é  d o n t  2 b a n d e s  m a j e u r e s  d e  175000 e t  160000 Da. 

En f a i t ,  l e s  5  b a n d e s  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  l e s  p l u s  f a i b l e s  

d é r i v e r a i e n t  t o u t e s  d e  l a  bande  d e  175000 Da p a r  c l i v a g e  

p r o t é o l y t i q u e  p a r  d e s  p r o t é a s e s  endogènes  d e  S. subrinus. 

C e t t e  d e x t r a n a s e  e s t  e x t r a c e l l u l a i r e  e t  l ' a c t i v i t é  e s t  

o p t i m a l e  à pH 5,4. 





e n t r e  5 ,O e t  6 , 5  à 50°C e t  s o n  mécanisme d e  c o u p u r e  e s t  d e  

t y p e  endo ( J a n s o n  e t  P o r a t h ,  1 9 6 6 ) .  R i c h a r d s  e t  S t r e a m e r  

(1972)  o n t  i s o l é  un mic roo rgan i sme  du s o l  d ' u n  champ d e  

canne à s u c r e  q u ' i l s  n ' o n t  p a s  pu c l a s s e r  d a n s  un g e n r e  

b a c t é r i e n  p r é c i s .  Néanmoins, c e t t e  b a c t é r i e  s y n t h é t i s e  d e s  

d e x t r a n a s e s  e n d o c e l l u l a i r e s  e t  e x t r a c e l l u l a i r e s  t o u t e s  2 

i n d u c t i b l e s  p a r  l e  d e x t r a n .  E n f i n ,  Bowman et al. ( 1 9 8 8 )  o n t  

m i s  en é v i d e n c e  u n e  a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  c h e z  Pseudomonas 

mixta . 

9 . 3  - Chez Capnocytophaga ochracea (B. ochraceus). 

Bacteroides ochraceus a  é t é  r e c l a s s é  en 

Capnocytophaga ochracea ( L e a d b e t t e r  et al., 1 9 7 9 ) .  

Cependant ,  d e s  t r a v a u x  a n t é r i e u r s  à 1979 o n t  é t u d i é  

l ' a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  d e  c e t t e  s o u c h e .  A i n s i ,  S t a a t  et 

al. ( 1 9 7 3 )  o n t  i s o l é  d e  l a  p l a q u e  d e n t a i r e  p l u s i e u r s  

mic roo rgan i smes  d o n t  un i s o l a t  a é t é  a p p a r e n t é  au  g e n r e  

Bacteroides. En p r é c i s a n t  c e s  p r e m i e r s  r é s u l t a t s ,  c e t  

i s o l a t  a é t é  c lassé  d a n s  l e s  s o u c h e s  d e  B. ochraceus, e t  

o n t  é t é  m i s e s  e n  é v i d e n c e  d e s  a c t i v i t é s  exo- e t  endo- 

d e x t r a n a s e s  ( S c h a c h t e l e  e t  al., 1 9 7 5 ) .  L ' e x o - d e x t r a n a s e  n e  

l i b é r a n t  q u e  d u  g l u c o s e  à p a r t i r  du  d e x t r a n  a l o r s  que  

l ' e n d o d e x t r a n a s e  l i b è r e  d e s  i s o m a l t o d e x t r i n e s .  S t a a t  e t  

S c h a c h t e l e  ( 1 9 7 6 )  o n t  c a r a c t é r i s é  c e s  a c t i v i t é s  e t  m o n t r e n t  

q u e  l ' o n  e s t  en  p r é s e n c e  d e  2 enzymes i n t r a c e l l u l a i r e s ,  

i n d u c t i b l e s ,  a v e c  d e s  v a l e u r s  d e  pH optimum d i f f é r e n t e s  

( 5 , 7  p o u r  l ' enzyme  c o u p a n t  s u i v a n t  un mécanisme endo  e t  6 , 8  

pou r  l ' a u t r e ) .  

9 . 4  - Chez l e s  espèces du genre Bacteroides. 

En c e  q u i  c o n c e r n e  l e  g e n r e  Bacteroides, S e r y  e t  

Hehre ( 1 9 5 6 )  o n t  é t é  l e s  p r e m i e r s  à m e t t r e  en é v i d e n c e  une 

d é g r a d a t i o n  du d e x t r a n  p a r  l e s  b a c t é r i e s  i n t e s t i n a l e s .  Ces  

a u t e u r s  s u g g è r e n t  que  l a  s o u c h e  d e  Bacteroides é t u d i é e  

( d o n t  l ' e s p è c e  n ' e s t  p a s  p r é c i s é e )  p r o d u i t  2 d e x t r a n a s e s  



car i ls o n t  remarqué  une  r a p i d e  r é d u c t i o n  d e  l a  v i s c o s i t é  

du d e x t r a n  a pH 5 , 4  ( a c t i o n  e n d o h y d r o l y t i q u e )  a l o r s  q u ' à  pH 

7 , 3  on a une  a c t i v i t é  l i b é r a n t  d u  g l u c o s e  ( a c t i o n  e x o ) .  Ces  

r é s u l t a t s  se r a p p r o c h e n t  d ' a i l l e u r s  t r è s  f o r t e m e n t  d e  ceux  

o b t e n u s  a v e c  B. ochraceus d e  l a  c a v i t é  b u c c a l e  ( S t a a t  e t  

S c h a c h t e l e ,  1 9 7 6 ) .  C e s  2  enzymes s e r a i e n t  e x t r a c e l l u l a i r e s  

ma i s  l a  l o c a l i s a t i o n  d e s  enzymes n ' a  p a s  é t é  é t u d i é e .  

P l u s i e u r s  a u t r e s  e s p è c e s  d e  Bacteroides i n t e s t i n a u x  

s o n t  c a p a b l e s  d ' h y d r o l y s e r  l e  d e x t r a n .  En e f f e t ,  Holbrook  

e t  McMillan ( 1 9 7 7 )  o n t  t r o u v é  pa rmi  334 s o u c h e s  d e  

Bacteroidaceae q u e  la  p l u p a r t  d e s  s o u c h e s  i n t e s t i n a l e s  d e  

B. thetaiotaomicron e t  d e  B. ovatus a i n s i  q u e  q u e l q u e s  

s o u c h e s  d e  l a  c a v i t é  o r a l e  comme B. oralis e t  B. 
melaninogenicus p o u v a i e n t  d é g r a d e r  l e  d e x t r a n .  Les  enzymes 

n ' o n t  p a s  é t é  c a r a c t é r i s é s  m a i s  l e s  a u t e u r s  s e  s o n t  b a s é s  

s u r  d e s  t e s t s  d e  d é g r a d a t i o n  en  m i l i e u  s o l i d e  e t  l i q u i d e .  

Chez B. oralis, 3 enzymes d e  d é g r a d a t i o n  d e  g l u c a n e s  

o n t  é t é  m i s  en é v i d e n c e  ( T a k a h a s h i ,  1 9 8 2 ) .  I l  s ' a g i t  d e  

deux  d e x t r a n a s e s  e t  d ' u n e  mu tanase  (EC 3 . 2 . 1 . 5 9 ) ;  c e t t e  

d e r n i è r e  é t a n t  l o c a l i s é e  d a n s  l e  c y t o p l a s m e  e t  h y d r o l y s a n t  

l e s  l i a i s o n s  a - 1 , 3  e t  non l e s  a -1 ,G.En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  

d e x t r a n a s e s ,  B. oralis p r o d u i t  2  enzymes d i f f é r e n t s  d e  p a r t  

l e u r  mode d ' a c t i o n  e t  l e u r  l o c a l i s a t i o n .  Le p r e m i e r  d e  c e s  

2 enzymes (EC 3 . 2 . 1 . 1 1 )  e s t  un endoenzyme d e  l ' e s p a c e  

p é r i p l a s m i q u e  a l o r s  q u e  l e  s e c o n d  e s t  un exoenzyme (EC 

3 . 2 . 1 . 7 0 )  du c y t o p l a s m e .  L ' e n d o d e x t r a n a s e  a un p o i d s  

m o l é c u l a i r e  d e  52000 Da e t  l ' e x o d e x t r a n a s e  un p o i d s  d e  

44000 Da ( T a k a h a s h i  e t  al., 1 9 8 5 ) .  

Comme p o u r  d ' a u t r e s  g r o s  po lymères  i n c a p a b l e s  d e  

p a s s e r  l a  membrane i n t e r n e ,  l a  d é g r a d a t i o n  du d e x t r a n  

semble  n é c e s s i t e r  d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  c a s  2  enzymes a y a n t  

d e s  l o c a l i s a t i o n s  e t  d e s  mécanismes d ' a c t i o n  d i f f é r e n t s .  En 

e f f e t  p a r  exemple ,  pou r  d e s  b a c t é r i e s  d e  l a  c a v i t é  b u c c a l e  

comme B. oralis, l a  l o c a l i s a t i o n  c e l l u l a i r e  d e s  enzymes 

s u g g è r e  q u e  l ' endoenzyme p é r i p l a s m i q u e  h y d r o l y s e  l e s  



p o l y s a c c h a r i d e s  d e  l a  p l a q u e  d e n t a i r e  e n  o l i g o s a c c h a r i d e s  

q u i  p e u v e n t  passer d a n s  l e  c y t o p l a s m e  a f i n  d ' y  ê t r e  

t o t a l e m e n t  d é g r a d é s  p a r  1 ' e x o d e x t r a n a s e  e t  p a r  l a  mutanase  

c y t o p l a s m i q u e s .  

L e  b u t  d e  c e  t r a v a i l  é t a i t  d ' i s o l e r  d e s  g è n e s  d e  

Bacteroides d o n t  l e s  p r o d u i t s  s o n t  i m p l i q u e s  d a n s  l a  

d é g r a d a t i o n  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  a f i n  d  ' é t u d i e r  l e u r  

e x p r e s s i o n  c h e z  8. coli aprGs  c l o n a g e .  Le s y s t è m e  

enzyma t ique  q u i  a  é t é  c h o i s i  p e r m e t  a l a  b a c t é r i e  

d ' h y d r o l y s e r  l e  d e x t r a n  e t  a  é t é  peu é t u d i é  j u s q u ' à  

p r é s e n t .  De p l u s ,  il n e  s emble  p a s  f a i r e  i n t e r v e n i r  une  

g r a n d e  v a r i é t é  d ' enzymes  comme p o u r  l e  c a s  d e  l a  

d é g r a d a t i o n  d e  l a  c h o n d r o ï t i n e - s u l f  a t e  ou d e s  

g a l a c t o m a n n a n e s .  



MATERIELS ET METHODES 



1.1 - Escherichia coli. 

Les  s o u c h e s  d 7 E . c o l i  u t i l i s é e s  o n t  l e s  c a r a c t è r e s  s u i v a n t s :  

- HBlO1: F-, hsdS20 [hsdM h s d R ] ,  ara-14,  l a c Y 1 ,  

ga lK12,  xyl-5, proA2, l e u B 6 ,  t h i - 1 ,  supE44, 

e n d o r ,  r e c A 1 3 ,  rpsL20  ( Sm' ) , - . 
- LE392: F - ,  hsdR514, [ r - k ,  m+k], l a c Y i  ou 

(lacT.ZY)6 ga lK2 ,  galT.22, m e t B l ,  t rpR55 ,  

supE44 ., supF58, X - . 
- C600: F - ,  ga lK ,  t h i - 1 ,  t h r - 1 ,  l e u B 6 ,  lacY2,.  

tonA.21, supE44. 

- GM272: F-, dcm-6, dam-3, metB1,  hsdSZ1 ( r -  m-), 

l a c Y l  ou LacZ4, g a l K 2 ,  m t l - 2 ,  tonAS ou 

tonA31,  t s x - 1  ou t s x - 7 8 ,  supE44, A-. 

En f a i t ,  n o u s  a v o n s  u t i l i s é  un r é v e r t a n t  p r o t o t r o p h e  

( t r y p t o p h a n e  e t  m é t h i o n i n e )  d e  l a  s o u c h e  B. co l i  LE392 

a p p e l é  LE392P. 

1.2 - Bacteroides. 

Les  s o u c h e s  u t i l i s é e s  a p p a r t i e n n e n t  

- f r a g i l i s  5 1 

130 

207 

256 

344 

373 

452 

463 

495 

527 

565 

648 

a u x  e s p è c e s  s u i v a n t e s :  

53 69 101 

178 181 191 

210 2 14 238 

274 290 293 

347 356 368 

385 440 448 

454 455 457 

464 470 484 

503 513 517 

560 561 563 

566 611 623 

649 653 



- thetaiotaomicron 

- distasunis 

Les plasmides suivants ont été utilisés: 

- pBR322 (Bolivar et al., 1977). 
- pKC7 (Rao et Rogers, 1979). 
- pDR720 (Russell et Bennett, 1982). 
- pEAP37 (Kato et al., 1986). 

Le pBR322 est un plasmide de 4361 pb, Apr, Tcr, amplifiable 

au chloranphénicol. 

Le pKC7 est un plasmide de 5890 pb, Apr, Kmr, amplifiable 

au chloramphénicol. Il provient du pBR322 auquel a été 

retiré le fragment HindIII-Bad1 de 346 pb qui a été 

remplacé par celui de 1800 pb du Tn5. 

Le pDR720 est un plasmide d'environ 4100 pb. Il est Apr. Il 

porte le gène de la galactokinase et le clonage se fait en 

aval d'un promoteur tryptophane se situant dans un 

polylinker. Il est amplifiable au chloramphénicol. 

Le pEAP37 est un plasmide de 5800 pb, Apr, Cmr, amplifiable 

à la spectinomycine. Il contient un promoteur d'excrétion 

et un gène kil responsables de la libération de colicine 

El. Il permet de faire excréter des protéines qui 

normalement se trouvent dans l'espace périplasmique. 
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Figure 5: P lasmide  pDR720 ( R u s s e l l  e t  B e n n e t t ,  1 9 8 2 ) .  

Figure 6: P lasmide  pEAP37 (Kato  et a l . ,  1 9 8 6 ) .  



3 . 1  - Culture d'B. coli. 

* M i l i e u  LB ( L u r i a  e t  B u r r o u s ,  1957).  

C ' e s t  un m i l i e u  r i c h e  d o n t  l a  c o m p o s i t i o n  e s t  l a  s u i v a n t e :  

- E x t r a i t  d e  l e v u r e  5  g  

- T r y p t o n e  1 0  g 

- N a C l  1 0  g  

- Eau d i s t i l l é e  q s p  1 1. 

L e  pH d e  c e  m i l i e u  e s t  a j u s t é  à 7 , 2  p a r  NaOH ou HC1 s e l o n  

l e  pH i n i t i a l .  La s t é r i l i s a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  p a r  

a u t o c l a v a g e  20 mn à 120°C. On p e u t  u t i l i s e r  c e  m i l i e u  s o u s  

fo rme  g é l o s é e  p a r  a d j o n c t i o n  d e  1 5  g  d ' a g a r  p a r  l i t r e .  

* M i l i e u  TSA (Tryptone-Soy-Agar ) .  

On d i s s o u t  40  g  d e  m i l i e u  TSA (DIFCO) p r ê t  à l ' e m p l o i  d a n s  

un volume f i n a l  d e  1 l i t r e  d ' e a u  d i s t i l l é e .  C e  m i l i e u  e s t  

p r é g é l o s é .  I l  e s t  a u t o c l a v é  20 mn à 120°C.  

* M i l i e u  ML (Lennox,  1 9 5 5 ) .  

C ' e s t  un m i l i e u  s y n t h é t i q u e  d o n t  l a  c o m p o s i t i o n  e s t  l a  

s u i v a n t e  : 

- NH4C1 5 , O  g 

- NH4N03 1 , O  g 

- NazS04 2,O g 

- KzHP04 9 4  Q 

- KHzP04 3 , o  g  

- MgS04,7H20 O , l  g 

- S o u r c e  d e  c a r b o n e  0 , 5  g / l  

- Eau d i s t i l l é e  q s p  1 1. 

Le pH e s t  a j u s t é  à 7 , 2 .  S e l o n  l e s  e x i g e n c e s  d e  l a  s o u c h e  

b a c t é r i e n n e  à c u l t i v e r ,  on p e u t  complémenter  c e  m i l i e u  p a r  

d e s  a c i d e s  aminés  à 20 ug/ml e t  p a r  d e  l a  v i t a m i n e  B 1  a 

2  w g / m l .  C e  m i l i e u  p e u t  ê t r e  g é l o s e  p a r  a d j o n c t i o n  d e  1 5  g  

d ' a g a r  p a r  l i t r e .  I l  e s t  s t é r i l i s é  p a r  a u t o c l a v a g e  30 mn à 

105°C. 



* M i l i e u  Mg. 

C ' e s t  un m i l i e u  s y n t h é t i q u e  d o n t  l a  c o m p o s i t i o n  est  l a  

s u i v a n t e :  

- Na2HP04 7,O P  

- KHzP04 3 , O  g  

- NaCl 5 , O  g 

- N H 4 C 1  1 , o  g 

- CaClz 1,1 mg 

- Mg504 12,O mg 

- S o u r c e  d e  c a r b o n e  0 , 5  g  

- Eau d i s t i l l é e  q s p  1 1. 

L e  pH e s t  a j u s t é  à 7,Z. Comme l e  m i l i e u  ML, c e  m i l i e u  p e u t  

ê t r e  complémenté  p a r  d e s  a c i d e s  aminés  e t  d e  l a  v i t a m i n e  

E l ;  i l  p e u t  é g a l e m e n t  ê t r e  g é l o s e .  I l  e s t  a u t o c l a v é  30  mn à 

105°C. 

3 . 2  - Culture de Bacteroides. 

Les  s o u c h e s  d e  Bacteroides s o n t  c u l t i v é e s  s o u s  a tmosphè re  

a n a é r o b i e  d a n s  d e s  f l a c o n s  d e  t y p e  " p é n i c i l l i n e "  d e  30 m l  

c o n t e n a n t  10  m l  d e  m i l i e u .  

* B o u i l l o n  c e r v e a u - c o e u r  ( B H I ) .  

Le m i l i e u  B H I  e s t  un m i l i e u  r i c h e  que  l ' o n  p r é p a r e  d e  l a  

f a ç o n  s u i v a n t e :  

- 37  g d e  E H 1  p r ê t  à l ' e m p l o i  s o n t  d i s s o u s  d a n s  

1 1 d ' e a u  d i s t i l l é e .  

- A j o u t e r  0 , 5  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  r é s a z u r i n e  à 

1 m g / m l  ( u t i l i s é e  comme i n d i c a t e u r  d e  

p o t e n t i e l  Red-Ox). 

- P o r t e r  à é b u l l i t i o n  1 5  mn a f i n  d ' é l i m i n e r  

l ' o x y g è n e  d i s s o u s .  

- R e f r o i d i r  j u s q u ' à  45OC s o u s  a z o t e .  

- A j o u t e r  10  m l  d e  s o l u t i o n  d ' h é m i n e  à 0 , 5  

m g / m l  e t  0 , l  m l  d e  s o l u t i o n  d e  

v i t a m i n e  BI2  à 0 , l  m g / m l .  

- R e f r o i d i r  e n s u i t e  s o u s  a tmosphè re  N 2 / C 0 2  

( 8 5 / 1 5 , v / v )  j u s q u ' à  35°C. 



- D i s s o u d r e  0 , 5  g  d e  c y s t é i n e  . 
- A j u s t e r  l e  pH a 7 , 2  avec  KHC03. 

Le m i l i e u  e s t  e n s u i t e  c o n d i t i o n n é  en  f l a c o n s  s o u s  

a tmosphère  Nz/COz; il p e u t  éga lement  ê t r e  p r é p a r é  s o u s  

forme g é l o s é e  a p r è s  a d j o n c t i o n  d e  15  g  d ' a g a r  p a r  l i t r e .  L a  

s t é r i l i s a t i o n  s e  f a i t  à l ' a u t o c l a v e  20 mn à 120°C. 

Pour l a  c o n s e r v a t i o n  d e s  s o u c h e s  à -20°C, c e  m i l i e u  e s t  

g l y c é r o l é  à 20 % .  

* Mil ieu  d e  C a s p a r i  e t  Macy ( 1 9 8 3 ) .  

Ce m i l i e u  e s t  un m i l i e u  s y n t h é t i q u e  d o n t  l a  compos i t ion  e s t  

l a  s u i v a n t e :  

- KHzP04 0 ,450  g  

- KzHP04 0 , 4 5 0  g 

- N a C l  0 ,900  g  

- (NH4)zS04 0 , 9 0 0  g  

- CaC12,2HzO 0 , 0 2 5  g 

- MgC1~,6H20 0 , 0 2 0  g  

- MnClz,4HzO 0 ,010 g  

- CoC12,6Hz0 0 , 0 1 0  g 

- R é s a z u r i n e  0 , 0 0 1  g 

- Eau d i s t i l l é e  q s p  1 1. 

E n s u i t e ,  l e  m i l i e u  e s t  p r é p a r é  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e :  

- P o r t e r  15  mn à é b u l l i t i o n  

- R e f r o i d i r  s o u s  a z o t e  j u s q u ' à  45°C.  

- A j o u t e r  10 m l  d e  s o l u t i o n  d 'hémine  a 0 , 5  

mg/ml e t  0 , l  m l  d e  s o l u t i o n  d e  

v i t a m i n e  BI2 & 0 , l  mg/ml. 

- R e f r o i d i r  s o u s  a tmosphère  Nz/C0z (85 /15 ,v /v )  

j u s q u  ' à  35°C. 

- D i s s o u d r e  0 , 5  g  d e  c y s t é i n e .  

- A j u s t e r  l e  pH à 7 , 2  avec  K H C O s .  

Le m i l i e u  e s t  c o n d i t i o n n é  en f l a c o n  s o u s  a tmosphère  d e  

Nz/COz. Tout  comme l e  B H I ,  c e  m i l i e u  p e u t  ê t r e  g é l o s e  e t  i l  

e s t  a u t o c l a v é  20 mn à 120°C. 



* Conditions de culture de Bacteroides. 
Bacteroides est une bactérie anaérobie stricte. Les 

ensemencements et les incubations en boîte de Pétri sont 

effectuées en station anaérobie à 35°C sous atmosphère 

Nz/COz/H2 (75/15/10, v/v/v). Un catalyseur au palladium 

permet une formation d'eau entre les traces d'oxygène 

éventuellement présentes et l'hydrogène du mélange gazeux. 

Le catalyseur est régénéré toutes les 3 semaines à 160°C 

pendant 2 heures. 

3.3 - Antibiotiques utilisés pour les milieux 

sélectifs. 

Les solutions d'antibiotiques sont stérilisées par 

filtration sur des membranes de 0,22 Pm de porosité. Elles 

sont utilisées aux concentrations finales suivantes: 

Ampicilline,sel de Na Ap; Sigma 100 wg/ml. 

Chloramphénicol Cm; Boehringer Mannheim 150 wg/ml. 

Strept~mycine~sulfate Sm; Boehringer Mannheim 50 ug/ml. 

Tétracycline,HCl Tc; Sigma 25 ug/ml. 

Cette méthode dérive de celle décrite par Dhaese et al 

( 1979) : 

10 ml de culture bactérienne en phase exponentielle tardive 

de croissance sont centrifugés 10 mn a 6000 g. Le culot est 

remis en suspension par 3 ml de T50 E20 pH 8,O (Tris 50 mM, 

EDTA 20 mM).On ajoute ensuite 1 ml de sarkosyl à 5 % (p /v )  

et 1 ml de pronase a 2,5 mg/ml préparés tous deux dans le 

tampon T50 E20 puis on incube au moins 1 heure à 37°C. Pour 

rendre homogène le mélange, il est ensuite passé plusieurs 

fois dans une seringue sans aiguille. 

On effectue une déprotéinisation en traitant les 5 ml de 

lysat par 1 volume de phénol saturé en Tris-HC1 100 mM 



pH 8 , O .  On c e n t r i f u g e  10  mn à 5000 g e t  on r é c u p è r e  l a  

p h a s e  a q u e u s e .  C e t t e  é t a p e  e s t  f a i t e  d e u x  f o i s .  

L a  p h a s e  a q u e u s e  e s t  a l o r s  e x t r a i t e  deux  f o i s  p a r  1 volume 

d e  c h l o r o f o r m e / a l c o o l  i s o a m y l i q u e  ( 2 4 / 1 ) .  L a  s o l u t i o n  

c h l o r o f o r m i q u e  e s t  c e n t r i f u g é e  5 mn à 5000 g ,  l e  s u r n a g e a n t  

es t  p r é l e v é  e t  l e  DNA e s t  p r é c i p i t é  en a j o u t a n t  3/7*me* d e  

volume d e  NaCl p u i s  2 volumes d ' é t h a n o l  à 95" à -20°C. 

Après  c e n t r i f u g a t i o n  20 mn à 10000 g ,  l e  c u l o t  e s t  s é c h é  

s o u s  v i d e  e t  r e m i s  en s u s p e n s i o n  d a n s  1 , 5  m l  d e  T5 E 0 , 5  55  

pH 8 , O  ( T r i s  5  mM, EDTA 0 , 5  mM,  N a C l  5  m M ) .  

L ' é c h a n t i l l o n  e s t  t r a i t é  à l a  RNase à r a i s o n  d e  5 0  pg/ml 

pendan t  2  h e u r e s  à 37°C a v a n t  d ' ê t r e  a j u s t é  à 0 , 3  M en 

N a C l .  P u i s ,  une  i n c u b a t i o n  en p r é s e n c e  d e  p r o t é i n a s e  K à 

une c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  50 yg/ml e s t  e f f e c t u é e  5 h e u r e s  

Une n o u v e l l e  d é p r o t é i n i s a t i o n  e s t  f a i t e  p a r  1 volume d e  

p h é n o l / c h l o r o f o r m e .  Après  c e n t r i f u g a t i o n  10  mn a 5000 g ,  l e  

s u r n a g e a n t  e s t  p r é l e v é  e t  t r a i t é  d e u x  f o i s  p a r  1 volume d e  

c h l o r o f o r m e / a l c o o l  i s o a m y l i q u e .  L a  p h a s e  s u p é r i e u r e  e s t  

p r é l e v é e  e t  l e  D N A  e s t  p r é c i p i t é  p a r  2 volumes d ' é t h a n o l  à 

95" à -20°C p e n d a n t  q u e l q u e s  h e u r e s .  

Le t u b e  e s t  c e n t r i f u g é  20 mn a 10000 g ,  l e  c u l o t  e s t  s é c h é  

s o u s  v i d e  p u i s  r e d i s s o u s  d a n s  500  p l  d e  T5 E 0 , 5  S5 pH 8 , 0 .  

Ce DNA p u r i f i é  p e u t  m a i n t e n a n t  ê t r e  u t i l i s é  p a r  exemple 

pour  d e s  d i g e s t i o n s  p a r  d e s  e n d o n u c l é a s e s  d e  r e s t r i c t i o n .  

5  - -ON DE DNA P- S m  ISH - W C Z  - 
C e t t e  méthode e s t  u t i l i s é e  p o u r  l e s  e x t r a c t i o n s  d e  

p l a s m i d e s  d ' E s c h e r i c h i a  c o l i .  E l l e  e s t  r é a l i s é e  comme s u i t :  

200 m l  d e  m i l i e u  LB c o n t e n a n t  l e s  a n t i b i o t i q u e s  d o n t  l e s  

r é s i s t a n c e s  s o n t  c o n f é r é e s  p a r  l e  p l a s m i d e  à e x t r a i r e  s o n t  



ensemencés  p a r  2 m l  d e  p r é c u l t u r e  e t  i n c u b é s  à 30°C.  Quand 

l a  d e n s i t é  o p t i q u e  à 570 nm e s t  c o m p r i s e  e n t r e  0 , 7  e t  0 , 9 ,  

l e  p l a s m i d e  e s t  a m p l i f i é  ( s ' i l  d é r i v e  du  C o l E l )  p a r  a j o u t  

d ' u n e  s o l u t i o n  d e  c h l o r a m p h é n i c o l  a f i n  d ' o b t e n i r  une  

c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  150 w g / m l .  La c u l t u r e  e s t  e n s u i t e  

r e m i s e  en a g i t a t i o n  à 30°C p e n d a n t  16  à 2 1  h e u r e s  a v a n t  

d ' ê t r e  c e n t r i f u g é e  1 5  mn à 5000 g  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  

On é l i m i n e  l e  s u r n a g e a n t  e t  l e  c u l o t  b a c t é r i e n  e s t  r e m i s  en 

s u s p e n s i o n  p a r  9 m l  d e  TE G l u c o s e  pH 8 , O  ( T r i s  25 mM, EDTA 

10 mM, G lucose  50  mM ) .  On a j o u t e  e n s u i t e  1 m l  d e  lysozyme 

à 10 m g / m l  d a n s  l e  tampon TE G l u c o s e  e t  on i n c u b e  10 mn à 

t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  

La l y s e  a l c a l i n e  e s t  e f f e c t u é e  e n  a j o u t a n t  20 m l  du  mélange 

NaOH 0,2N , SDS 1 % .  Après  homogéné i sa t i on  e t  i n c u b a t i o n  

5  mn d a n s  l a  g l a c e ,  on p r é c i p i t e  l e  DNA chromosomique p a r  

a d d i t i o n  d e  1 0  m l  d ' a c é t a t e  d e  p o t a s s i u m  3M pH 4 , 8 .  On 

i n c u b e  1 5  mn d a n s  l a  g l a c e  p u i s  on a j o u t e  2 , 5  m l  d ' e a u  

a v a n t  d e  c e n t r i f u g e r  1 0  mn à 6000 g à 4°C.  Af in  d ' é l i m i n e r  

l e s  é v e n t u e l s  a g r é g a t s ,  l e  s u r n a g e a n t  e s t  p a s s é  à t r a v e r s  

une s e r i n g u e  c o n t e n a n t  d e  l a  f i b r e  d e  v e r r e .  

Le D N A  p l a s m i d i q u e  e s t  p r é c i p i t é  p a r  0 , 6  volume 

d  ' i s o p r o p a n o l  à -20°C p e n d a n t  1 h e u r e  a v a n t  d  ' ê t r e  

c e n t r i f u g é  20 mn a 10000 g .  Le c u l o t  e s t  s é c h é  s o u s  v i d e ,  

p u i s  e s t  r e p r i s  p a r  2 , 3  m l  d e  T l 0  E l 0  pH 8,O ( T r i s  10  mM, 

EDTA 1 0  m M ) .  Le  pH e s t  a j u s t é  à 7,O - 8,O p a r  a d d i t i o n  

d ' e n v i r o n  100 ~1 d e  T r i s  b a s e  SM. On a j o u t e  100 w 1  d e  RNase 

à 65  u n i t é s / m l ,  p r é a l a b l e m e n t  c h a u f f é e  à 100°C p e n d a n t  

10 mn. L ' i n c u b a t i o n  s e  f a i t  p e n d a n t  1 h e u r e  à 37°C.  

La s o l u t i o n  d e  D N A  p l a s m i d i q u e  o b t e n u e  v a  ê t r e  p u r i f i é e  en 

g r a d i e n t  d e  c h l o r u r e  d e  cé s ium.  A i n s i ,  à c e t t e  s o l u t i o n  d e  

D N A ,  on a j o u t e  4 , 2  g  d e  CsCl p u i s  0 , 4  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  

bromure d ' é t h i d i u m  à 2 m g / m l  d a n s  l e  tampon T l 0  E10.  Ce 

mélange e s t  i n t r o d u i t  d a n s  un t u b e  d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en 

p o l y a l l o m è r e  d e  1 3  m l  (Beckman) ,  p u i s  l e  t u b e  e s t  c o m p l é t é  

p a r  une  s o l u t i o n  d e  C s C l  d ' i n d i c e  d e  r é f r a c t i o n  à 25°C d e  



1 , 3 7 8  ( s o i t  une masse vo lumique  d e  1 , 4 7 0  g /ml )  d é p o s é e  

d é l i c a t e m e n t  a l a  s u r f a c e  du  mélange .  On o b t i e n t  a l o r s  un 

g r a d i e n t  p r é f o r m é  c o n s t i t u é  d e  2 c o u c h e s  d e  C s C l  d e  

d e n s i t é s  d i f f é r e n t e s .  

La c e n t r i f u g a t i o n  e s t  r éa l i sée  en 18  h e u r e s  à 170000 g  à 

20°C (50000  t r /mn d a n s  un r o t o r  t y p e  7 0 . 1  T i ) .  E n s u i t e ,  on 

r e c u e i l l e  s o u s  é c l a i r a g e  UV à 302 nm l a  bande  f l u o r e s c e n t e  

i n f é r i e u r e  c o r r e s p o n d a n t  a u  DNA p l a s m i d i q u e  s o u s  forme 

s u p e r h é l i c o ï d a l e .  

Le bromure d ' é t h i d i u m  e s t  e x t r a i t  p l u s i e u r s  f o i s  p a r  un 

volume d ' i s o p r o p a n o l  s a t u r é  en C s C l  e t  en  T l 0  E10.  Après  

mélange e t  c e n t r i f u g a t i o n ,  on é l i m i n e  l a  f r a c t i o n  

d ' i s o p r o p a n o l  e n r i c h i e  en  bromure d ' é t h i d i u m .  On r é p è t e  

c e t t e  o p é r a t i o n  j u s q u ' a  c e  q u e  l a  f l u o r e s c e n c e  a i t  d i s p a r u  

d e  l a  s o l u t i o n  d e  DNA p l a s m i d i q u e .  E n s u i t e ,  l e s  t r a c e s  

d ' i s o p r o p a n o l  s o n t  é l i m i n é e s  2 f o i s  p a r  e x t r a c t i o n  p a r  

1 volume d ' é t h e r  é t h y l i q u e .  

A f i n  d e  d i l u e r  l e  C s C 1 ,  on a j o u t e  à l a  s o l u t i o n  2 volumes 

d ' e a u  d i s t i l l é e .  Le DNA p l a s m i d i q u e  e s t  p r é c i p i t é  p a r  

a d d i t i o n  d e  2  volumes d ' é t h a n o l  à -20°C p e n d a n t  q u e l q u e s  

h e u r e s .  Après  c e n t r i f u g a t i o n  20 mn a 10000 g ,  l e  p r é c i p i t é  

est  s é c h é  s o u s  v i d e  p u i s  remis en s u s p e n s i o n  d a n s  200 u 1  du 

tampon a p p r o p r i é  aux  u t i l i s a t i o n s  u l t é r i e u r e s  du  p l a s m i d e .  

La c o n c e n t r a t i o n  e s t  é v a l u é e  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  en g e l  

d ' a g a r o s e  a v e c  un témoin  d e  D N A  d e  phage  lambda d e  

c o n c e n t r a t i o n  connue .  

L e s  é l e c t r o p h o r è s e s  en  ge l  d ' a g a r o s e  p e u v e n t  ê t r e  d e  

d i f f é r e n t s  t y p e s .  



6 . 1  - Electrophorèse horizontale. 

P a r  c e  t y p e  d ' é l e c t r o p h o r è s e ,  on e s t i m e  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  

d e s  é c h a n t i l l o n s ,  l e u r  p u r e t é  a i n s i  q u e  l e s  t a i l l e s  d e  

l e u r s  f r a g m e n t s  d e  r e s t r i c t i o n .  C ' e s t  é g a l e m e n t  c e t t e  

méthode q u i  e s t  u t i l i s é e  p o u r  l e s  é l e c t r o é l u t i o n s  d e  

f r a g m e n t s .  

- P r é p a r a t i o n  du gel  d ' a g a r o s e .  

C e l u i - c i  e s t  p r é p a r é  à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  v a r i a n t  e n t r e  0 , 6  

e t  1 , 2  % p/v d a n s  l e  tampon TBE pH 8 , 3  ( T r i s  89 mM, a c i d e  

o r t h o b o r i q u e  8 9  mM, EDTA 2 , 5  mM). L ' a g a r o s e  d a n s  l e  TBE e s t  

p o r t é  à é b u l l i t i o n  ; quand sa t e m p é r a t u r e  e s t  d e s c e n d u e  a 

55-60°C, l e  g e l  e s t  c o u l é  d a n s  un s u p p o r t  p l a s t i q u e  muni 

d ' u n  p e i g n e  à 8 ,  10  ou 1 5  d e n t s .  Quand l e  g e l  e s t  

s o l i d i f i é ,  l e  p e i g n e  e s t  r e t i r é  e t  l e  g e l  e s t  immergé en 

p r é s e n c e  d e  TBE d a n s  l a  cuve  d ' é l e c t r o p h o r è s e .  

- D é p ô t s  d e s  é c h a n t i l l o n s .  

Dans chaque  a l v é o l e  formée  p a r  l e s  d e n t s  du p e i g n e ,  on 

d é p o s e  20 à 60 p l  d ' é c h a n t i l l o n .  C e l u i - c i  é t a n t  c o n s t i t u é  

p o u r  2 /3  d e  l a  s o l u t i o n  d e  DNA e t  p o u r  1 / 3  d e  tampon 

d ' a r r ê t  pH 7,O ( S a c c h a r o s e  50 % p /v ,  EDTA 50 mM, Urée 4M, 

Bleu  d e  bromophénol  0 , l  % ) .  

- C o n d i t i o n s  d e  m i g r a t i o n .  

La m i g r a t i o n  se  f a i t  a v e c  d e s  d i f f é r e n c e s  d e  p o t e n t i e l  

c o m p r i s e s  e n t r e  80  e t  140 v o l t s  à pH 8 , 3 .  Le D N A  c h a r g é  

n é g a t i v e m e n t  v a  m i g r e r  v e r s  l ' a n o d e  e t  l e  b l e u  d e  

bromophénol v a  s e r v i r  d e  témoin  d e  m i g r a t i o n .  

- R é v é l a t i o n  du g e l .  

Après  l a  m i g r a t i o n ,  l e  g e l  e s t  p l a c é  d a n s  un b a c  c o n t e n a n t  

400 m l  d ' e a u  d i s t i l l é e  e t  q u e l q u e s  g o u t t e s  d ' u n e  s o l u t i o n  

d e  bromure d ' é t h i d i u m  a 1 mg/ml. C e t t e  é t a p e  d e  c o l o r a t i o n  

s e  d é r o u l e  en 15 à 30 mn. E n s u i t e ,  l e  g e l  e s t  d é c o l o r é  d a n s  

un b a i n  d e  400 m l  d ' e a u  p e n d a n t  30 mn. Les  b a n d e s  s e r o n t  

v i s u a l i s é e s  s o u s  é c l a i r a g e  UV à 302 nm. 



6 . 2  - Electrophorèse verticale: lyse directe sur gel 

C ' e s t  une  méthode u t i l i s é e  p o u r  a n a l y s e r  l e  c o n t e n u  

p l a s m i d i q u e  d e s  t r a n s f o r m a n t s  d ' E .  coli. E l l e  e s t  d é r i v é e  

d e  l a  méthode d ' E c k h a r d t  (1978)  m o d i f i é e  p a r  P ü h l e r  e t  a l .  

( 1 9 8 2 ) .  

- P r é p a r a t i o n  du g e l  d ' a g a r o s e .  

I l  e s t  p r é p a r é  à 0 , 8  % p /v  d a n s  l e  tampon TBE pH 8 , 3 .  Après  

é b u l l i t i o n  e t  r e f r o i d i s s e m e n t  j u s q u ' à  60°C, l e  g e l  e s t  

c o u l é  e n t r e  2 p l a q u e s  en v e r r e  d e p o l i  s é p a r é e s  p a r  d e s  

e s p a c e u r s  d e  3 , O  mm d ' é p a i s s e u r .  On p l a c e  p a r  d e s s u s ,  quand  

l e  g e l  e s t  e n c o r e  en s u r f u s i o n ,  un p e i g n e  en t é f l o n  à 15  

d e n t s .  

- P r é p a r a t i o n  d e  l ' é c h a n t i l l o n .  

La c u l t u r e  b a c t é r i e n n e  e s t  f a i t e  d a n s  du  LB à 35°C j u s q u ' à  

une  d e n s i t é  o p t i q u e  d e  0 , 3  à 570 nm. A 500 y 1  d e  c e t t e  

c u l t u r e ,  on a j o u t e  1 volume d e  tampon T50 E20 pH 8,O ( T r i s  

50 mM, EDTA 20mM). Après  h o m o g é n é i s a t i o n ,  l e s  b a c t é r i e s  

s o n t  c e n t r i f u g é e s  5  mn à 6000 g,  l e  s u r n a g e a n t  e s t  é l i m i n é  

e t  l e  t u b e  c o n t e n a n t  l e  c u l o t  e s t  p l a c é  d a n s  l a  g l a c e .  Ce 

c u l o t  e s t  r e p r i s  p a r  45  y 1  d e  tampon d e  l y s e  c o n s t i t u é  p a r  

du TBE c o n t e n a n t  25 % d e  s a c c h a r o s e ,  1 2  % d e  F i c o l l  4 0 0 ,  5 

U / m 1  d e  RNase A e t  1 mg/ml d e  lysozyme ( l e s  d e u x  enzymes 

s o n t  a j o u t é s  a u  tampon j u s t e  a v a n t  e m p l o i ) .  

Après  une  b r è v e  h o m o g é n é i s a t i o n ,  l e s  c e l l u l e s  s o n t  

r a p i d e m e n t  t r a n s f é r é e s  d a n s  une  a l v é o l e  du g e l .  Une f o i s  

t o u t e s  l e s  a l v é o l e s  r e m p l i e s ,  l e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  

r e c o u v e r t s  p a r  60 y 1  d e  TBE c o n t e n a n t  1 % d e  SDS, 0 , 0 5  % d e  

b l e u  d e  bromophénol  e t  0 , 4  % d ' a g a r o s e .  Après  

s o l i d i f i c a t i o n ,  l e s  a l v é o l e s  s o n t  t o t a l e m e n t  r e c o u v e r t e s  

p a r  d e  l ' a g a r o s e  a 0 , 8  % en s u r f u s i o n .  



- C o n d i t i o n s  d e  m i g r a t i o n .  

On t r a n s f è r e  l e s  p l a q u e s  c o n t e n a n t  l e  g e l  d a n s  u n e  cuve  

d ' é l e c t r o p h o r è s e  B i o r a d .  La m i g r a t i o n  se  f a i t  e n  deux  

é t a p e s :  - 1 H  1 5  à 30 v o l t s  p o u r  f a i r e  m i g r e r  l e  SDS e t  

l y s e r  l e s  b a c t é r i e s .  

- 2H 30  à 130 v o l t s  p o u r  f a i r e  m i g r e r  l e  D N A .  

Quand l ' é l e c t r o p h o r è s e  e s t  t e r m i n é e ,  l e  g e l  e s t  c o l o r é  e t  

d é c o l o r é  comme p o u r  l e s  é l e c t r o p h o r è s e s  h o r i z o n t a l e s .  

6 . 3  - E l e c t r o é l u t i o n .  

C e t t e  méthode e s t  r é a l i s é e  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  h o r i z o n t a l e .  

E l l e  p e r m e t  d ' i s o l e r  d e s  f r a g m e n t s  d e  DNA d e  t a i l l e  

d é t e r m i n é e .  

Dans l e s  p u i t s  d ' u n  g e l  d ' a g a r o s e ,  on d é p o s e  e n v i r o n  40  p l  

d e  s o l u t i o n  d e  DNA d i g é r é  c o n t e n a n t  1 / 3  d e  volume d e  tampon 

d ' a r r ê t .  L e  d é p ô t  du p r e m i e r  p u i t s  é t a n t  c o n s t i t u é  d ' u n  

témoin  d e  DNA d e  phage  lambda d i g é r é  p a r  EcoRI e t  H i n d I I I .  

Après  m i g r a t i o n  du b l e u  d e  bromophénol  d ' e n v i r o n  8 à 9 cm, 

l e  g e l  e s t  découpé  au  n i v e a u  d e s  p u i t s  1 e t  2 s u r  une 

l o n g u e u r  d e  9 c m .  C e t t e  bande  e s t  c o l o r é e  d e  f a ç o n  à 

v i s u a l i s e r  l e s  d i s t a n c e s  d e  m i g r a t i o n  d e s  f r a g m e n t s  à 

r é c u p é r e r .  On découpe  a l o r s  s u r  l e  ge l  d ' é l e c t r o p h o r è s e  une 

g o u t t i è r e  d e  3 à 4 mm d e  l a r g e  au  n i v e a u  d e s  p u i t s  r e s t a n t s  

( c e t t e  g o u t t i è r e  é t a n t  s i t u é e  en  a v a l  d e s  f r a g m e n t s  à 

r é c u p é r e r ) .  

Après  r e m p l i s s a g e  d e  l a  g o u t t i è r e  p a r  du tampon TBE, on 

remet  l a  t e n s i o n  à 100 v o l t s  a f i n  d e  f a i r e  m i g r e r  l e  DNA 

v e r s  l a  g o u t t i e r e .  T o u t e s  l e s  5  mn, l a  m i g r a t i o n  e s t  

s t o p p é e ,  l e  tampon e s t  p r é l e v é  e t  l a  g o u t t i e r e  e s t  à 

nouveau r e m p l i e  p a r  du TBE. C e t t e  o p é r a t i o n  e s t  r é p é t é e  

p e n d a n t  4 à 6  h e u r e s  d e  f a ç o n  à c e  q u e  t o u s  l e s  f r a g m e n t s  

i n t é r e s s a n t s  s o i e n t  r é c u p é r é s .  



Le DNA en  s o l u t i o n  d a n s  l e  TBE e s t  p r é c i p i t é  p a r  3/7 d e  

volume d e  NaCl 1 M p u i s  p a r  2  vo lumes  d ' é t h a n o l  95" à 

-20°C. Après  c e n t r i f u g a t i o n  e t  r e m i s e  en  s o l u t i o n ,  l e  DNA 

p e u t  ê t r e  u t i l i s é  p a r  exemple p o u r  d e s  l i g a t u r e s  s u r  un 

p l a s m i d e  p a r  l a  T4-DNA-ligase. 
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C e t t e  t e c h n i q u e  pe rme t  d e  r é c u p é r e r  d e s  f r a g m e n t s  d e  

r e s t r i c t i o n  p a r t i e l l e  d e  DNA en p l u s  g r a n d e  q u a n t i t é  q u e  

p a r  é l e c t r o é l u t i o n .  A i n s i ,  l a  d i g e s t i o n  p a r  l e s  

e n d o n u c l é a s e s  d e  r e s t r i c t i o n  s e  f a i t  s u r  d e s  q u a n t i t é s  d e  

DNA c o m p r i s e s  e n t r e  250 e t  500 pg .  

Après  l a  d i g e s t i o n  e n z y m a t i q u e ,  l e  D N A  e s t  e x t r a i t  2  f o i s  

p a r  un volume d e  phénol/chloroforme/alcool i s o a m y l i q u e  

( 2 5 / 2 4 / 1 ) .  E n s u i t e ,  il e s t  p r é c i p i t é  à l ' é t h a n o l  e t  s é c h é  

a v a n t  d ' ê t r e  remis en  s o l u t i o n  d a n s  500 ~1 d e  tampon T20 E5 

pH 8,O ( T r i s  20 mM, EDTA 5  m M ) .  

Le g r a d i e n t  d e  s a c c h a r o s e  e s t  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  d e  10 

à 40 % en  s a c c h a r o s e .  A i n s i ,  d e s  s o l u t i o n s  d e  s a c c h a r o s e  à 

1 0 ,  1 5 ,  20 ,  25 ,  3 0 ,  35  e t  40  % s o n t  p r é p a r é e s  d a n s  un 

tampon T2O E5 SlOOO pH 8,O ( T r i s  20 m M ,  EDTA 5  mM,  NaCl 

1000 m M ) .  Pour  p r é p a r e r  l e  g r a d i e n t ,  on s u p e r p o s e  d a n s  un 

t u b e  d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  l e s  d i f f é r e n t e s  s o l u t i o n s  

p r é c é d e n t e s  en d é p o s a n t  l a  s o l u t i o n  d e  s a c c h a r o s e  l a  p l u s  

c o n c e n t r é e  au  f o n d  du  t u b e .  Ce g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  à 7 

couches  e s t  e n s u i t e  p l a c é  une  n u i t  à 4°C a f i n  d e  l e  r e n d r e  

l i n é a i r e .  

Pour  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  on d é p o s e  à l a  s u r f a c e  du t u b e  

l e s  500 p l  d ' é c h a n t i l l o n  d i s s o u s  d a n s  l e  T20 E5. Ce t u b e  

e s t  e n s u i t e  u l t r a c e n t r i f u g é  30 h e u r e s  à 25000 rprn à SO°C en 

r o t o r  Beckman SW 2 5 . 1  (63500  g ) .  E n s u i t e ,  on r é c u p è r e  l e  

c o n t e n u  du t u b e  p a r  f r a c t i o n s  d e  500 1 une p a r t i e  

a l i q u o t e  d e  chaque  f r a c t i o n  é t a n t  v é r i f i é e  du  p o i n t  d e  vue  



t a i l l e  e t  c o n c e n t r a t i o n  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  en  g e l  

d  ' a g a r o s e .  

Les  f r a c t i o n s  i n t é r e s s a n t e s  s o n t  r a s s e m b l é e s  a v a n t  d ' ê t r e ,  

s o i t  d i a l y s é e s  1 2  h e u r e s  c o n t r e  du  tampon T2O E 5  p u i s  

p r é c i p i t é e s ,  s o i t  d i r e c t e m e n t  p r é c i p i t é e s  à l ' é t h a n o l  s i  l a  

c o n c e n t r a t i o n  e n  s a c c h a r o s e  e s t  i n f é r i e u r e  à 10 % .  Ce DNA 

e s t  e n s u i t e  remis en s u s p e n s i o n  d a n s  l e  tampon a p p r o p r i é  à 

son  u t i l i s a t i o n  u l t é r i e u r e .  

100 m l  d ' u n e  c u l t u r e  d ' 6 .  coli i n c u b é e  en  m i l i e u  Li3 à 30°C 

j u s q u ' à  d e n s i t é  o p t i q u e  à 570 nm d e  0 , 6  s o n t  p l a c é s  1 5  mn 

d a n s  l a  g l a c e .  La c u l t u r e  e s t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é e  10 mn à 

7000 g à 0°C p u i s  l e  c u l o t  e s t  r e m i s  doucement  en  

s u s p e n s i o n  d a n s  50 m l  d e  CaClz 0 , l  M g l a c é .  C e t t e  

s u s p e n s i o n  e s t  l a i s s é e  30  mn d a n s  l a  g l a c e  a v a n t  d ' ê t r e  

c e n t r i f u g é e  5  mn à 7000 g  à 0°C. Le c u l o t  e s t  a l o r s  r e m i s  

en s u s p e n s i o n  d é l i c a t e m e n t  d a n s  5 m l  d e  CaC12 0 , l  M g l a c é ,  

p u i s  l e s  b a c t é r i e s  s o n t  t r a n s f é r é e s  d a n s  un t u b e  16/160 

pou r  une  i n c u b a t i o n  d e  3  h e u r e s  à 0°C.  

E n s u i t e ,  d a n s  un t u b e  16/160 à O°C, on i n t r o d u i t  50 u 1  d e  

l a  s o l u t i o n  d e  DNA à t r a n s f é r e r  e t  100  u 1  d e  l a  s u s p e n s i o n  

c e l l u l a i r e .  Ce t u b e  e s t  i n c u b é  30 mn à O°C, p u i s  e s t  p a s s é  

2  mn a u  b a i n - m a r i e  à 42°C a v a n t  d ' ê t r e  r e m i s  10 mn d a n s  l a  

g l a c e .  Les  b a c t é r i e s  s o n t  e n s u i t e  d i l u é e s  au 1/10 p a r  du  

m i l i e u  Li3 p r é c h a u f f é  à 37°C e t  i n c u b é e s  2 h e u r e s  à 37°C 

s a n s  a g i t a t i o n .  E n f i n ,  e l l e s  s o n t  d i l u é e s  p u i s  é t a l é e s  s u r  

l e s  m i l i e u x  s é l e c t i f s .  

9 - UTILIÇATION DES EHZPMBÇ. 

9 . 1  - Enzymes de r e s t r i c t i o n .  

T o u t e s  l e s  e n d o n u c l é a s e s  d e  r e s t r i c t i o n  s o n t  u t i l i s é e s  

conformément aux  recommandat ions  d e s  f o u r n i s s e u r s .  



9 . 2  - Phosphatase a l c a l i n e .  

1 pg d e  DNA p l a s m i d i q u e  e s t  d i s s o u s  d a n s  100 ~1 d e  T50 E 0 , l  

pH 8,O. On a j o u t e  1 u n i t é  d e  p h o s p h a t a s e  a l c a l i n e  e t  on 

i n c u b e  d e  4  à 8 h e u r e s  à 37°C. On i n a c t i v e  l ' enzyme en  

a j o u t a n t  10  fi1 d'EGTA 50 mM pH 8 , O  p u i s  en  c h a u f f a n t  10  mn 

à 65°C. Le DNA p l a s m i d i q u e  d é p h o s p h o r y l é  e s t  a l o r s  

d é p r o t é i n i s é  p a r  2  f o i s  1 volume d e  p h é n o l / c h l o r o f o r m e /  

a l c o o l  i s o a m y l i q u e  (25 /24 /1 ,  v /v /v )  p u i s  p a r  2  f o i s  

1 volume d e  c h l o r o f o r m e / a l c o o l  i s o a m y l i q u e  ( 2 4 / 1 ,  v / v ) .  

E n s u i t e ,  il e s t  p r é c i p i t é  p a r  3/7  d e  volume d e  NaCl 1 M  e t  

p a r  2 vo lumes  d ' é t h a n o l  95" à -20°C. 

9 . 3  - Ligase. 

L a  DNA-ligase du  phage  T4 e s t  u t i l i s é e  à t e m p é r a t u r e  

ambian t e  à r a i s o n  d ' l  u n i t é  p a r  pg d e  D N A  s e l o n  l e s  

i n d i c a t i o n s  d e  King  e t  B l a k e s l e y  ( 1 9 8 6 ) .  

10  - - DE DNA SELQBUTHERH ( 1975) - 

Deux t e c h n i q u e s  o n t  é t é  u t i l i s é e s :  

- h y b r i d a t i o n  p a r  s o n d e  f r o i d e .  

- h y b r i d a t i o n  p a r  s o n d e  r a d i o m a r q u é e .  

Pour  l e s  s o n d e s  f r o i d e s ,  l e  marqueur  e s t  d e  l a  b i o t i n e - 1 1 -  

dATP (BRL); p o u r  l e s  s o n d e s  r a d i o m a r q u e e s ,  l e  marqueur  e s t  

l ' a - 3 2 P  dCTP (Amersham). 

L e s  k i t s  d e  marquage d e s  s o n d e s  f r o i d e s  ou r a d i o m a r q u é e s  

a i n s i  q u e  l e  k i t  d e  r é v é l a t i o n  d e s  s o n d e s  f r o i d e s  

p r o v i e n n e n t  d e  c h e z  B R L .  

Pour  c e s  t e c h n i q u e s ,  t o u t e s  l e s  s o l u t i o n s  s o n t  r e a l i s e e s  a 

p a r t i r  d ' e a u  d é m i n é r a l i s é e  d e  h a u t e  q u a l i t é  ( R e s i s t i v i t é  = 
18 MQ/cm M i l l i p o r e ) .  



1 0 . 1  - Transfert du DNA sur la membrane d'hybridation. 

De l a  p r é p a r a t i o n  du  g e l  j u s q u ' a u  t r a n s f e r t  du D N A  s u r  l a  

membrane d ' h y b r i d a t i o n ,  l a  t e c h n i q u e  e s t  i d e n t i q u e  e t  s e  

d é r o u l e  comme s u i t :  

- P r é p a r a t i o n  d ' u n  g e l  d ' a g a r o s e  a 0 , 8  X ( p / v )  d a n s  

l e  TBE. 

- E l e c t r o p h o r e s e  à 120 v o l t s .  

- C o l o r a t i o n  du g e l  au bromure d ' é t h i d i u m  p u i s  

d 6 c o l o r a t i o n .  E n s u i t e  p h o t o g r a p h i e .  

- T r a i t e m e n t  du  g e l  2 f o i s  15  mn s o u s  a g i t a t i o n  p a r  

une  s o l u t i o n  d'HC1 0 , 2 5  N p o u r  d é p u r i n e r  l e s  

f r a g m e n t s  d e  D N A ,  p u i s  b r e f  r i n ç a g e  à l ' e a u  

d é m i n é r a l i s é e .  

- D é n a t u r a t i o n  p a r  2 t r a i t e m e n t s  d e  15 mn p a r  N a O H  

0 , 4  N / NaCl 0 , 6  N p u i s  b r e f  r i n ç a g e  a l ' e a u .  

- N e u t r a l i s a t i o n  p a r  2  t r a i t e m e n t s  d e  30 mn p a r  u n e  

s o l u t i o n  d e  T r i s  0 , 5  M / NaCl 1 ,5  M pH 7,4.  

Rinçage  a l ' e a u .  

E n t r e t e m p s ,  une  membrane Gene S c r e e n  P l u s  (NEN R e s e a r c h  

P r o d u c t s .  Dupont d e  Nemours) e s t  découpée  aux  d i m e n s i o n s  du 

g e l  p u i s  e s t  immergée 30 mn d a n s  l ' e a u  d é m i n é r a l i s é e .  Un 

deuxième r i n ç a g e  e s t  e f f e c t u é  30 mn d a n s  l e  tampon 20  SSC 

pH 7 , 0  (NaCl 3M, C i t r a t e  t r i s o d i q u e  0 , 3  M). 

Pour  l e  t r a n s f e r t  du D N A ,  l e  montage s u i v a n t  e s t  r é a l i s e :  

- 2 f e u i l l e s  d e  p a p i e r  Whatman 3  M M  d o n t  l e s  e x t r é m i t é s  

p l o n g e n t  d a n s  2 b a c s  r e m p l i s  d e  tampon 20 SSC 

s o n t  i n s t a l l é e s  s u r  une  p l a q u e  d e  v e r r e  

h o r i z o n t a l e .  

- S u r  c e  montage ,  l e  g e l  e s t  d é p o s é  p u i s  e s t  r e c o u v e r t  

p a r  l a  membrane d  ' h y b r i d a t i o n .  

- On r e c o u v r e  l a  membrane p a r  5  f e u i l l e s  d e  p a p i e r  

Whatman 3  M M  découpés  aux  d i m e n s i o n s  du  g e l .  



- C e s  5  f e u i l l e s  s o n t  r e c o u v e r t e s  p a r  un empi l emen t  d e  

f e u i l l e s  d e  p a p i e r  a b s o r b a n t  ( s u r  e n v i r o n  10 à 

15 c m  d e  h a u t e u r ) .  C e t  empi lement  e s t  su rmon té  

d ' u n e  p l a q u e  d e  v e r r e ,  elle-même s u r m o n t é e  d ' u n  

p o i d s  d ' e n v i r o n  500 g .  

Le t r a n s f e r t  s e  f e r a  du  ge l  v e r s  l a  membrane p a r  

e n t r a i n e m e n t  du  D N A  p a r  l e  tampon 20 SSC q u i  monte  p a r  

c a p i l l a r i t é .  C e t t e  o p é r a t i o n  se f a i t  en 20 h e u r e s  e n v i r o n .  

Le t r a n s f e r t  t e r m i n é ,  l a  membrane e s t  r i n c é e  d é l i c a t e m e n t  à 

l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l e s  é v e n t u e l s  d é b r i s  d ' a g a r o s e  s o n t  

é l i m i n é s .  E n s u i t e ,  on l a i s s e  s é c h e r  l a  membrane à 

t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  

E n t r e t e m p s ,  l e  g e l  a  é t é  r e c o l o r é  p o u r  v é r i f i e r  l a  t o t a l i t é  

du t r a n s f e r t .  

1 0 . 2  - Hybridation par sonde b i o t i n y l é e .  

La membrane s é c h é e  a p r è s  l e  t r a n s f e r t  e s t  m i s e  en 

p r é h y b r i d a t i o n  à 65OC p e n d a n t  6  à 24 h e u r e s .  Pour  cec i ,  on 

p r é p a r e  ( p o u r  u n e  membrane d e  55 cm2 d e  s u r f a c e )  l e  tampon 

d e  p r é h y b r i d a t i o n  comme s u i t :  

- 1 mg d e  DNA non homologue ( D N A  d e  sperme d e  saumon) 

e s t  m i s  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  une  s o l u t i o n  

c o n t e n a n t  250 ~1 d e  SDS 1 0  % ( p / v ) ,  20 p l  

d'EDTA 250 mM. 

- Eau q s p  3750 p l .  

- M e t t r e  ce mélange 5  mn à 100°C, p u i s  ramener  à 75OC. 

- A j o u t e r  250 p l  d e  20 Denha rd t  (SAB 0 , 4  % p /v ,  F i c o l l  

400  0 , 4  % p / v ,  P o l y v i n y l p y r r o l i d o n e  0 , 4  % p / v )  

e t  1500 ~1 d e  20 SSC. 

- M e t t r e  l e  t u b e  30 s e c o n d e s  d a n s  l a  g l a c e .  

- P l a c e r  l a  membrane d a n s  un s a c  d ' h y b r i d a t i o n  (BRL), 

p u i s  v e r s e r  l e s  5 , 5  m l  d e  tampon d a n s  l e  s a c .  

S o u d e r .  

I n c u b e r  d e  6 à 24 h e u r e s  a 65°C. 



La s o n d e  e s t  p r é p a r é e  en  2  é t a p e s  p e n d a n t  l a  

p r é h y b r i d a t i o n :  l e  marquage e t  l a  p u r i f i c a t i o n  d e  l a  s o n d e .  

Pour  l e  marquage,  on i n t r o d u i t  d a n s  un t u b e  Eppendor f  p l a c é  

d a n s  l a  g l a c e :  

- 2  vg d e  D N A  à marquer  ( 2 0  p l ) .  

- 5 y 1  d e  biot ine-11-dATP 0 , 4  M ( B R L ) .  

- 1 0  p l  du mélange dCTP, dGTP, dTTP ( 0 , 0 2  M d e  c h a q u e ) .  

- Eau q s p  90  ~ 1 .  Mélanger  b r i è v e m e n t .  

- A j o u t e r  10  p l  d e  l a  s o l u t i o n  d e  DNA-polymérase 1 (0,4 

u n i t é s / v l )  e t  d e  DNase I ( 4 0  p g / u l ) .  

- I n c u b e r  90  mn à 15"C,  p u i s  a j o u t e r  10  v 1  d e  s o l u t i o n  

d ' a r r ê t  (Na2EDTA 300 mM pH 8,O) e t  2 , 5  p l  

d e  SDS 5  % ( p / v ) .  

Pour  l a  p u r i f i c a t i o n ,  on r a j o u t e  à l a  s o n d e  1 /10  d e  volume 

d e  b l e u  d e x t r a n  à 5 % d a n s  l e  tampon SSC 1 SDS 0 , I .  Le 

mélange e s t  p a s s é  s u r  une  c o l o n n e  d e  Sephadex G-50 e t  l e s  

f r a c t i o n s  c o l o r é e s  en b l e u  s o n t  r é c u p é r é e s .  Ces  f r a c t i o n s  

c o n t i e n n e n t  l e  DNA marqué s é p a r é  d e s  n u c l é o t i d e s  non 

i n c o r p o r é s .  

Après  l a  p r é h y b r i d a t i o n  d e  l a  membrane, on p r é p a r e  l e  

tampon d ' h y b r i d a t i o n .  Pou r  une  membrane d e  55  c m 2 ,  m e t t r e  

d a n s  un t u b e :  

- 1 mg d e  DNA non homologue.  

- l a  sonde  à r a i s o n  d e  400 ng/ml d a n s  l e  volume f i n a l  

d u  tampon d ' h y b r i d a t i o n .  

- 250 v 1  d e  SDS 10 %. 

- 20 pl d'EDTA 250 m M .  

- Eau q s p  3750 v1 .  

M e t t r e  l e  t u b e  5  mn à 100°C p u i s  ramener  l a  t e m p é r a t u r e  à 

75°C a v a n t  d ' a j o u t e r  250 u 1  d e  20 Denhard t  e t  1500 y 1  d e  20 

SSC, P a s s e r  l e  t u b e  d a n s  l a  g l a c e  30 s e c o n d e s .  

Dans l e  s a c  c o n t e n a n t  l a  membrane, on r emplace  l e  tampon d e  

p r e h y b r i d a t i o n  p a r  l e  tampon d ' h y b r i d a t i o n  p u i s  l e  s a c  e s t  

i n c u b é  24 h e u r e s  à 65°C.  



L ' h y b r i d a t i o n  t e r m i n é e ,  l e  DNA b i o t i n y l é  e s t  d é t e c t é  s u r  l a  

membrane. La p r e m i è r e  é t a p e  v a  c o n s i s t e r  en  un b l o c a g e  du  

f i l t r e .  A i n s i  on l a v e  l a  membrane d a n s  l e  tampon 1 pH 7 , 5  

( T r i s  0 , l  M ,  NaCl 0 , l  M ,  MgCl2 2 mM, T r i t o n  X-100 0 , 0 5  % 

( p / v ) )  pendan t  15 mn a t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e .  E n s u i t e ,  l a  

membrane e s t  i n c u b é e  d e  30 à 60 mn à 65°C d a n s  l e  tampon 2 

(tampon 1 c o n t e n a n t  3  % ( p / v )  d e  sé rum-a lbumine  b o v i n e )  

a v a n t  d ' ê t r e  s é c h é e  1 5  mn d a n s  une  é t u v e  à 80°C.  

La deuxième é t a p e  f a i t  i n t e r v e n i r  l e s  s y s t è m e s  d e  d é t e c t i o n  

e t  d e  v i s u a l i s a t i o n  du DNA b i o t i n y l é .  A i n s i ,  l a  membrane 

e s t  r é h y d r a t é e  1 0  mn d a n s  l e  tampon 2 .  On é l i m i n e  c e t t e  

s o l u t i o n  e t  on l a  r emplace  p a r  une  s o l u t i o n  d e  

s t r e p t a v i d i n e  à 2 wg/ml à r a i s o n  d e  3 m l  p o u r  une  membrane 

d e  100 cm2 d e  s u r f a c e .  Après  1 0  mn d ' i n c u b a t i o n ,  l a  

s o l u t i o n  e s t  r e t i r é e  e t  l a  membrane e s t  l a v é e  p a r  3 f o i s  

a v e c  l e  tampon 1. E n s u i t e ,  l a  membrane e s t  mise en c o n t a c t  

p e n d a n t  10  mn a v e c  une s o l u t i o n  d e  b i o t i n e  (AP) à 1 pg/ml 

( à  r a i s o n  d e  3 m l  p o u r  une  membrane d e  100 cm2) a v a n t  

d ' ê t r e  d e  nouveau r i n c é e  3 f o i s  p a r  l e  tampon 1. E n f i n ,  l a  

membrane e s t  l a v é e  2 f o i s  p a r  l e  tampon 3 pH 9 , 5  ( T r i s  0 , l  

M, NaCl 0 , l  M ,  MgClz 0 , 0 5  M ) .  

Pour  l a  v i s u a l i s a t i o n ,  on p r é p a r e  extemporanément  l a  

s o l u t i o n  d e  c o l o r a t i o n  à r a i s o n  d e  7 , 5  m l  p o u r  une membrane 

d e  100 cm2. C e t t e  s o l u t i o n  d e  c o l o r a t i o n  c o n t i e n t  7 , 5  m l  d e  

tampon 3 ,  33 p l  d e  n i t r o - b l e u  t é t r a z o l i u m  ( a  75 m g / m l  d a n s  

l e  d i m é t h y l  formamide à 70 % )  e t  25 p l  d e  BCIP (5-bromo 4- 

c h l o r o  3 - i n d o l y l  p h o s p h a t e  à 50 m g / m l  d a n s  l e  d i m é t h y l  

f ormamide > . 

C e t t e  s o l u t i o n  d e  c o l o r a t i o n  e s t  m i se  en  p r é s e n c e  d e  l a  

membrane d a n s  un s a c  p l a s t i q u e  s c e l l é  p o u r  un déve loppement  

d ' u n e  n u i t .  Après  l a  c o l o r a t i o n ,  l a  membrane e s t  l a v é e  d a n s  

l e  tampon T20 E5 pH 7 , 5  p u i s  s é c h é e  5  mn a l ' é t u v e  a 80°C,  

c e  q u i  a s s u r e  s a  c o n s e r v a t i o n .  



1 0 . 3  - Hybridation par sonde radiomarquée. 

La membrane e s t  mise en  p r é h y b r i d a t i o n  d a n s  l e s  mêmes 

c o n d i t i o n s  d e  tampons  e t  d ' i n c u b a t i o n  q u e  d a n s  l e  c a s  d e s  

h y b r i d a t i o n s  à s o n d e  f r o i d e .  P e n d a n t  l a  p r é h y b r i d a t i o n ,  l a  

sonde  e s t  p r é p a r é e  en m e t t a n t  e n  c o n t a c t  d a n s  un t u b e  

Eppendor f :  

- 1 wg d e  DNA à marque r .  

- 5 w 1  d e  tampon T l 0  E 0 , l  S I 2 0  pH 7 , 5  ( T r i s  1 0  mM, EDTA 

0 , l  m M ,  NaCl 120 mM) 

- 5 p l  du mélange  dATP, dGTP, dTTP ( 0 , 0 2  M d e  c h a q u e ) .  

- Eau d é m i n é r a l i s é e  q s p  4 5  ~ 1 .  

- 5 w 1  d e  a32P  dCTP (3,3*10-8 M, 3x10s  Ci /mole ,  

Amersham). 

- 5  w 1  d e  l a  s o l u t i o n  d e  DNA-polymérase 1 ( 0 , 4  u / y l )  e t  

d e  DNase 1 ( 4 0  p g / w l ) .  

I n c u b e r  3  h e u r e s  à 15"C,  p u i s  a j o u t e r  5 p l  d e  s o l u t i o n  

d ' a r r ê t  (NazEDTA 300 mM pH 8 , 0 ) .  

Pour  l a  p u r i f i c a t i o n  d e  l a  s o n d e  e t  l ' é l i m i n a t i o n  d e s  

n u c l é o t i d e s  non i n c o r p o r é s ,  on u t i l i s e  d e s  c o l o n n e s  d-  

E l u t i p  ( S c h l e i c h e r  e t  S c h ü l l ) .  

Avant u t i l i s a t i o n ,  l a  c o l o n n e  e s t  a c t i v é e  p a r  p a s s a g e  d e  5 

m l  d e  tampon " h i g h  s a l t "  T2O E l  SlOOO pH 7 , 4  ( T r i s  20 mM, 

EDTA 1 m M ,  N a C l  1000 m M )  p u i s  p a r  5 m l  d e  tampon " low s a l t "  

T20 E l  S2OO pH 7 , 4  ( T r i s  20 mM, EDTA 1 mM,  NaCl 200 mM). 

P u i s  a u x  55 p l  d e  l a  s o n d e ,  on a j o u t e  400  ~1 d e  tampon " low 

s a l t "  e t  l ' e n s e m b l e  e s t  p a s s é  s u r  l a  c o l o n n e .  C e l l e - c i  e s t  

r i n ç é e  p a r  10 m l  d e  tampon " low sa l t "  a f i n  d ' é l i m i n e r  l e s  

n u c l é o t i d e s  non i n c o r p o r é s .  E n s u i t e ,  l ' é c h a n t i l l o n  e s t  

d é c r o c h é  p a r  400  ~1 d e  tampon " h i g h  s a l t "  q u e  l ' o n  r é c u p è r e  

d a n s  un t u b e  E p p e n d o r f .  

On d é t e r m i n e  l ' a c t i v i t é  d e  l a  s o n d e  s u r  1 p l  du mé lange .  

A i n s i ,  à 1 m l  d e  D N A  non homologue à 100 wg/ml, on a j o u t e  1 

v 1  d e  l a  sonde  e t  1,1 m l  d'ATCA 20 % ( p / v ) .  Après  1 h e u r e  

d ' i n c u b a t i o n  d a n s  l a  g l a c e ,  on f i l t r e  s u r  d i s q u e  Whatman 



GF/C en f i b r e  d e  v e r r e .  Le f i l t r e  e s t  e n s u i t e  r i n c é  à 

1'ATCA 5  % ( p / v ) ,  p u i s  à l ' é t h a n o l  e t  e n f i n  à l ' é t h e r  

é t h y l i q u e  a v a n t  d ' ê t r e  s é c h é  5  mn s o u s  i n f r a - r o u g e .  Le 

f i l t r e  s e c  e s t  p l a c é  d a n s  un p o t  à s c i n t i l l a t i o n  Beckman 

d a n s  l e q u e l  on a j o u t e  400 w 1  d e  KOH 0 , 0 1  M pour  d é t a c h e r  l e  

DNA du f i l t r e .  On l a i s s e  en c o n t a c t  30 mn p u i s  on a j o u t e  

20 m l  d e  l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  Beckman "Ready g e l "  

(pseudocumène/xy lène)  a v a n t  d e  p l a c e r  l e  p o t  d a n s  un 

compteur  à s c i n t i l l a t i o n .  

Après  l a  p r é h y b r i d a t i o n  d e  l a  membrane, on p r é p a r e  l e  

tampon d ' h y b r i d a t i o n  ( p o u r  une  membrane d e  5 5  cmz) comme 

s u i t .  Dans un t u b e ,  m e t t r e :  

- 1 mg d e  D N A  non homologue.  

- l a  s o n d e  marquée ( e n v i r o n  2*106 cpm). 

Rq: Ces 2 c o n s t i t u a n t s  a y a n t  é t é  p r é a l a b l e m e n t  

d é n a t u r é s  p a r  c h a u f f a g e  I O  mn a 100°C, 

p u i s  p a r  mise d a n s  l a  g l a c e  10  mn. 

- Eau q s p  3480 w 1 .  

- 250 w 1  d e  SDS 10 % .  

- 20 v 1  d'EDTA 250 mM.  

- 250 fl1 d e  20 D e n h a r d t .  

- 1500 ~1 d e  20 SSC. 

E n s u i t e ,  on v i d e  l e  s a c  d e  p r é h y b r i d a t i o n  e t  on r e m p l a c e  l e  

tampon p a r  l e  tampon d ' h y b r i d a t i o n .  Après  l e s  36 h e u r e s  

d ' h y b r i d a t i o n  à 65"C, l a  membrane s u b i t  p l u s i e u r s  l a v a g e s :  

- 2  l a v a g e s  d e  5  mn à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  p a r  l e  

tampon 2  SSC 0 , l  SDS (NaCl 0 , 3  M ,  C i t r a t e  

t r i s o d i q u e  0 , 0 3  M ,  SDS 0 , l  % p / v ) .  

- 4  l a v a g e s  d e  15  mn à 65°C p a r  l e  même tampon. 

- 2 l a v a g e s  d e  30 mn à 48°C p a r  l e  tampon 0 ,Z  SSC 0 , l  

SDS (NaCl 0 , 0 3  M ,  C i t r a t e  t r i s o d i q u e  0 , 0 0 3  M ,  

SDS 0 , l  % p / v ) .  

- 1 b r e f  r i n ç a g e  à l ' e a u .  

E n f i n ,  l a  membrane e s t  s é c h é e .  



Pour  l a  r é v é l a t i o n ,  l e s  membranes s o n t  p l a c é e s  d a n s  d e s  

c a s s e t t e s  d ' a u t o r a d i o g r a p h i e  en  p r é s e n c e  d  'un  f i l m  

p h o t o g r a p h i q u e  e t  1 ' ensemble  e s t  p l a c é  a u  c o n g é l a t e u r  a 

-80°C pour  é v i t e r  l ' é t a l e m e n t  d e  l a  r é p o n s e .  Le c o n t a c t  e s t  

d e  10  mn a p l u s i e u r s  h e u r e s  s e l o n  l ' i n t e n s i t é  de  l a  

r é p o n s e .  

La " F r e n c h  p r e s s "  e s t  un a p p a r e i l  q u i  soumet  l es  c e l l u l e s  

b a c t é r i e n n e s  à une  p r e s s i o n  d e  14000 b a r s ;  c e c i  p e r m e t  d e  

l e s  é c l a t e r  e t  d e  r é c u p é r e r  un b r o y a t  c e l l u l a i r e .  Après  

c e n t r i f u g a t i o n  a 10000 g ,  on r e c u e i l l e  d ' u n e  p a r t  l e  

s u r n a g e a n t  q u i  c o r r e s p o n d  au  c y t o s o l  e t  a u x  o r g a n i t e s  e t  

p r o t é i n e s  q u i  s ' y  t r o u v e n t ;  d ' a u t r e  p a r t  l e  c u l o t  q u e  l ' o n  

r eme t  en s u s p e n s i o n  d a n s  un tampon T r i s  20 mM pH 7 , 3  e t  q u i  

r a s s e m b l e  l e s  f r a c t i o n s  membrana i r e s .  L e s  f r a c t i o n s  s o n t  

e n s u i t e  s t o c k é e s  à -20°C p o u r  l i m i t e r  l e s  é v e n t u e l l e s  

d é g r a d a t i o n s  p r o t é a s i q u e s  d e s  enzymes p r é s e n t e s .  

Les s o u c h e s  d e  Bacteroides ou d ' E .  coli s o n t  c u l t i v é e s  

a v a n t  p a s s a g e  a l a  p r e s s e  d e  F r e n c h  s u r  m i l i e u  minimum a v e c  

g l u c o s e ,  m a l t o s e  ou d e x t r a n .  

12  - SUCRJ3S W U C T E U R S  P A R  LA l E l 3 D D E  D E  
YI (1944). 

C e t t e  méthode t r ès  s e n s i b l e  e s t  b a s é e  s u r  l e s  p r o p r i é t é s  

r é d u c t r i c e s  d e s  o s e s  e n  m i l i e u  a l c a l i n  à c h a u d .  On u t i l i s e  

comme oxydan t  un r é a c t i f  c u p r o - a l c a l i n  q u i  fo rme un 

p r é c i p i t é  d ' o x y d e  c u i v r e u x  CuzO q u i  r é d u i t  un r é a c t i f  

a r s é n i o - m o l y b d i q u e  en d o n n a n t  un complexe b l e u  i n t e n s e .  

C e t t e  méthode d e  d o s a g e  u t i l i s e  l e s  r é a c t i f s  s u i v a n t s :  

- R é a c t i f  A :  - NazS04 a n h y d r e  200 g 

- T a r t r a t e  d o u b l e  Na,K 25 g 

- NazC03 a n h y d r e  25 g  



- N a H C 0 3  

- Eau d i s t i l l é e  q s p  1 1. 

- R é a c t i f  B:  - CuSO4 150  g  

- HzSO4 c o n c e n t r é  2 g o u t t e s  

- Eau d i s t i l l é e  q s p  1 1. 

- R é a c t i f  a r s é n i o - m o l y b d i q u e :  

- Molybdate  d'ammonium 50 g  

- A r s é n i a t e  d e  sodium 6 g  

- Hz504 c o n c e n t r é  2 1  m l  

Pour  p o u v o i r  é t a b l i r  une c o r r e s p o n d a n c e  d e n s i t é  

o p t i q u e / t a u x  d e  s u c r e s  r é d u c t e u r s ,  i l  e s t  n é c e s s a i r e  

d ' e f f e c t u e r  une gamme é t a l o n  ( d e  O à 40 ug d e  s u c r e s  

r é d u c t e u r s  p a r  t u b e ) .  Le s u c r e  r é d u c t e u r  é t a n t  l e  g l u c o s e .  

Le d o s a g e  s ' e f f e c t u e  comme s u i t :  

- P l a c e r  2  m l  d e  l ' é c h a n t i l l o n  à d o s e r  d a n s  un t u b e .  

- A j o u t e r  à c e  t u b e  2 m l  d e  r é a c t i f  A+B ( 2 5 / 1 ,  v / v )  

- Fermer  l e  t u b e  he rmé t iquemen t .  

- M e t t r e  20 mn a u  b a i n - m a r i e  b o u i l l a n t .  

- R e f r o i d i r  5 mn s a n s  a g i t e r  d a n s  un b a i n  d ' e a u  f r o i d e .  

- A j o u t e r  2 m l  d e  r é a c t i f  a r s é n i o - m o l y b d i q u e .  

- Mélanger  l a  s o l u t i o n  p a r  r e t o u r n e m e n t .  

- A j o u t e r  4 m l  d ' e a u  d i s t i l l é e  e t  homogéné i se r .  

- L e c t u r e  d e  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  à 700 nm. 

13 - DOSAGE PAR LA M F W D E  DE L Q W B ~ ,  

C e t t c  méthode u t i l i s e  l e s  r é a c t i f s  s u i v a n t s :  

- Tampon 1 :  - N a Q H  8 g .  

- N a z C 0 3  2 1 g .  

- Eau d i s t i l l é e  q s p  1  1. 

- Tampon 2 :  - CuSOe 1  g .  

- T a r t r a t e  d o u b l e  d e  Na e t  K 2 g .  

- Eau d i s t i l l é e  qsp  1 1 .  



- R é a c t i f  d e  F o l i n  P r o l a b o  Normapur. 

Pou r  l e  d o s a g e ,  on e f f e c t u e  une  gamme é t a l o n  d e  sérum- 

a lbumine  s é r i q u e  d ' o r i g i n e  b o v i n e  d e  O à 200 ug d e  

p r o t é i n e s  p a r  t u b e  d a n s  un volume d e  0 , 5  m l  ( c e  volume e s t  

r e s p e c t é  l o r s  du  d o s a g e  d e s  é c h a n t i l l o n s ) .  E n s u i t e ,  on 

a j o u t e  1 m l  d e  tampon 2 ,  on a g i t e  a v a n t  d ' a j o u t e r  4  m l  d e  

tampon 1. Après  h o m o g é n é i s a t i o n ,  on i n t r o d u i t  d a n s  l e  t u b e  

1 m l  d e  r é a c t i f  d e  F o l i n  p r é a l a b l e m e n t  d i l u é  au t i e r s .  Les 

t u b e s  s o n t  i n c u b é s  10  mn à l ' o b s c u r i t é  a v a n t  d e  f a i r e  l e s  

m e s u r e s  d e  d e n s i t é  o p t i q u e  au  s p e c t r o p h o t o m è t r e  à une  

l o n g u e u r  d ' o n d e  d e  750 nm. 

La méthode d e  d o s a g e  u t i l i s é e  e s t  l a  méthode d e  Koh e t  

Rhouw ( 1 9 7 0 ) .  E l l e  pe rme t  d e  d o s e r  l a  l i b e r a t i o n  du  

chromophore ( b l e u  c i b a c r o n  F3G-A) d e  l a  m o l é c u l e  d e  b l e u  

d e x t r a n  (S igma)  l o r s q u e  c e t t e  m o l é c u l e  e s t  s o u m i s e  à 

l ' a c t i o n  d e  d e x t r a n a s e s .  

Pour  l e  d o s a g e ,  on p r e n d  une c u l t u r e  b a c t é r i e n n e  s u r  m i l i e u  

minimum s u p p l é m e n t é  en  b l e u  d e x t r a n  à 0 , 2 5  ou 0 , 5  % ( p / v ) .  

On c e n t r i f u g e  l a  c u l t u r e  b a c t é r i e n n e  à 4000 rpm p e n d a n t  1 0  

mn. On p r é l è v e  1 m l  du  s u r n a g e a n t  a u q u e l  on a j o u t e  2 m l  

d ' é t h a n o l  à 95"  g l a c é .  Le t u b e  e s t  p l a c é  30 mn à -20°C a f i n  

d e  p r é c i p i t e r  l e s  m o l é c u l e s  d e  b l e u  d e x t r a n  non d 6 g r a d é e s .  

E n s u i t e ,  on c e n t r i f u g e  10  mn à 15000 rpm à 4°C a f i n  d e  

s é d i m e n t e r  l e s  m o l é c u l e s  p r é c i p i t é e s .  Dans l e  c u l o t ,  on 

t r o u v e  a i n s i  l e s  m o l é c u l e s  d e  b l e u  d e x t r a n  non d é g r a d é e s  e t  

d a n s  l e  s u r n a g e a n t  l e  chromophore l i b r e  p r o v e n a n t  d e s  

m o l é c u l e s  a y a n t  é t é  d é g r a d é e s .  On e f f e c t u e  e n s u i t e  s u r  l e  

s u r n a g e a n t  un s p e c t r e  d e  l o n g u e u r  d ' o n d e  e n t r e  550 e t  700 

nm a f i n  d e  v o i r  l ' i n t e n s i t é  d e  l a  c o l o r a t i o n  b l e u e  d a n s  l e  

s u r n a g e a n t ;  on v i s u a l i s e  a i n s i  l a  p l u s  ou moins  f o r t e  

l i b e r a t i o n  du c o l o r a n t ,  donc  l a  p l u s  ou moins  f o r t e  

h y d r o l y s e  du d e x t r a n .  



Les m e s u r e s  d e  d e n s i t é  o p t i q u e  s o n t  e f f e c t u é e s  c o n t r e  un 

témoin  non i n o c u l g  t r a i t é  d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s .  

L e s  d o s a g e s  s o n t  réa l i sés  s u r  une  c h a î n e  HPLC Beckman 

f o n c t i o n n a n t  en mode i s o c r a t i q u e ;  l ' é l u a n t  é t a n t  l e  m i l i e u  

minimum d e  c u l t u r e  u t i l i s e  p o u r  l ' en semencemen t  d e s  

s o u c h e s .  La s é p a r a t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  se  f a i t  

p a r  g e l - f i l t r a t i o n  au t r a v e r s  d ' u n e  c o l o n n e  d e  s p h é r o g e l  

TSK 2000 SW 0 , 7 5  * 7 , 5  c m  e t  l a  d é t e c t i o n  d e s  s u c r e s  se 

f a i t  p a r  r é f r a c t o m é t r i e .  

Le volume d ' i n j e c t i o n  d ' u n  e c h a n t i l l o n  e s t  d e  20 w 1  e t  l e  

d é b i t  d e  tampon d a n s  l a  c o l o n n e  e s t  d e  0 , 5  ml/mn. Le p i c  

c o r r e s p o n d a n t  au b l e u  d e x t r a n  a p p a r a î t  a p r è s  2 , 7  mn. 

Avant i n j e c t i o n ,  l e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  p a s s é s  s u r  u n i t é s  d e  

f i l t r a t i o n  M i l l i p o r e  d e  p o r o s i t é  0 , 4 5  Pm p u i s  c e n t r i f u g é s  

10  mn à 10000 rpm a f i n  d ' é l i m i n e r  d ' é v e n t u e l l e s  b u l l e s  q u e  

l e  d e x t r a n  p o u r r a i t  r e n f e r m e r  e t  q u i  d o n n e r a i e n t  d e s  p i c s  

p a r a s i t e s .  La f i l t r a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  p o u r  é l i m i n e r  l e s  

c e l l u l e s  b a c t é r i e n n e s  e t  n e  p a s  l e s  i n j e c t e r  d a n s  l a  

c o l o n n e .  
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Ce t r a v a i l  a v a i t  p o u r  b u t  d ' i s o l e r  d e s  g è n e s  d e  

b a c t é r i e s  du g e n r e  Bacteroides a f i n  d ' e n  é t u d i e r  

l ' e x p r e s s i o n  c h e z  E. coli. Les  g è n e s  q u e  nous  a v o n s  c h o i s i  

d ' i s o l e r  c o d e n t  p o u r  une  a c t i v i t é  enzyma t ique  d e  

d é g r a d a t i o n  d e  p o l y s a c c h a r i d e s .  En f a i t ,  i l  s ' a g i t  d e  

l ' a c t i v i t é  d e x t r a n a s e  p r o d u i t e  p a r  une  s o u c h e  d e  

Bacteroides du c ô l o n  humain.  

1.1 - Sélect ion  de la  souche. 

La p r e m i è r e  é t a p e  d e  ce t r a v a i l  a c o n s i s t é  e n  l a  

s é l e c t i o n  d ' u n e  s o u c h e  d e  Bacteroides c a p a b l e  d ' u t i l i s e r  

le d e x t r a n  comme s e u l e  s o u r c e  d e  c a r b o n e  e t  d ' é n e r g i e .  55 

s o u c h e s  d e  l a  c o l l e c t i o n  du  l a b o r a t o i r e  o n t  é t é  t e s t é e s  en  

a n a é r o b i o s e  s u r  un m i l i e u  minimum s u p p l é m e n t é  en  d e x t r a n  . 
Parmi  c e s  55  s o u c h e s ,  47 a p p a r t i e n n e n t  à l ' e s p è c e  

fragilis, 5  à l ' e s p è c e  thetaiotaomicron e t  3  à l ' e s p è c e  

distasonis. T o u t e s  l e s  s o u c h e s  o n t  donc  é t é  ensemencées  en  

m i l i e u  minimum l i q u i d e  d e  C a s p a r i  e t  Macy ( 1 9 8 3 )  

a d d i t i o n n é  s o i t  d a  d e x t r a n  T l 0  (MM 10000)  à 1 % ( p / v ) ,  

s o i t  d e  d e x t r a n  T500 (MM 500000)  à 1 % ( p / v ) ,  s o i t  d e  b l e u  

d e x t r a n  T2000 à 0 , 5  % ( p / v )  comme s e u l e  s o u r c e  d e  c a r b o n e  

a f i n  d e  se  r e n d r e  compte q u ' e l l e  é t a i t  l a  s o u c h e  se  

d é v e l o p p a n t  l e  p l u s  f a c i l e m e n t  s u r  d e s  d e x t r a n s  d e  p o i d s  

m o l é c u l a i r e s  d i f f é r e n t s .  

S u r  c e s  d i f f é r e n t s  m i l i e u x  d e  c u l t u r e ,  10 s o u c h e s  s e  

s o n t  d é v e l o p p é e s .  I l  s ' a g i t  d e  t o u t e s  l e s  s o u c h e s  d e  

1 ' e s p è c e  thetaiotaomicron ( c  ' e s t - à - d i r e  l e s  s o u c h e s  1 0 7 ,  

146 ,  217, 489 e t  5 1 9 ) ,  d e  3 s o u c h e s  s u r  47 d e  l ' e s p è c e  

fragilis ( 1 9 1 ,  373  e t  464 )  e t  d e  2 s o u c h e s  s u r  3 d e  

l ' e s p è c e  distasonis ( 4 1 9  e t  4 6 2 ) .  
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Ces  10  s o u c h e s  o n t  é t é  e n s u i t e  mises en  c u l t u r e  en 

a n a é r o b i o s e  s u r  m i l i e u  minimum g é l o s é  c o n t e n a n t  du b l e u  

d e x t r a n  TS000 à 0 , 5  % f i n a l  ( p / v )  comme s e u l e  s o u r c e  d e  

c a r b o n e  a f i n  d e  v i s u a l i s e r  l a  d é g r a d a t i o n  d u  s u b s t r a t  p a r  

a p p a r i t i o n  d e  h a l o s  c l a i r s  a u t o u r  d e s  c o l o n i e s .  En e f f e t ,  

l e  b l e u  d e x t r a n  e s t  u n e  m o l é c u l e  d e  d e x t r a n  d e  h a u t  p o i d s  

m o l é c u l a i r e  s u r  l a q u e l l e  s o n t  g r e f f é s  d e s  chromophores  

( b l e u  c i b a c r o n ) .  L ' h y d r o l y s e  d e  c e t t e  m o l é c u l e  en  m i l i e u  

g é l o s é  s o u s  1 ' a c t i o n  d  ' une  d e x t r a n a s e  e n t r a î n e  l a  

l i b é r a t i o n  du chromophore  b l e u ;  au  c o n t a c t  d e  l a  c o l o n i e ,  

l e  m i l i e u  s ' é c l a i r c i t  e t  c e t t e  zone  c l a i r e  e s t  el le-même 

e n t o u r é e  d ' u n e  a u r é o l e  b l e u  f o n c é  d u e  à l ' a c c u m u l a t i o n  du  

c o l o r a n t  l i b é r é  ( c f  f i g u r e  7 ) .  C e t t e  méthode e s t  

m a i n t e n a n t  u n i v e r s e l l e m e n t  r e c o n n u e  comme tes t  d ' i s o l e m e n t  

d ' o r g a n i s m e s  p r o d u c t e u r s  d e  d e x t r a n a s e s  c a r  il a é t é  

mon t r é  q u ' i l  e x i s t e  une  c o r r é l a t i o n  e n t r e  l a  t a i l l e  du 

h a l o  d e  d é c o l o r a t i o n  e t  l a  t a i l l e  d e  l a  zone d e  

d é g r a d a t i o n  a p r è s  p r é c i p i t a t i o n  du  d e x t r a n  non d é g r a d é  a 

l ' é t h a n o l  ( S t a a t  et al., 1 9 7 3 ) .  

Pour  l e s  1 0  s o u c h e s ,  l e s  t a i l l e s  d e s  h a l o s  o n t  é t é  

r e l e v é e s  a p r è s  90 ,  190  e t  310 h e u r e s  p o u r  d e s  t a i l l e s  

s t a n d a r d s  d e  c o l o n i e s  r e s p e c t i v e m e n t  d e  2 ,  3 e t  5 m m .  Les 

r é s u l t a t s  s o n t  r e p o r t é s  d a n s  l a  f i g u r e  8 .  On p e u t  

r emarque r  que  c e  s o n t  les  s o u c h e s  d e s  e s p è c e s  fragilis e t  

thetaiotaomicron q u i  d o n n e n t  l e s  m e i l l e u r s  r é s u l t a t s  e t  

t o u t  p a r t i c u l i è r e m e n t  l a  s o u c h e  d e  B.  thetaiotaomicron 489 

q u i  p r o d u i t  un h a l o  d e  d é g r a d a t i o n  d e  64  mm d e  d i a m è t r e  

a p r è s  310 h e u r e s  d e  c u l t u r e .  

C ' e s t  donc  l a  s o u c h e  Bacteroides thetaiotaomicron 489 

q u i  a é t é  c h o i s i e  p o u r  l a  s u i t e  d e s  t r a v a u x .  



Figure 7: Zone d e  d é g r a d a t i o n  du b l e u  d e x t r a n  T2000 p a r  l a  

s o u c h e  489 s u r  m i l i e u  d e  C a s p a r i  e t  Macy. 
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1 . 2  - Dosage de l'activité dextranasique. 

C e t t e  s o u c h e  a e n s u i t e  é t é  t e s t é e  du p o i n t  d e  vue  du 

relargage du chromophore en  m i l i e u  l i q u i d e .  En e f f e t ,  

p l u s i e u r s  a u t e u r s  o n t  m o n t r é  q u e  l ' o n  p e u t  é v a l u e r  

spectrophotométriquement l e  r e l a r g a g e  du chromophore  en 

m i l i e u  l i q u i d e  e t  q u e  c e t t e  l i b é r a t i o n  e s t  e n  c o r r é l a t i o n  

a v e c  l a  d i m i n u t i o n  d e  v i s c o s i t é  du  d e x t r a n  i n t e r v e n a n t  

s o u s  l ' a c t i o n  d e  d e x t r a n a s e s  (Koh e t  Khouw, 1970;  Makinen 

e t  P a u n i o ,  1971;  Menc ie r ,  1972;  Holbrook  e t  McMil lan,  

1 9 7 7 ) .  C e  t e s t  e s t  donc  s p é c i f i q u e  d e s  d e x t r a n a s e s .  

Pour  c e  f a i r e ,  l a  s o u c h e  489 a é t é  c u l t i v é e  s u r  

m i l i e u  minimum d e  C a s p a r i  e t  Macy a d d i t i o n n é  d e  b l e u  

d e x t r a n  à 0 , 5  % f i n a l  ( p / v ) .  A d e s  temps d e  c u l t u r e  d e  8 ,  

1 6 ,  24 ,  32 ,  4 0  e t  4 8  h e u r e s ,  1 m l  d e  c u l t u r e  a é t é  

p r é l e v é ,  c e n t r i f u g é  p u i s  f i l t r é  a f i n  d ' é l i m i n e r  l e s  

c e l l u l e s  b a c t é r i e n n e s  a v a n t  d ' ê t r e  t r a i t é  s u i v a n t  l a  

t e c h n i q u e  d e  Koh e t  Khouw ( 1 9 7 0 ) ;  0 , l  m l  d e  c e  s u r n a g e a n t  

d e  c u l t u r e  a  é t é  é g a l e m e n t  d é p o s é  s u r  a g a r  b l e u  d e x t r a n  

a f i n  d e  v i s u a l i s e r  s i  l ' o n  p e u t  d é t e c t e r  une  a c t i v i t é  

d e x t r a n a s i q u e  e x t r a c e l l u l a i r e .  

L e s  s p e c t r e s  d e  l o n g u e u r  d ' o n d e  e n t r e  550 e t  700 nm 

s o n t  r e p r é s e n t e s  en  f i g u r e  9 .  Aucune a u g m e n t a t i o n  d e  l a  

d e n s i t é  o p t i q u e  n ' e s t  o b s e r v é e  à un temps d e  c u l t u r e  d e  8 

h e u r e s ;  on p e u t  donc  p e n s e r  q u e  l a  d é g r a d a t i o n  du  s u b s t r a t  

n ' e s t  p a s  e n c o r e  commencée ou n ' a t t e i n t  p a s  l a  l i m i t e  d e  

d é t e c t i o n  du d o s a g e .  Cependan t ,  il e s t  a s s e z  improbab le  

q u e  l a  d é g r a d a t i o n  n e  s o i t  p a s  e n c o r e  commencée a p r è s  8 

h e u r e s  d e  c u l t u r e  c a r  il a é t é  mon t r é  d a n s  d e  nombreux c a s  

d e  d é g r a d a t i o n  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  q u e  l e s  s y s t è m e s  

e n z y m a t i q u e s  r e s p o n s a b l e s  é t a i e n t  i n d u i t s  d a n s  d e s  temps 

d e  c o n t a c t  a v e c  l e  s u b s t r a t  t r è s  c o u r t s  (30  mn d a n s  l e  c a s  

d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e  l a  c h o n d r o ï t i n e  s u l f a t e )  ( S a l y e r s  e t  

K o t a r s k i ,  1 9 8 0 b ) .  Comme l a  d e n s i t é  o p t i q u e  d e  l a  c u l t u r e  

é t a i t  t r è s  f a i b l e  e t  donc  q u e  l a  p o p u l a t i o n  b a c t é r i e n n e  s e  



t r o u v a i t  en nombre r é d u i t ,  on p e u t  a f f i r m e r  q u e  l e  t a u x  d e  

d é g r a d a t i o n  é t a i t  t r o p  f a i b l e  e t  q u e  l ' é v e n t u e l  r e l a r g a g e  

du  chromophore n ' a  p a s  é t é  r e p é r é  e n t r e  550 e t  700 nm. 

P a r  c o n t r e ,  p o u r  l e s  a u t r e s  p r é l è v e m e n t s ,  on a une 

l i b é r a t i o n  c r o i s s a n t e  du  chromophore du b l e u  d e x t r a n .  Un 

é c h a n t i l l o n  d e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  d e  l a  s o u c h e  489 en  p h a s e  

s t a t i o n n a i r e  a  é t é  p a s s é  en  HPLC e t  l e  p i c  c o r r e s p o n d a n t  

au  b l e u  d e x t r a n  a v a i t  d i s p a r u  donc  l a  d é g r a d a t i o n  é t a i t  

t o t a l e .  

Les  0 , l  m l  d e  s u r n a g e a n t  d e  c u l t u r e  d é p o s é s  s u r  a g a r  

b l e u  d e x t r a n  e t  i n c u b é s  à 37°C n ' o n t  p a s  donné  d e  h a l o s  d e  

d é g r a d a t i o n  q u e l  q u e  s o i t  l e  temps d e  c u l t u r e ;  d o n c ,  l a  

s o u c h e  489 n e  semble  p a s  p r o d u i r e  d ' a c t i v i t é  d e x t r a n a s e  

e x t r a c e l l u l a i r e .  

I l  é t a i t  a l o r s  i n t é r e s s a n t  d e  s a v o i r  p o u r  l e  c l o n a g e  

s i  l a  s o u c h e  p o s s è d e  une  ou p l u s i e u r s  a c t i v i t é s  

r e s p o n s a b l e s  d e  l ' h y d r o l y s e  du d e x t r a n .  Pour  p o u v o i r  

q u a n t i f i e r  l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e ,  d e s  d o s a g e s  d e  s u c r e s  

r é d u c t e u r s  s e l o n  Nelson-Somogyi o n t  é t é  e f f e c t u é s .  Ces  

d o s a g e s  o n t  t o u t  d ' a b o r d  é t é  r é a l i s é s  s u r  l e s  s u r n a g e a n t s  

d e  c u l t u r e  d e  l a  s o u c h e  489 c u l t i v é e  s u r  m i l i e u  d e  C a s p a r i  

e t  Macy c o n t e n a n t  du d e x t r a n  T l 0  e t  T500 à 1 % ( p / v )  f i n a l  

mais aucune  a c t i v i t é  e x t r a c e l l u l a i r e  n ' a  é t é  mi se  en 

é v i d e n c e ;  c e  q u i  c o n f i r m e  l e s  r é s u l t a t s  p r é c é d e n t s .  

L ' a c t i v i t é  é t a n t  a s s o c i é e  a u x  c e l l u l e s ,  d e s  c u l t u r e s  

s u r  g l u c o s e  ( 0 , Z  % ) ,  m a l t o s e  ( 0 , Z  % )  e t  d e x t r a n  (1 % )  o n t  

é t é  b r o y é e s  à l a  p r e s s e  d e  F r e n c h .  L e s  d o s a g e s  d e  s u c r e s  

r é d u c t e u r s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  s u r  l e s  2 f r a c t i o n s :  

membrana i re  e t  c y t o - p é r i p l a s m i q u e .  P a r a l l è l e m e n t  à c e s  

d o s a g e s  o n t  é t é  f a i t s  d e s  d o s a g e s  d e  p r o t é i n e s  s e l o n  

F o l i n .  Ceci  nous  a p e r m i s  d e  d é f i n i r  l es  a c t i v i t é s  

s p é c i f i q u e s  a p p a r e n t e s  ( e n  p r o t é i n e s  t o t a l e s )  pou r  chaque  

f r a c t i o n .  Les  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  d e  1 , l  vmole d e  

s u c r e s  r é d u c t e u r s  l i b é r é s  / mn / mg d e  p r o t é i n e s  t o t a l e s  



p o u r  l a  f r a c t i o n  c y t o - p é r i p l a s m i q u e  e t  d e  0 , 1 5  p o u r  l a  

f r a c t i o n  membrana i re  d e s  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  s u r  d e x t r a n .  

L o r s q u ' i l  s ' a g i t  d e s  f r a c t i o n s  p r o v e n a n t  d e s  a u t r e s  

c u l t u r e s ,  aucune  a c t i v i t é  n ' a  é t é  d é c e l é e  d a n s  l e s  

d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s ;  donc ,  on p e u t  p e n s e r  q u e  l ' a c t i v i t é  

e s t  i n d u c t i b l e  p a r  l e  s u b s t r a t  comme c ' e s t  l e  cas p o u r  

beaucoup d ' a c t i v i t é s  h y d r o l y t i q u e s  c h e z  B a c t e r o i d e s .  

On v o i t  q u ' e n v i r o n  90 % d e  l ' a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  

p r o v i e n t  du c y t o p l a s m e  ou d e  l ' e s p a c e  p é r i p l a s m i q u e  e t  10  

% d e s  membranes c e l l u l a i r e s .  On p o u r r a i t  donc  p e n s e r  q u e  

l e s  1 0  % membrana i r e s  c o r r e s p o n d r a i e n t  a une  c o n t a m i n a t i o n  

d e  c e t t e  f r a c t i o n  p a r  l a  f r a c t i o n  c y t o - p é r i p l a s m i q u e .  Mais 

l a  d é t e r m i n a t i o n  d e s  v a l e u r s  d e  pH optimum d ' a c t i v i t é  

mon t r e  l e  c o n t r a i r e .  En e f f e t ,  c e s  v a l e u r s  s o n t  d e  6,O 

p o u r  l a  f r a c t i o n  membranaire  e t  d e  7 , 2  p o u r  l ' a u t r e  

f r a c t i o n ;  c e c i  q u e l  q u e  s o i t  l e  tampon d ' i n c u b a t i o n  ( T r i s  

ou c i t r a t e )  ( c f  f i g u r e  1 0 ) .  D e  p l u s ,  l e s  q u a n t i t é s  d e  

p r o t é i n e s  t o t a l e s  d a n s  l e s  2 f r a c t i o n s  s o n t  d i f f é r e n t e s ;  

on a e n v i r o n  250 f o i s  p l u s  d e  p r o t é i n e s  d a n s  l a  f r a c t i o n  

membranaire  d o n c  l e  r a p p o r t  90  / 1 0  e s t  s u r e m e n t  m o d i f i é  

d a n s  l e  c a s  d e  p r o t é i n e s  p u r i f i é e s .  

Donc, l a  s o u c h e  489 p o s s è d e r a i t  au  moins  2  d e x t r a n a s e s  

d o n t  une membrana i re ,  e t  u n e  c y t o p l a s m i q u e  ou 

p é r i p l a s m i q u e ;  c e t t e  l o c a l i s a t i o n  semble  n o r m a l e  p o u r  

d é g r a d e r  un po lymère  comme l e  d e x t r a n  q u i  n e  p e u t  p é n é t r e r  

t e l  q u e l  d a n s  l a  c e l l u l e .  D e  p l u s ,  c e  t y p e  d e  l o c a l i s a t i o n  

a  d é j à  é t é  d é c r i t  pou r  l e s  d e x t r a n a s e s  d e  B a c t e r o i d e s  

o r a l i s  ( T a k a h a s h i  e t  a l . ,  1985)  ou p o u r  l e s  enzymes d e  

d é g r a d a t i o n  d ' a u t r e s  p o l y s a c c h a r i d e s  comme l a  c h o n d r o ï t i n e  

s u l f a t e  ou l e s  g a l a c t o m a n n a n e s .  

Une é t u d e  b i o c h i m i q u e  p l u s  p o u s s é e  d e s  p a r a m è t r e s  d e s  

enzymes n e  c o n c e r n e  p a s  r é e l l e m e n t  ce t r a v a i l .  En e f f e t ,  

il s ' a g i s s a i t  non p a s  d e  c o n n a î t r e  p a r f a i t e m e n t  c e u x - c i  

mais p l u t ô t  d ' o b t e n i r  c e r t a i n e s  c o n n a i s s a n c e s  p e r m e t t a n t  

d e  mieux a p p r é h e n d e r  l a  s u i t e .  
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Figure 9: S p e c t r e  d e  l i b é r a t i o n  du chromophore du b l e u  

d e x t r a n  T2000 d a n s  l e  s u r n a g e a n t  d e  c u l t u r e  d e  l a  souche  

489 c u l t i v e e  s u r  m i l i e u  d e  C a s p a r i  e t  Macy à d e s  temps d e  

c u l t u r e  d e  8 h e u r e s  ( c o u r b e  O), 16 h ( l ) ,  24 h ( 2 ) ,  32 h 

( 3 ) .  40 h ( 4 )  e t  48  h ( 5 ) .  Le s u r n a g e a n t  e s t  t r a i t é  s e l o n  

l a  t e c h n i q u e  d e  Koh e t  Khouw (1970) .  



Figure  10: Courbes  d ' a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  en  f o n c t i o n  du 

pH pour  l e s  f r a c t i o n s  membranaires  ( c o u r b e  1) e t  c y t o -  

p é r i p l a s m i q u e s  ( c o u r b e  2 )  d e  l a  souche  489. 
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L a  s o u c h e  d e  B a c t e r o i d e s  t h e t a i o t a o m i c r o n  489 é t a n t  

c h o i s i e ,  il f a l l a i t  m a i n t e n a n t  f a b r i q u e r  une  banque  

génomique du DNA d e  c e t t e  s o u c h e  c h e z  E. co l i .  P l u s i e u r s  

essais o n t  é t é  e n t r e p r i s  a l ' a i d e  d e  p l a s m i d e s  e t  d e  

s o u c h e s  r é c e p t r i c e s  d i f f é r e n t s .  

2 . 1  - Plasmide vecteur: le pEAP37. 

L e  p r e m i e r  p l a s m i d e  u t i l i s é  e s t  l e  pEAP37 q u i  p o r t e  

d e s  g è n e s  d e  r é s i s t a n c e  au  c h l o r a m p h é n i c o l  e t  a 

l ' a m p i c i l l i n e .  Ce p l a s m i d e  e s t  d i t  s p é c i a l i s é  c a r  c ' e s t  un 

v e c t e u r  d ' e x c r é t i o n ;  d o n c ,  t o u t e  p r o t é i n e  q u i  s e r a i t  

normalement  l o c a l i s é e  d a n s  l ' e s p a c e  p é r i p l a s m i q u e  s e r a  

e x c r é t é e  d a n s  l e  m i l i e u  e x t r a c e l l u l a i r e .  Ce p r o c e s s u s  

d ' e x c r é t i o n  e s t  p o s s i b l e  c a r  l e  p l a s m i d e  e s t  p o r t e u r  du 

gène  k i l  r e s p o n s a b l e  d e  l ' e x c r é t i o n  d e  l a  c o l i c i n e  E l  

a i n s i  q u e  d e  s o n  p romoteu r  Pex .  Le pEAP37 p o s s è d e  pou r  

s i t e s  d e  c l o n a g e  d e s  s i t e s  u n i q u e s  EcoRI e t  H i n d I I I  s i t u é s  

d a n s  l e  gène  d e  r é s i s t a n c e  au  c h l o r a m p h é n i c o l  a i n s i  q u e  2  

s i t e s  H i n c I I .  

Dans un p r e m i e r  t emps ,  n o u s  a v o n s  d é c i d é  d ' u t i l i s e r  

un d e s  s i t e s  H i n c I I .  Ma i s ,  comme l e  p l a s m i d e  en  compor t e  

deux ,  il a é t é  p o s s i b l e  d e  r é d u i r e  sa t a i l l e  e t  d e  n e  

g a r d e r  a p r è s  d i g e s t i o n  t o t a l e  p a r  l ' e n d o n u c l é a s e  d e  

r e s t r i c t i o n  H i n c I I  p u i s  é l e c t r o é l u t i o n  q u e  l e  p l u s  g r a n d  

f r agmen t  d e  3700 p a i r e s  d e  b a s e s  ( p b ) .  A i n s i ,  l a  t a i l l e  a  

é t é  r é d u i t e  d e  5800 à 3700 pb m a i s  l e  p l a s m i d e  p o r t e  

e n c o r e  l e  gène  d e  r é s i s t a n c e  au  c h l o r a m p h é n i c o l  p o u r  l a  

s é l e c t i o n  d e s  r e c o m b i n a n t s  a i n s i  q u e  l e  g è n e  k i 2  e t  son  

p romoteu r  n é c e s s a i r e s  a l ' e x c r é t i o n .  Ce p l a s m i d e  d e  3700 

pb p o s s è d e  un s i t e  u n i q u e  H i n c I I .  



Le DNA chromosomique d e  l a  souche  489  a  é t é  e x t r a i t  

p a r  u n e  méthode d é r i v a n t  d e  c e l l e  d é c r i t e  p a r  Dhaese  e t  a l  

( 1979)  a v a n t  d ' ê t r e  d i g é r é  p a r t i e l l e m e n t  p a r  l ' enzyme 

H i n c I I  une  h e u r e  a r a i s o n  d e  0 , 5  u n i t é s  d 'enzyme p a r  yg d e  

D N A .  E n s u i t e ,  l ' é c h a n t i l l o n  a é t é  p a s s é  e n  é l e c t r o p h o r è s e  

en g e l  d ' a g a r o s e  e t  l e s  f r a g m e n t s  d e  D N A  d o n t  l e s  t a i l l e s  

s o n t  c o m p r i s e s  e n t r e  3500 e t  9000 pb  o n t  é t é  é l e c t r o é l u é s .  

Ces t a i l l e s  o n t  é t é  c h o i s i e s  a f i n  d ' ê t r e  s û r  d e  

s é l e c t i o n n e r  d ' u n e  p a r t  d e s  f r a g m e n t s  q u i  n e  s o n t  p a s  t r o p  

p e t i t s  e t  q u i  s o n t  donc  s u s c e p t i b l e s  d e  c o n t e n i r  a u  moins  

un g è n e ;  d ' a u t r e  p a r t ,  a f i n  d ' é l i m i n e r  l e s  f r a g m e n t s  d e  

t a i l l e  t r o p  i m p o r t a n t e s  e t  donc  d i f f i c i l e s  v o i r e  

i m p o s s i b l e s  a f a i r e  e n t r e r  p a r  t r a n s f o r m a t i o n  d a n s  l a  

b a c t é r i e  r é c e p t r i c e .  

Nous a v o n s  e n s u i t e  e f f e c t u é  une l i g a t u r e  e n t r e  l e  

p l a s m i d e  d e  3700  pb ( p r o v e n a n t  du  pEAP37) l i n é a r i s é  p a r  

H i n c I I  e t  l e s  f r a g m e n t s  d e  d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  d e  DNA 

chromosomique s u i v a n t  l e  r a p p o r t  1/3. 

L a  s o u c h e  b a c t é r i e n n e  c h o i s i e  p o u r  r e c e v o i r  l e s  

p l a s m i d e s  h y b r i d e s  e s t  un r é v e r t a n t  p r o t o t r o p h e  d e  l a  

s o u c h e  E. c o l i  LE392 a p p e l é  LE392P. 

T r o i s  t r a n s f o r m a t i o n s  d e  l a  souche  d ' E .  co l i  LE392P 

p a r  l e  mélange d e  l i g a t u r e  o n t  é t é  r é a l i s é e s .  Nous avons  

o b t e n u  s u c c e s s i v e m e n t  5 0 ,  90  e t  100 c o l o n i e s  s u r  m i l i e u  

r i c h e  LB a d d i t i o n n e  d e  s t r e p t o m y c i n e  (Sm) à 50 pg/ml f i n a l  

( n é c e s s a i r e  a l a  s é l e c t i o n  d e  l a  souche  b a c t é r i e n n e )  e t  d e  

c h l o r a m p h é n i c o l  (Cm)  à 25 yg/ml ( n é c e s s a i r e  à l a  s é l e c t i o n  

d e s  c l o n e s  a y a n t  r e ç u  un p l a s m i d e  h y b r i d e  ou n o n ) .  

Ces  d i f f é r e n t s  c l o n e s  o n t  é t é  r e p i q u é  s u r  m i l i e u  

s y n t h é t i q u e  minimum g é l o s e  ML a d d i t i o n n é  d e  1 % ( p / v )  d e  

d e x t r a n  T l 0  ( o u  d e  b l e u  d e x t r a n  T2000 a 0 , 5  % )  e t  d e  2 

yg/ml d e  v i t a m i n e  B I  s o u s  a t m o s p h è r e s  a é r o b i e  e t  a n a e r o b i e  

a f i n  d e  s é l e c t i o n n e r  l e s  c l o n e s  c a p a b l e s  d e  s e  d é v e l o p p e r  

a v e c  l e  d e x t r a n  pour  s e u l e  s o u r c e  d e  c a r b o n e .  Des 240 



c l o n e s  testés,  aucun  n '  a é t é  c a p a b l e  d e  se  d é v e l o p p e r  s u r  

d e x t r a n .  

Cependan t ,  d ' u n e  p a r t ,  le' nombre d e  c l o n e s  

r e c o m b i n a n t s  n ' a  p a s  é t é  s u f f i s a n t  p o u r  o b t e n i r  une  

r e p r é s e n t a t i o n  c o r r e c t e  du génome d e  l a  b a c t é r i e  d e  

d e p a r t ;  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  l ' a n a l y s e  du  c o n t e n u  p l a s m i d i q u e  

d e s  t r a n s f o r m a n t s  p a r  l y s e  d i r e c t e  en  ge l  d ' a g a r o s e  a  

mon t r é  q u e  peu d e  c l o n e s  p o s s é d a i e n t  l e  p l a s m i d e  p o r t a n t  

un i n s e r t  d e  DNA chromosomique.  Ceci c a r  il e s t  

r e l a t i v e m e n t  d i f f i c i l e  d e  l i g a t u r e r  l e s  f r a g m e n t s  d e  D N A  à 

e x t r é m i t é s  f r a n c h e s  g é n é r é s  p a r  H i n c I I .  

Aux v u e s  d e s  d i f f i c u l t é s  o b t e n u e s  a v e c  l e s  l i g a t u r e s  

d e  b o u t s  f r a n c s ,  nous  a v o n s  d é c i d é  d e  g a r d e r  l e  même 

p l a s m i d e  pEAP37 mais en  c h a n g e a n t  l e  s i t e  d e  c l o n a g e .  

C e t t e  f o i s ,  c ' e s t  l e  s i t e  EcoRI s i t u é  d a n s  l a  r é s i s t a n c e  

au  c h l o r a m p h é n i c o l  q u i  e s t  c h o i s i .  Evidemment, d a n s  c e  

c a s ,  c ' e s t  l e  p l a s m i d e  pEAP37 e n t i e r  q u i  e s t  u t i l i s é  ( e t  

non s o n  d é r i v é  d e  3700 p b )  a f i n  d e  p o u v o i r  s é l e c t i o n n e r  

l e s  c l o n e s  r e c o m b i n a n t s  par l a  r é s i s t a n c e  à l ' a m p i c i l l i n e  

d o n t  l e  g è n e  a v a i t  é t é  é l i m i n é  précédemment .  

Le DNA chromosomique d e  l a  s o u c h e  489  a donc  é t é  

d i g é r é  p a r t i e l l e m e n t  p a r  l ' e n d o n u c l é a s e  d e  r e s t r i c t i o n  

EcoRI e t  l e s  f r a g m e n t s  d e  t a i l l e  i n t é r e s s a n t e  o n t  é t é  

r é c u p é r é s  p a r  é l e c t r o é l u t i o n .  P a r a l l è l e m e n t ,  l e  pEAP37 a 

é t é  l i n é a r i s é  p a r  l e  même enzyme p u i s  d é p h o s p h o r y l é  aux  

e x t r é m i t é s  5 ' .  

L a  l i g a t u r e  e n t r e  c e s  2 p a r t e n a i r e s  a  é t é  f a i t e  a v e c  

un r a p p o r t  d e  1 pour  l e  p l a s m i d e  e t  d e  10  p o u r  l e  D N A  à 

c l o n e r  comme il e s t  h a b i t u e l l e m e n t  recommandé l o r s  d e  

l i g a t u r e s  a v e c  b o u t s  c o h é s i f s .  Deux t r a n s f o r m a t i o n s  d e  l a  

s o u c h e  LE392P o n t  é t é  e f f e c t u é e s .  Après s é l e c t i o n  s u r  

m i l i e u  r i c h e  LB a d d i t i o n n é  d e  Sm e t  d ' a m p i c i l l i n e  ( A p )  à 

une  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  50 wg/ml, nous  a v o n s  ob t enu  

637 e t  800 c o l o n i e s .  Ces  c o l o n i e s  o n t ,  comme l e s  c o l o n i e s  



p r é c é d e n t e s ,  é t é  r e p i q u é e s  s u r  m i l i e u  minimum ML + d e x t r a n  

mais aucune  c o l o n i e  a y a n t  u n e  a c t i v i t é  d e x t r a n a s e  n ' a  p l u s  

ê t r e  mise en é v i d e n c e .  Néanmoins,  l e  nombre d e  c l o n e s  

o b t e n u s  n ' e s t  pas s u f f i s a n t  à une  r e p r é s e n t a t i o n  t o t a l e  du 

génome. P a r  c o n t r e ,  nous  voyons  q u e  l ' o n  o b t i e n t  p l u s  d e  

c l o n e s  l o r s q u e  l e s  f r a g m e n t s  d e  DNA à l i g a t u r e r  o n t  d e s  

e x t r é m i t é s  c o h é s i v e s .  

L  ' a n a l y s e  du c o n t e n u  p l a s m i d i q u e  d  ' une  p a r t i e  d e s  

r e c o m b i n a n t s  a mont ré  q u e  l a  m a j e u r e  p a r t i e  d e s  c l o n e s  

p o s s è d e  d e s  p l a s m i d e s  d e  t a i l l e s  d i f f é r e n t e s ;  d o n c ,  l a  

l i g a t u r e  n ' e s t  p a s  en  c a u s e .  En f a i t ,  vu q u e  l e  pEAP37 e s t  

un p l a s m i d e  s p é c i a l i s é ,  il e s t  s û r e m e n t  p l u s  a d a p t é  à un 

s o u s - c l o n a g e  q u ' à  un c l o n a g e  d i r e c t .  C ' e s t  p o u r q u o i  nous  

avons  d é c i d é  d e  c h a n g e r  d e  v e c t e u r  e t  d ' u t i l i s e r  l e  pKC7. 

2 . 2  Plasmide vecteur: le pKC7. 

Le pKC7 e s t  un p l a s m i d e  d e  5890 pb q u i  c o n f è r e  l e s  

r é s i s t a n c e s  a l ' a m p i c i l l i n e  (Ap) e t  à l a  kanamycine ( K m ) .  

Pour  s o n  u t i l i s a t i o n  d a n s  l e  c l o n a g e ,  il e s t  d i g é r é  p a r  

l ' enzyme  d e  r e s t r i c t i o n  BamHI p u i s  d é p h o s p h o r y l é  en  5 ' .  

De son  c ô t é ,  l e  DNA chromosomique d e  l a  s o u c h e  489 

e s t  d i g é r é  d e  m a n i è r e  p a r t i e l l e  p a r  l ' enzyme  Sau3AI q u i  

r e c o n n a i t  e t  coupe une  s e q u e n c e  d e  DNA d e  4  b a s e s  

c o m p a t i b l e  a v e c  c e l l e  coupée  p a r  BamHI. Après  d i g e s t i o n  

e n z y m a t i q u e ,  l e s  f r a g m e n t s  d e  t a i l l e  i n t é r e s s a n t e  s o n t  

r é c u p é r é s  p a r  é l e c t r o é l u t i o n .  

L a  l i g a t u r e  s e  f a i t  d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  que  

précédemment;  c ' e s t - à - d i r e  a v e c  un r a p p o r t  DN A 

p l a s m i d i q u e /  DNA chromosomique d e  1 / 1 0 .  T r o i s  

t r a n s f o r m a t i o n s  d e  l a  s o u c h e  LE392P o n t  é t é  e f f e c t u é e s .  

E l l e s  o n t  p e r m i s  d ' o b t e n i r  r e s p e c t i v e m e n t  750 ,  600 e t  800 

c o l o n i e s  s u r  m i l i e u  r i c h e  LB a d d i t i o n n é  d e s  a n t i b i o t i q u e s  

s u i v a n t s :  Sm ( 5 0  ~ g / m l ) ,  Ap ( 5 0  pg/ml) e t  Km ( 7 5  pg /ml) .  

Les r e p i q u a g e s  s u r  m i l i e u  minimum ML + d e x t r a n  n ' o n t  p a s  



p e r m i s  l ' i s o l e m e n t  d ' u n  c l o n e  p r o d u i s a n t  l ' enzyme  

r e c h e r c h é  q u e  c e  s o i t  en a é r o b i o s e  ou en  a n a é r o b i o s e .  

Comme l e s  r é s u l t a t s  n ' é t a i e n t  g u è r e  c o n c l u a n t s  a v e c  

c e s  2  p l a s m i d e s ,  n o u s  avons  d é c i d é  d e  r e v e n i r  a un v e c t e u r  

couramment employé d a n s  l e s  p u b l i c a t i o n s  c o n c e r n a n t  l e  

c l o n a g e .  I l  s ' a g i t  du  v e c t e u r  p l a s m i d i q u e  pBR322. 

2 . 3  Plasmide vecteur: l e  pBR322. 

Le pBR322 e s t  un p l a s m i d e  u n i v e r s e l l e m e n t  connu q u i  

a  une  t a i l l e  d e  4 3 6 1  pb e t  q u i  p o r t e  l e s  g è n e s  c o d a n t  p o u r  

l e s  r é s i s t a n c e s  a l ' a m p i c i l l i n e  e t  à l a  t é t r a c y c l i n e  ( T c ) .  

L e  s i t e  c h o i s i  p o u r  l e  c l o n a g e  e s t  l e  s i t e  d e  c o u p u r e  p a r  

l ' enzyme d e  r e s t r i c t i o n  BamHI. Ce s i t e  se t r o u v e  d a n s  l e  

g è n e  d e  r é s i s t a n c e  à l a  t é t r a c y c l i n e  e t  une  i n s e r t i o n  d e  

f r a g m e n t s  d e  D N A  é t r a n g e r  p rovoque  l ' i n a c t i v a t i o n  d e  c e  

g è n e ;  c e  q u i  pe rme t  d e  f a i r e  une  s é l e c t i o n  n é g a t i v e  e t  d e  

v o i r  q u e l s  s o n t  l e s  c l o n e s  q u i  n ' o n t  r e ç u  q u e  l e  p l a s m i d e .  

Ceci c o n s t i t u e  un a v a n t a g e  p a r  r a p p o r t  au p l a s m i d e  pKC7. 

C e t t e  f o i s ,  a f i n  d ' o b t e n i r  d e  g r a n d e s  q u a n t i t é s  d e  

f r a g m e n t s  d e  t a i l l e  d é t e r m i n é e  d e  d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  d e  

DNA chromosomique,  nous  a v o n s  e f f e c t u é  une t e c h n i q u e  

d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  s a c c h a r o s e .  En e f f e t ,  

d a n s  l e  s a c c h a r o s e  e t  s o u s  l ' a c t i o n  d e  l a  f o r c e  

c e n t r i f u g e ,  l e s  f r a g m e n t s  d e  d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  g é n é r é s  

p a r  l ' enzyme Sau3AI v o n t  s e  p l a c e r  d a n s  l e  g r a d i e n t  s e l o n  

l e u r  t a i l l e :  l e s  p l u s  l é g e r s  v e r s  l a  s u r f a c e  du  t u b e  e t  

l e s  p l u s  l o u r d s  v e r s  l e  f o n d .  Après  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  

l e s  f r a g m e n t s  s o n t  r é c u p é r é s  e t  s o n t  t o u t  d e  s u i t e  

u t i l i s a b l e s  a p r è s  d i a l y s e .  

L e  p l a s m i d e  v e c t e u r  pBR322 a é t é  l i n é a r i s é  p a r  

l ' enzyme  d e  r e s t r i c t i o n  B a d 1  p u i s  d é p h o s p h o r y l e .  Une 

p r e m i è r e  t r a n s f o r m a t i o n  d e  l a  s o u c h e  d ' E .  coli LE392P a  

é t é  e f f e c t u é e  en p r e n a n t  un mélange d e  l i g a t u r e  a y a n t  p o u r  

r a p p o r t  p l a s m i d e  / DNA chromosomique un r a p p o r t  d e  1 /10 .  



Cet te  t r a n s f o r m a t i o n  a donné  s u r  m i l i e u  r i c h e  LB 

a d d i t i o n n é  d e s  a n t i b i o t i q u e s  Sm ( 5 0  w g / m l )  e t  Ap (75 

vg/ml) ,  360 c o l o n i e s .  C e l l e s - c i  o n t  é t é  r e p i q u é e s  s u r  l e  

même m i l i e u  c o n t e n a n t  en  s u p p l é m e n t  d e  l a  t é t r a c y c l i n e  ( 1 0  

pg/ml) e t  90 % d e s  c o l o n i e s  é t a i e n t  c a p a b l e s  d e  s ' y  

d é v e l o p p e r .  Donc, s e u l e s  10 % d e s  c o l o n i e s  o n t  é t é  

t r a n s f o r m é e s  p a r  l e  pBR322 c o n t e n a n t  un f r a g m e n t  d e  DNA 

é t r a n g e r .  Un problème a d û  se p o s e r  a u  c o u r s  d e  l a  

l i g a t u r e .  Malgré  t o u t ,  l e s  q u e l q u e s  c o l o n i e s  s u s c e p t i b l e s  

d ' ê t r e  i n t é r e s s a n t e s  o n t  é t é  t e s t é e s  s u r  m i l i e u  minimum ML 

+ d e x t r a n  en  a é r o b i o s e  e t  en  a n a é r o b i o s e  s a n s  r é s u l t a t s .  

Une deuxième t r a n s f o r m a t i o n  d e  l a  s o u c h e  d ' E .  coli 

LE392P a  é t é  f a i t e .  L a  c o m p o s i t i o n  du mélange d e  l i g a t u r e  

e s t  m o d i f i é e  e t  l e  r a p p o r t  v e c t e u r  / DNA chromosomique e s t  

d e  1 / 8 .  L e  nombre d e  c o l o n i e s  o b t e n u e s  e s t  d e  600 mais  

s e u l e m e n t  30 % d ' e n t r e  e l l e s  s o n t  r é s i s t a n t e s  a l a  

t é t r a c y c l i n e  a p r è s  r e p i q u a g e  s u r  l e s  m i l i e u x  r i c h e s  LB 

d é c r i t s  précédemment;  d o n c ,  c e s  c o n d i t i o n s  d e  l i g a t u r e  

c o n v i e n n e n t  mieux à n o s  m a n i p u l a t i o n s .  

Aucune c o l o n i e  p o s s é d a n t  une  a c t  i v i t e  d e x t r a n a s i q u e  

n ' a  é t é  mise en  é v i d e n c e  s u r  m i l i e u  minimum + d e x t r a n .  

En f a i t ,  q u e l  q u e  s o i t  l e  p l a s m i d e  u t i l i s é  j u s q u ' à  

p r é s e n t ,  n o u s  voyons  q u e  l e  nombre d e  t r a n s f o r m a n t s  e s t  

f a i b l e .  Donc, d a n s  chaque  cas,  nous  n ' a v o n s  pu o b t e n i r  une 

r e p r é s e n t a t i o n  du génome d e  l a  s o u c h e  d e  Bacteroides 

thetaiotaomicron 489 c a r  l e  c l o n a g e  au  moyen d ' u n  p l a s m i d e  

n é c e s s i t e  p o u r  a v o i r  un r ecouvremen t  du chromosome p a r  

d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  l ' a n a l y s e  d ' e n v i r o n  10000 c l o n e s  

t r a n s f  o r m a n t s .  

Les  t r a n s f o r m a t i o n s  s u c c e s s i v e s  a v e c  d i f f é r e n t s  

p l a s m i d e s  d o n n e n t  un nombre d e  t r a n s f o r m a n t s  a peu près  

s i m i l a i r e .  Donc, on p e u t  p e n s e r  q u e  c ' e s t  l a  souche  

b a c t é r i e n n e  r é c e p t r i c e  q u i  e s t  r e s p o n s a b l e .  Nous avons  

d o n c  d é c i d é  d e  c h a n g e r  d e  s o u c h e  a f i n  d e  t r o u v e r  une 



m e i l l e u r e  r e c e p t r i c e  e t  c ' e s t  l a  s o u c h e  d ' E .  coli H B l O l  

q u i  a é t é  c h o i s i e  p o u r  l e s  t r a n s f o r m a t i o n s  s u i v a n t e s .  

C ' e s t  l e  p l a s m i d e  pBR322 q u i  a é t é  c o n s e r v é  p o u r  l a  

t r a n s f o r m a t i o n  d e  l a  s o u c h e  HB101. Comme précédemment ,  

c e l u i - c i  a  é t é  l i n é a r i s é  p a r  c o u p u r e  p a r  l ' enzyme  BamHI 

p u i s  d é p h o s p h o r y l é .  Pour  l a  p r é p a r a t i o n  d e s  f r a g m e n t s  d e  

d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  p a r  Sau3A1, nous  sommes r e v e n u s  à une  

t e c h n i q u e  moins  l o u r d e  q u e  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en  

g r a d i e n t  d e  s a c c h a r o s e ,  c ' e s t - à - d i r e  l ' é l e c t r o é l u t i o n .  Les 

f r a g m e n t s  r é c u p é r é s  o n t  d e s  t a i l l e s  c o m p r i s e s  e n t r e  3500 

e t  9000 p b .  Pour  l a  l i g a t u r e ,  n o u s  a v o n s  c o n c l u  d e s  

r é s u l t a t s  p r é c é d e n t s  q u e  l o r s q u e  l ' o n  met en  p r é s e n c e  d e s  

f r a g m e n t s  d e  DNA à e x t r é m i t é s  c o h é s i v e s ,  il e s t  p l u s  

i n t é r e s s a n t  d ' a b a i s s e r  l e  t a u x  d e  DNA chromosomique p a r  

r a p p o r t  au  t a u x  d e  p l a s m i d e .  

A i n s i ,  l e  mélange d e  l i g a t u r e  u t i l i s é  p o u r  l a  

t r a n s f o r m a t i o n  d e  l a  s o u c h e  H B l O l  f u t  e f f e c t u é  a v e c  un 

r a p p o r t  p l a s m i d e  / D N A  chromosomique d e  1/5. 

Les  c e l l u l e s  b a c t é r i e n n e s  i s s u e s  d e  c e t t e  

t r a n s f o r m a t i o n  o n t  é t é  é t a l é e s  s u r  m i l i e u  r i c h e  LB 

a d d i t i o n n é  d e  Sm ( 5 0  pg/ml) e t  d 'Ap (100  pg/ml) .  Après  une 

j o u r n é e  d ' i n c u b a t i o n  à 37"C, nous  a v o n s  dénombré 16240 

c o l o n i e s  r e c o m b i n a n t e s ;  d o n c ,  p o s s é d a n t  l e  p l a s m i d e  

pBR322. La f r é q u e n c e  d e  t r a n s f o r m a t i o n  a  é t é  d e  10-7.  Une 

c o n t r e - s é l e c t i o n  d e s  r e c o m b i n a n t s  a  é t é  f a i t e  p a r  d o u b l e  

r e p i q u a g e  s u r  l e  m ê m e  m i l i e u  e t  s u r  l e  m i l i e u  LB Sm ( 5 0  

w g / m l )  Ap ( 1 0 0  pg/ml) Tc ( 2 0  pg /ml) .  A i n s i  o n t  é t é  i s o l é s  

14930 c l o n e s  r é s i s t a n t s  à l ' a m p i c i l l i n e  e t  s e n s i b l e s  à l a  

t é t r a c y c l i n e  donc p o s s é d a n t  l e  pBR322 a v e c  un i n s e r t  

é t r a n g e r  i n a c t i v a n t  l e  g è n e  d e  r é s i s t a n c e  à l a  

t é t r a c y c l i n e .  On v o i t  q u e  l e s  n o u v e l l e s  c o n d i t i o n s  d e  

l i g a t u r e  s o n t  bonnes  c a r  92 % d e s  p l a s m i d e s  i n t r o d u i t s  

d a n s  l a  s o u c h e  H B l O l  p o r t e n t  un i n s e r t ;  d e  p l u s ,  vu l e  

nombre d e  c o l o n i e s ,  l a  s o u c h e  H B l O l  s emble  ê t r e  une  

m e i l l e u r e  s o u c h e  r e c e p t r i c e  d e  l a  t r a n s f o r m a t i o n  q u e  l a  



s o u c h e  LE392P. E n f i n ,  on p o u v a i t  e s p é r e r  i s o l e r  au  moins  

un c l o n e  a y a n t  une  a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  c a r  l e s  i n s e r t s  

p r é s e n t s  d a n s  l e s  14830 c l o n e s  d o i v e n t  r e p r é s e n t e r  l a  

t o t a l i t é  du génome d e  l a  s o u c h e  d e  d é p a r t .  

3 .1  - S é l e c t i o n  d e s  c lones  p o s i t i f s .  

Le m i l i e u  r i c h e  u t i l i s é  i c i  a é t é  employé p a r  S t a a t  

e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  p o u r  i s o l e r  d e s  p o p u l a t i o n s  d e  mic ro -  

o r g a n i s m e s  d e x t r a n a s i q u e s  d e  l a  p l a q u e  d e n t a i r e .  Tous l e s  

c l o n e s  r é s i s t a n t s  à l ' a m p i c i l l i n e  e t  s e n s i b l e s  à l a  

t é t r a c y c l i n e  o n t  donc  é t é  r e p i q u é s  s u r  m i l i e u  r i c h e  TSA 

c o n t e n a n t  du b l e u  d e x t r a n  T2000 e t  du  d e x t r a n  T l 0  aux  

c o n c e n t r a t i o n s  f i n a l e s  d e  0 , 5  % ( p / v )  c h a c u n .  C e s  

r e p i q u a g e s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  c o l o n i e  p a r  c o l o n i e ,  à r a i s o n  

d e  52  p a r  b o î t e  d e  P é t r i ,  en  d o u b l e  e x e m p l a i r e  p o u r  

i n c u b a t i o n  e n  a é r o b i o s e  e t  en a n a é r o b i o s e .  

L e s  numéros  q u i  o n t  é t é  a t t r i b u é s  aux  d i f f é r e n t s  

c l o n e s  d o n t  n o u s  p a r l o n s  e n s u i t e  c o r r e s p o n d e n t  p o u r  l e  

p r e m i e r  nombre au  numéro d e  l a  b o î t e  d e  P é t r i  r e p i q u é e  e t  

p o u r  l e  second  nombre à l a  p o s i t i o n  du c l o n e  s u r  c e t t e  

même b o î t e .  

Après  d e s  i n c u b a t i o n s  d e  7 j o u r s  à 37"C, aucune  d e s  

c o l o n i e s  r e p i q u é e s  n ' a  donné d e  z o n e s  d e  d é g r a d a t i o n  d a n s  

sa  p r o x i m i t é .  P a r  c o n t r e ,  a p r d s  une  d u r é e  d e  1 5  à 20 

j o u r s ,  d e s  h a l o s  f a i b l e s  en i n t e n s i t é  e t  en t a i l l e  s e  s o n t  

d é v e l o p p é s  a u t o u r  d e  43 c o l o n i e s ;  ceci  a u s s i  b i e n  en 

a é r o b i o s e  q u ' e n  a n a é r o b i o s e  ( c f  f i g u r e  1 1 ) .  



F i g u r e  11: Zones de  d é g r a d a t i o n  du b l e u  d e x t r a n  pour  l e  

c l o n e  291/7.  



P a r  l y s e  d i r e c t e  en  g e l  d ' a g a r o s e ,  n o u s  a v o n s  

v é r i f i é  q u e  c e s  4 3  c l o n e s  p o s s é d a i e n t  b i e n  un p l a s m i d e .  

Pour  chaque  c u l t u r e  b a c t é r i e n n e ,  l a  p r é s e n c e  d ' u n  p l a s m i d e  

a é t é  m i s e  e n  é v i d e n c e .  Tous  c e s  p l a s m i d e s  é t a i e n t  

d i f f é r e n t s  en  t a i l l e :  c e l l e - c i  s ' é c h e l o n n a i t  e n t r e  7000 e t  

16000 pb  a p p r o x i m a t i v e m e n t .  

Après p l u s i e u r s  r e p i q u a g e s  s u r  l e  m ê m e  m i l i e u ,  10  

c l o n e s  se s o n t  r é v é l é s  s t a b l e s  e t  c a p a b l e s  d e  p r o d u i r e  d e s  

h a l o s  d e  d é g r a d a t i o n  r e p r o d u c t i b l e s .  Ces  1 0  c l o n e s  p o r t e n t  

l e s  numéros  s u i v a n t s :  40/16,  122/46,  146/22 ,  148/42 ,  

175/23,  177/52,  184/44,  277/31,  291/7 e t  300/25.  

3 . 2  - Vérification des souches. 

Pour  c e s  10  c l o n e s  s t a b l e s ,  nous  a v o n s  v o u l u  

v é r i f i e r  q u ' i l  s ' ag i s sa i t  b i e n  d e  l a  s o u c h e  d ' E .  coli 

H B l O l  q u e  l ' o n  a v a i t  t r a n s f o r m é e .  Pour  ce la ,  d e s  

e x t r a c t i o n s  d e  DNA t o t a l  d e s  c l o n e s  e t  d e  l a  s o u c h e  temoin  

H B l O l  t r a n s f o r m é e  a v e c  l e  p l a s m i d e  pBR322 s e u l  o n t  é t é  

e f f e c t u é e s .  E n s u i t e ,  d e s  d i g e s t i o n s  t o t a l e s  p a r  l e s  

e n d o n u c l é a s e s  d e  r e s t r i c t i o n  H i n d I I I  e t  Pst1 o n t  p e r m i s  d e  

comparer  par G l e c t r o p h o r è s e  en g e l  d ' a g a r o s e  l e s  p r o f i l s  

d e  r e s t r i c t i o n  d e s  c l o n e s  e t  d e  l a  s o u c h e  t e m o i n .  S u r  l a  

f i g u r e  1 2 ,  l e s  p r o f i l s  d e  d i g e s t i o n  d e  DNA t o t a l  d e  3  

c l o n e s  (40 /16 ,  122/46 e t  146/22)  s o n t  comparés  à c e l u i  d e  

l a  souche  t émoin  HBlOl(pBR322) d i g é r é  p a r  l e s  mêmes 

enzymes.  Nous pouvons  c o n s t a t e r  q u e  l e s  d i f f é r e n t s  p r o f i l s  

s o n t  i d e n t i q u e s  à 1 ou 2  b a n d e s  p r è s ;  c e l l e s - c i  

c o r r e s p o n d a n t  a u x  p l a s m i d e s  r e c o m b i n a n t s  d e s  s o u c h e s  

t e s t é e s .  L e s  d i f f é r e n t s  c l o n e s  p r o d u i s a n t  d e s  h a l o s  s u r  

b l e u  d e x t r a n  s o n t  donc  b i e n  d e s  3. co2i HB101. 



Figure 12: Profils de restriction par PstI et HindIII de 

DNA total des clones E. coli 40/16, 122/46, 146/22 et de 

la souche témoin HBlOl(pBR322). 

1: 40/16 HindIII; 2: 122/46 HindIII; 3: 146/22 HindIII; 

4: Témoin HBlOl(pBR322) HindIII; 5: 40/16 PstI; 6: 122/46 

PstI; 7: 146/22 PstI; 8: Témoin HBlOl(pBR322) PstI. 



3 . 3  - Tests d'activité dextranasique. 

Les  c l o n e s  o n t  é t é  s é l e c t i o n n é s  s u r  m i l i e u  r i c h e  TSA 

c o n t e n a n t  du b l e u  d e x t r a n .  Pour  v o i r  s ' i l s  é t a i e n t  

c a p a b l e s  d e  se d é v e l o p p e r  a v e c  l e  d e x t r a n  comme s e u l e  

s o u r c e  d e  c a r b o n e ,  i ls  o n t  é t é  ensemencés  s u r  m i l i e u  

minimum l i q u i d e  ML + d e x t r a n  + l e s  a c i d e s  aminés  d o n t  l a  

s o u c h e  a b e s o i n  ( l e u c i n e  20 pg/ml, p r o l i n e  20 pg/ml) e t  

r e p i q u é s  s u r  l e  m ê m e  m i l i e u  g é l o s é .  L e s  1 0  c l o n e s ,  t o u t  

comme l e  t émoin  HB101, o n t  é t é  i n c a p a b l e s  d e  s ' y  

d é v e l o p p e r ;  donc ,  ils s o n t  c a p a b l e s  d e  d é g r a d e r  l e  d e x t r a n  

mais non d e  l ' u t i l i s e r .  I l  f a u t  r emarque r  q u e  c ' é t a i t  l a  

p r e m i è r e  f o i s  q u e  nous  s é l e c t i o n n i o n s  s u r  m i l i e u  r i c h e  e t  

d e s  c l o n e s  o n t  é t é  i s o l é s .  Donc, p o u r  l e s  t r a n s f o r m a t i o n s  

p r é c é d e n t e s ,  il se  p e u t  q u e  nous  s o y o n s  p a s s é s  a c ô t é  

d ' a u t r e s  c l o n e s  c a p a b l e s  d ' h y d r o l y s e r  l e  d e x t r a n  e t  non d e  

l ' u t i l i s e r  q u o i q u e  l e  nombre d e  r e c o m b i n a n t s  é t a i t  f a i b l e .  

P a r  c o n t r e ,  s i  l e  m i l i e u  ML g é l o s é  e s t  complémenté 

p a r  une  très f a i b l e  q u a n t i t é  d e  g l y c é r o l  ( 0 , 0 5  % ) ,  n o u s  

a v o n s  c r o i s s a n c e  d e s  s o u c h e s  e t  a p p a r i t i o n  d e  h a l o s  d e  

d é g r a d a t i o n  comme d a n s  l e  c a s  d e  c u l t u r e  s u r  m i l i e u  r i c h e  

TSA. Le g l y c é r o l  a é t é  c h o i s i ,  d e  p r é f é r e n c e  au  g l u c o s e  ou 

à un a u t r e  s u c r e ,  a f i n  d ' ê t r e  s û r  q u ' i l  n ' y  a i t  p a s  

d ' i n t e r f é r e n c e s  a v e c  l ' a c t i o n  d e  l ' enzyme .  

Des d o s a g e s  d e  l i b é r a t i o n  d e  s u c r e s  r é d u c t e u r s  s e l o n  

Nelson-Somogyi o n t  é t é  e f f e c t u é s  s u r  l e s  s u r n a g e a n t s  d e  

c u l t u r e  d e  c l o n e s  c u l t i v é s  s u r  m i l i e u  ML + d e x t r a n  T l 0  

( 0 , 5  % )  + g l y c é r o l  ( 0 , 0 5  % )  a i n s i  que  s u r  l e s  f r a c t i o n s  

c e l l u l a i r e s  a p r è s  p a s s a g e  en p r e s s e  d e  F r e n c h .  Aucune 

a c t i v i t é  enzyma t ique  n ' a  pu ê t r e  d é t e c t é e  p a r  c e t t e  

méthode;  c e  q u i  n ' e s t  pas r é e l l e m e n t  é t o n n a n t  c a r  l e s  

h a l o s  se p r o d u i s e n t  t a r d i v e m e n t  s u r  l e s  b o î t e s  d e  P é t r i  e t  

l e s  q u a n t i t é s  d ' enzymes  n e  d o i v e n t  p a s  ê t r e  i m p o r t a n t e s .  

P l u t ô t  q u e  d e  m e t t r e  en é v i d e n c e  l ' a p p a r i t i o n  d e  

s u c r e s  r é d u c t e u r s  s u s c e p t i b l e s  d ' ê t r e  m é t a b o l i s e s  p a r  l a  



s o u c h e , n o u s  a v o n s  e s s a y é  d e  v i s u a l i s e r  une d é g r a d a t i o n  du 

po lymère  d e  d e x t r a n .  C e c i  p a r  2  mé thodes :  l a  l i b é r a t i o n  du 

chromophore du b l e u  d e x t r a n  p a r  l a  méthode d e  Koh e t  Khouw 

(1970)  d ' u n e  p a r t ,  e t  l a  d i m i n u t i o n  d e  t a i l l e  du  même 

polymère  p a r  HPLC d ' a u t r e  p a r t .  

Nous a v o n s  donc  u t i l i s é  d e s  s u r n a g e a n t s  d e  c u l t u r e s  

d e  15-20 j o u r s  d e s  c l o n e s  s u r  m i l i e u  l i q u i d e  ML + b l e u  

d e x t r a n  T2000 + g l y c é r o l  p o u r  ces t e s t s  a f i n  d e  se p l a c e r  

d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  q u ' e n  m i l i e u  g é l o s é .  Les  

r é s u l t a t s  o b t e n u s  o n t  é t é  d a n s  t o u s  l e s  c a s  comparés  à 

ceux  du témoin  H B l O l  t r a i t é  d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s .  

Pour  l e  t e s t  d e  Kow e t  Khouw, l e s  s p e c t r e s  d e  d e n s i t é  

o p t i q u e  d e s  s u r n a g e a n t s  d e  c u l t u r e  d e s  c l o n e s  o n t  m o n t r é  

une a u g m e n t a t i o n  d ' a b s o r p t i o n  d ' e n v i r o n  0 , 1 0  à 0 , 1 5  u n i t é s  

e n t r e  550 e t  630  nm ( q u i  e s t  l e  maximum d ' a b s o r b t i o n )  a v e c  

un s p e c t r e  550-700 nm i d e n t i q u e  e n  forme à c e l u i  o b t e n u  

a v e c  Bacteroides ( p o u r  l e q u e l  l ' a u g m e n t a t i o n  d e  d e n s i t é  

o p t i q u e  e n t r e  550 e t  630 nm é t a i t  d ' e n v i r o n  0 , 4  à 0 , 5  

u n i t é s  a p r è s  4 8  h e u r e s ) .  Donc, p a r  c e t t e  méthode,  il e s t  

p o s s i b l e  d e  v i s u a l i s e r  une  c e r t a i n e  d é g r a d a t i o n  du 

po lymère  c a r  on a l i b é r a t i o n  du  chromophore .  

Ces  mêmes s u r n a g e a n t s  d e  c u l t u r e  o n t  été i n j e c t é s  en 

HPLC. Dans c e  cas,  nous  v o u l i o n s  v o i r  s i  l e  b l e u  d e x t r a n  

d o n n a i t  n a i s s a n c e  à d e s  m o l é c u l e s  p l u s  p e t i t e s  du  f a i t  d e  

sa d é g r a d a t i o n .  L ' é c h a n t i l l o n  t é m o i n  H B l O l  donne  un p i c  

s e r r é  e t  s y m é t r i q u e  q u i  s o r t  e n  e x c l u s i o n  d e  l a  c o l o n n e  

2 , 6 2  mn a p r è s  l ' i n j e c t i o n  e t  q u i  c o r r e s p o n d  à l a  m o l é c u l e  

d e  b l e u  d e x t r a n  T2000 non d é g r a d é e .  Pour  l e s  c l o n e s ,  nous  

o b t e n o n s  d e s  p i c s  moins  h a u t s  e t  s u r t o u t  p l u s  é t a l é s  ( c f  

f i g u r e  1 3 ) .  A i n s i ,  l e  chromatogramme du  c l o n e  40/16 d e  l a  

f i g u r e  1 3  mon t r e  un p i c  é t a l é  s u r  1 , 4  mn a l o r s  q u e  l e  p i c  

t émoin  l ' e s t  s u r  1 , l  mn ( c e r t a i n s  c l o n e s  o n t  donne  d e s  

p i c s  é t a l é s  s u r  1 , 6  mn). Vu q u e  l e  p i c  t émoin  s o r t  en  

e x c l u s i o n ,  un é t a l e m e n t  du p i c  r e p r é s e n t e  d e s  m o l é c u l e s  d e  

t a i l l e  s e n s i b l e m e n t  p l u s  f a i b l e s .  



Figure 13: Chromatogrammes HPLC d e  s u r n a g e a n t  d e  c u l t u r e  

du c l o n e  40/16 e t  du témoin  HB101. 



A i n s i ,  p a r  HPLC, n o u s  pouvons v i s u a l i s e r  l e s  

d é g r a d a t i o n s  d e  l a  m o l é c u l e  d e  d e x t r a n  même si e l l e s  s o n t  

f a i b l e s  ( t o u t  comme a v e c  l e  t e s t  d e  Koh e t  Khouw ( 1 9 7 0 ) ) .  

C e c i  n ' é t a i t  p a s  p o s s i b l e  p a r  l e s  d o s a g e s  d e  s u c r e s  

r é d u c t e u r s  c a r  l e s  b a c t é r i e s  p e u v e n t  m é t a b o l i s e r  l e s  

s u c r e s  p r o d u i t s  e t ,  d e  p l u s ,  c e s  d o s a g e s  n é c e s s i t e r a i e n t  

d e s  temps d ' i n c u b a t i o n  t rès l o n g s .  

4 - W S E  DES PI&XDES U D J H K M B T S .  

Les 10  p l a s m i d e s  p r o v e n a n t  d e s  c l o n e s  s t a b l e s  e t  

r e p r o d u c t i b l e s  v i s - à - v i s  d e  l a  d é g r a d a t i o n  o n t  é t é  p l u s  

p a r t i c u l i è r e m e n t  é t u d i é s .  

4 . 1  - Analyse par lyse directe. 

Le c o n t e n u  p l a s m i d i q u e  d e s  10 c l o n e s  a é t é  a n a l y s é  

e n  g e l  d ' a g a r o s e  p a r  l a  méthode d ' E c k h a r d t  ( 1 9 7 8 ) .  L e s  

r é s u l t a t s  o b t e n u s  m o n t r e n t  d e s  p l a s m i d e s  d o n t  l e s  t a i l l e s  

s o n t  c o m p r i s e s  e n t r e  7500 e t  12500 p a i r e s  d e  b a s e s  ( c f  

f i g u r e  1 4 ) .  Nous pouvons  r emarque r  q u e ,  d a n s  l a  m a j o r i t é  

d e s  c a s ,  ce s o n t  l e s  p l a s m i d e s  d o n t  l e s  t a i l l e s  é t a i e n t  

l e s  p l u s  i m p o r t a n t e s  q u i  se  s o n t  r é v é l é s  i n s t a b l e s .  

C e t t e  méthode e s t  r a p i d e  p o u r  l a  m i s e  en é v i d e n c e  

d e s  p l a s m i d e s  e t  p o u r  l e s  a p p r o x i m a t i o n s  d e  l e u r s  t a i l l e s .  

C e p e n d a n t ,  pou r  mieux c o n n a î t r e  c e s  p l a s m i d e s  e t  v o i r  s ' i l  

e x i s t e  d e s  f r a g m e n t s  s e m b l a b l e s  c h e z  chacun  d ' e u x ,  il  

é t a i t  n é c e s s a i r e  d ' é t a b l i r  l e u r s  c a r t e s  d e  r e s t r i c t i o n .  



Figure 14: Contenu plasmidique  d e s  10 c l o n e s  par l y s e  

d i r e c t e  en  ge l  d ' a g a r o s e .  

1 e t  13 :  Témoin pKBF367-1 ( 1 4 , 7  kb). 

2 e t  14:  Témoin pKBF367-12 ( 1 0 , 5  kb). 

3 :  40/16; 4 :  122/46; 5 :  146/22; 6 :  148/42; 7 :  175/23; 

8 :  177/52; 9 :  184/44; 10:  277/31; 11:  291/7; 12:  300/25 .  



4 . 2  - Etablissement des cartes de restriction. 

Les  c a r t e s  d e  r e s t r i c t i o n  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  a f i n  d e  

v o i r  s ' i l  e x i s t a i t  d e s  p o i n t s  communs e n t r e  l e s  d i v e r s  

f r a g m e n t s  c l o n é s .  D e  p l u s ,  c e l a  n o u s  pe rme t  d e  c o n n a î t r e  

p r é c i s é m e n t  l e u r s  t a i l l e s  e t  l e s  r é s u l t a t s  s e r o n t  u t i l e s  

en  c a s  d e  s o u s - c l o n a g e .  

Les  enzymes d e  r e s t r i c t i o n  c h o i s i s  p o u r  l e s  

d i g e s t i o n s  d e  DNA p l a s m i d i q u e  c o u p e n t  l e  pBR322 e n  un s e u l  

p o i n t .  I l  s ' a g i t  d e  BamHI, EcoRI,  H i n d I I I ,  PstI ,  P v u I I ,  

Sa21 e t  ScaI. L e s  1 0  p l a s m i d e s  o n t  é té  e x t r a i t s  p a r  l a  

t e c h n i q u e  d e  I sh-Horowicz  e t  Burke  ( 1 9 8 1 )  ( c f  f i g u r e  1 5 )  

p u i s  d e s  d i g e s t i o n s  s i m p l e s  e t  d o u b l e s ,  p a r t i e l l e s  e t  

t o t a l e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  a f i n  d e  c o n n a î t r e  les  t a i l l e s  

d e s  d i f f é r e n t s  f r a g m e n t s  e t  l e u r s  p o s i t i o n s  r e s p e c t i v e s .  

L e s  t a i l l e s  s o n t  d é t e r m i n é e s  p a r  a n a l y s e  d e  r é g r e s s i o n  

l i n é a i r e  p a r  r a p p o r t  a u x  t é m o i n s  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  q u e  

s o n t  l e  DNA d u  phage  lambda d i g é r é  p a r  EcoRI, H i n d I I I  ou 

l e s  deux  s i m u l t a n é m e n t .  

Quand on i n t r o d u i t  d e s  f r a g m e n t s  d i g é r é s  par 

l ' enzyme  Sau3AI d a n s  un s i t e  BamHI, n o u s  avons  1 c h a n c e  

s u r  4 d e  r e t r o u v e r  c e  s i t e  BamHI. Les  d i g e s t i o n s  p a r  cet  

enzyme o n t  é t é  e f f e c t u é e s  en p r e m i e r  l i e u  a f i n  d e  s a v o i r  

s i  l ' o n  p o u v a i t  r e s s o r t i r  en e n t i e r  l e s  f r a g m e n t s  i n s é r é s  

(cf  f i g u r e  1 6 ,  18 A2 e t  8 2 ) .  Comme l ' o n  p e u t  l e  v o i r ,  peu  

d e  p l a s m i d e s  s o n t  c o u p é s  p a r  BamHI. A l ' a i d e  d e  d o u b l e s  

d i g e s t i o n s ,  l e s  s i t e s  o n t  é t é  p l a c é s  s u r  l e s  i n s e r t s  e t  

s e u l s  l e s  p l a s m i d e s  146/22,  175/23,  177/52 e t  277/31  o n t  

g a r d e  un s i t e  BamHI a une d e  l e u r s  e x t r é m i t é s .  D ' a u t r e s  

p r o f i l s  d e  d i g e s t i o n  s o n t  r e p r é s e n t é s  d a n s  l e s  f i g u r e s  1 7  

à 21.  Nous pouvons  r emarque r  q u e ,  q u e l l e  q u e  s o i t  l a  

d i g e s t i o n ,  l e s  p l a s m i d e s  40/16 e t  122/46 s o n t  i d e n t i q u e s .  

Les  p r o f i l s  d e  d i g e s t i o n  o n t  p e r m i s  d ' é t a b l i r  l e s  c a r t e s  

d e  r e s t r i c t i o n  p r é s e n t é e s  en f i g u r e  22 .  



F i g u r e  15: Contenu p l a s m i d i q u e  d e s  10 c l o n e s  HB101. 

3 :  40/16;  4 :  122/46; 5 :  146/22; 6 :  148/42; 7 :  175/23;  

8 :  177/52;  9 :  184/44; 10:  277/31; 11: 291/7;  12 :  300/25. 

Témoin DNA du phage A :  1: 0 , 2  pg; 2:  0 , 5  pg; 13:  1 wg. 

F i g u r e  16: P r o f i l s  d e  d i g e s t i o n  d e s  p l a s m i d e s  p a r  BamHI. 

2 :  40/16;  3 :  122/46; 4 :  146/22; 5 :  148/42; 6 :  175/23; 

7 :  184/44;  8 :  291/7; 9 :  300/25; 10 :  pBR322. 

1: DNA du phage 1 d i g é r é  p a r  EcoRI e t  H i n d I I I .  

11: DNA du phage d i g é r é  p a r  H i n d I I I .  



.gure 17: P r o f i l s  d e  d i g e s t i o n  d e s  p l a s m i d e s :  

p a r  EcoRI; B :  p a r  H i n d I I I .  2:  40/16; 3 :  122/46;  

146/22; 5 :  148/42;  6 :  175/23; 7 :  184/44;  8:  291/7;  

300/25; 10:  pBR322. 1: DNA du phage d i g é r é  p a r  Ec 

; H i n d I I I .  11: D N A  du phage A d i g é r é  p a r  H i n d I I I .  



Figure 18: P r o f i l s  de  d i g e s t i o n  d e s  p lasmides  177/52 e t  

277/31 par  d i f f é r e n t s  enzymes d e  r e s t r i c t i o n .  

A :  p lasmide  177/52.  

B :  plasmide 277/31.  

2 :  BamHI; 3 :  EcoRI; 4 :  HindIII ;  6 :  P s t I ;  7 :  PvuII;  

8 :  S a l I ;  9 :  S c a I .  

1  e t  10 :  DNA du phage d i g é r é  par  EcoRI e t  H i n d I I I .  

5 :  D N A  du phage 1 d i g é r é  par HindIII .  



Figure 19 a: P r o f i l s  d e  d o u b l e  d i g e s t i o n  d e s  p l a s m i d e s  par 

SaI I  e t  S c a I .  

2 :  40/16;  3 :  122/46; 4 :  146/22; 5 :  148/42; 6 :  175/23; 

7 :  184/44; 8 :  291/7; 9 :  300/25; 10: pBR322. 

1 :  DNA du phage 1 d i g é r 6  par BcoRI e t  H i n d I I I .  

11:  DNA du phage d i g é r é  par  H i n d I I I .  



Figure 19 b: P r o f i l s  d e  d o u b l e  d i g e s t i o n  d e s  p l a s m i d e s  par 

EcoRI e t  SalI. 

2: 40/16; 3: 122/46; 4: 146/22; 5: 148/42; 6: 175/23; 

7: 184/44; 8: 291/7; 9: 300/25; 10: pBR322. 

1: DNA du phage y d i g é r é  p a r  EcoRI e t  H i n d I I I .  



Figure 20 Figure 21 

F i g u r e  20: P r o f i l s  d e  d o u b l e  d i g e s t i o n  du  p l a s m i d e  277/31 

p a r  d i f f é r e n t s  enzymes d e  r e s t r i c t i o n .  

2: SalI/ScaI; 3: H i n d I I I / S a l I ;  4 :  H i n d I I I / P v u I I ;  5:  

H i n d I I I / S c a I ;  7 :  PstI/ScaI; 8 :  P s t I / P v u I I ;  9 :  S c a I / P v u I I .  

1: DNA d u  phage  1 d i g é r é  p a r  EcoRI e t  H i n d I I I .  

6 :  DNA d u  p h a g e  d i g é r é  p a r  H i n d I I I .  

F i g u r e  21: P r o f i l s  d e  d o u b l e  d i g e s t i o n  du  p l a s m i d e  177/52 

p a r  d i f f é r e n t s  enzymes d e  r e s t r i c t i o n .  

2 :  PstI/EcoRI ; 3: PstI/SalI ; 4  : PstI/ScaI ; 6  : PstI/BamHI ; 

7 :  P v u I I / S c a I ;  8 :  H i n d I I I / S c a I .  

1 e t  9: DNA d u  p h a g e  1 d i g é r é  par EcoRI e t  H i n d I I I .  

5:  DNA d u  p h a g e  1 d i g é r é  p a r  X i n d I I I .  



E P E E S P H  
148142 

E Sa B S Ps Ps Ps H P , J H P  PPs B 
177152 

P H Ps Ps S BSa E 
1841 44 

Figure 22: C a r t e s  d e  r e s t r i c t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  p l a s m i d e s .  

B :  BamHI; E :  EcoRI; H :  HindIII; P s :  P s t I ;  P :  PvuII; 

Sa :  Sa l I ;  S :  ScaI.  



L e s  car tes  d e  r e s t r i c t i o n  ( p r é s e n t é e s  en  f i g u r e  2 2 )  

nous  o n t  permis d e  c o n n a î t r e  p l u s  p r 6 c i s é m e n t  les  t a i l l e s  

d e s  i n s e r t s .  C e l l e s - c i  s ' é c h e l o n n e n t  e n t r e  3 , 2  e t  8 , 4  kb 

e t  s o n t  d ' e n v i r o n :  

- 3 , 2  kb p o u r  l e  40/16 e t  l e  122/46 .  

- 4 , l  kb p o u r  l e  146/22 .  

- 5 , 2  kb p o u r  l e  148/42.  

- 3 , 8  kb p o u r  l e  175/23.  

- 7 , 9  kb p o u r  l e  177/52.  

- 7,O kb p o u r  l e  184/44 .  

- 3 , 6  kb p o u r  l e  277/31.  

- 3 , 3  kb p o u r  l e  291/7.  

- 8 , 4  kb p o u r  l e  300/25 .  

C e s  c a r t e s  d e  r e s t r i c t i o n  n e  m o n t r e n t  p a s  

l ' e x i s t e n c e  d e  beaucoup  d e  p o i n t s  communs e n t r e  l e s  

i n s e r t s  (s i  ce n ' e s t  q u e  l e s  i n s e r t s  40/16 e t  122/46 s o n t  

i d e n t i q u e s ) ,  c e  q u i  l a i sse  s u p p o s e r  un nombre a s s e z  

i m p o r t a n t  d e  p r o t é i n e s  a y a n t  une  a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  

c h e z  Bacteroides. Nous a v o n s  d ' a i l l e u r s  vu précédemment 

q u ' a u  minimum 2  p r o t é i n e s  s o n t  i m p l i q u é e s .  D ' a u t r e  p a r t ,  

F o r s b e r g  et al. o n t  m o n t r é  en  1986 l ' e x i s t e n c e  d e  19  

p r o t é i n e s  a y a n t  une a c t i v i t é  B-endog lucanas ique  c h e z  B. 

succinogenes; d o n t  6  a v a i e n t  d é j à  é t é  c l o n é e s  p a r  Crosby  

et al. e n  1984.  Ces  a u t e u r s  e x p l i q u e n t  l a  p r é s e n c e  d e  l a  

m u l t i p l i c i t é  d e s  e n d o g l u c a n a s e s  p a r  l a  m u l t i p l i c i t é  d e s  

g è n e s  mais a u s s i  p a r  d e s  m o d i f i c a t i o n s  p o s t -  

t r a d u c t i o n n e l l e s .  Sans  a l l e r  j u s q u e  c e  nombre,  nous  

pouvons p e n s e r  q u e  p l u s i e u r s  p r o t é i n e s ,  i c i  a u s s i ,  

i n t e r v i e n n e n t  d a n s  l a  d é g r a d a t i o n  du  p o l y s a c c h a r i d e .  

Néanmoins,  nous  pouvons  m e t t r e  en é v i d e n c e  q u e l q u e s  

s i m i l i t u d e s  p o u r  d e s  p o r t i o n s  d ' i n s e r t s .  A i n s i ,  l e s  

f r a g m e n t s  177/52 e t  184,/44 p o s s é d e n t  t o u s  d e u x  une 

s é q u e n c e  BcoRI-SalI-BamHI-ScaI-Pst1 q u i  e s t  t r è s  

r e s s e m b l a n t e  m a l g r é  q u e l q u e s  p e t i t e s  d i f f é r e n c e s  d a n s  l e s  

d i s t a n c e s  e n t r e  s i t e s  d e  r e s t r i c t i o n .  Nous t r o u v o n s  l e  



même phénomène p o u r  l e s  i n s e r t s  148/42 e t  277/31  au  n i v e a u  

d  'une  s équence  HindIII-PvuII-ScaI-EcoRI-Eco . S i n o n ,  nous  

pouvons éga l emen t  r emarque r  q u e  l e s  s i t e s  d e  c e s  

d i f f é r e n t s  enzymes n e  s o n t  p a s  é g a l e m e n t  r e p r é s e n t é s  d a n s  

l e s  i n s e r t s ;  en  e f f e t ,  on t r o u v e  1 4  s i t e s  d e  c o u p u r e  EcoRI 

a l o r s  q u e  l ' o n  n e  t r o u v e  q u e  2  s i t e s  SalI.  

A l a  vue  d e  c e s  r é s u l t a t s ,  n o u s  a v o n s  v o u l u  v é r i f i e r  

q u e  t o u s  l e s  i n s e r t s  p r o v i e n n e n t  b i e n  d e  l a  s o u c h e  d e  

B a c t e r o i d e s  t h e t a i o t a o m i c r o n  489 d e  d é p a r t .  C ' e s t  p o u r q u o i  

n o u s  avons  e f f e c t u é  d e s  e x p é r i e n c e s  d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  

l e s  p l a s m i d e s  d e s  d i f f é r e n t s  c l o n e s  e t  l e  DNA 

chromosomique d e  l a  s o u c h e  d e  B a c t e r o i d e s .  

5 - -S ENTRE D-E ET PPLBçnIDBS - 
Les  h y b r i d a t i o n s  e n t r e  l e  DNA chromosomique e t  l e s  

p l a s m i d e s  p r é s e n t s  d a n s  l e s  c l o n e s  o n t  e t 6  e f f e c t u é e s  t o u t  

d ' a b o r d  p a r  une  t e c h n i q u e  u t i l i s a n t  d e s  s o n d e s  

b i o t i n y l é e s .  S u r  l e s  g e l s  d ' é l e c t r o p h o r è s e  en  a g a r o s e  q u i  

o n t  s e r v i  aux  t r a n s f e r t s  v e r s  l e s  membranes,  nous  a v o n s  

d é p o s é  l e s  é c h a n t i l l o n s  s u i v a n t s :  

- l e  DNA chromosomique d e  l a  s o u c h e  d e  B a c t e r o i d e s  489 

d i g é r é  p a r  l ' enzyme H i n d I I I  ( 3  u g ) .  

- l e  DNA chromosomique d e  l a  s o u c h e  E. col i  H B l O l  

d i g é r é  par l ' enzyme  H i n d I I I  ( 3  ~ g ) .  

- l e  DNA t o t a l  (chromosomique e t  p l a s m i d i q u e )  d ' u n  

c l o n e  d i g é r é  p a r  l ' enzyme H i n d I I I  ( 1  ~ g ) .  

- l e  DNA du phage  lambda d i g é r é  p a r  H i n d I I I  comme 

témoin  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  (1 u g ) .  

Le DNA chromosomique d e  l a  souche  HBlOl e s t  u t i l i s é  comme 

témoin  n é g a t i f ;  cec i  p o u r  v é r i f i e r  q u e  l e s  i n s e r t s  d e s  

c l o n e s  n e  p r o v i e n n e n t  p a s  d e  l a  s o u c h e  q u i  a é t é  

t r a n s f o r m é e  p a r  l e  mélange d e  l i g a t u r e  ( p l a s m i d e  pBR322 e t  

f r a g m e n t s  d e  DNA chromosomique) .  L e  DNA t o t a l  d ' u n  c l o n e  



s e r t  d e  témoin  p o s i t i f  c a r  on e s t  s û r  d ' a v o i r  h y b r i d a t i o n  

e n t r e  l a  s o n d e  e t  l e  p l a s m i d e  q u i  s e  t r o u v e  d a n s  l e  p r o f i l  

d e  d i g e s t i o n  c a r  c e  s o n t  l e s  m ê m e s  p l a s m i d e s .  Donc, grâce 

à c e  t émoin ,  nous  pouvons v é r i f i e r  q u e  l a  t e c h n i q u e  

d ' h y b r i d a t i o n  e s t  au p o i n t .  

En f i g u r e  23  e s t  r e p r é s e n t é e  l a  membrane d o n t  l e  D N A  

t o t a l  e s t  c e l u i  du c l o n e  40 /16 .  L a  sonde  u t i l i s é e  pou r  

l ' h y b r i d a t i o n  e s t  l e  p l a s m i d e  e n t i e r  ( 7 , 6  k b )  c o n t e n u  d a n s  

c e  c l o n e .  Nous remarquons q u e  n o u s  avons  b i e n  h y b r i d a t i o n  

e n t r e  l a  sonde  e t  2 b a n d e s  d e  DNA du t émoin  p o s i t i f  q u i  

c o r r e s p o n d e n t  a u x  2 f r a g m e n t s  ( 5 , 3  e t  2 , 3  kb)  du  p l a s m i d e  

d i g é r é  p a r  H i n d I I I .  Nous a v o n s  é g a l e m e n t  h y b r i d a t i o n  d e  l a  

sonde  a v e c  l e  DNA chromosomique d e  B a c t e r o i d e s ;  d o n c ,  il  

n e  f a i t  aucun d o u t e  que  l e  f r a g m e n t  i n s é r é  s u r  l e  pBR322 

p r o v i e n t  b i e n  d e  l a  s o u c h e  d e  B. t h e t a i o t a o m i c r o n  4 8 9 .  P a r  

c o n t r e ,  n o u s  pouvons éga l emen t  n o u s  r e n d r e  compte q u e  l e s  

r é p o n s e s  s o n t  f a i b l e s .  C ' e s t  p o u r  c e l a  q u e  n o u s  sommes 

p a s s é s  aux  t e c h n i q u e s  d  ' h y b r i d a t i o n  a v e c  s o n d e s  

r a d i o m a r q u é e s .  

L a  membrane d ' h y b r i d a t i o n  d e  l a  f i g u r e  24 c o r r e s p o n d  

au  c l o n e  184/44.  La sonde  u t i l i s é e  e s t  donc  l e  p l a s m i d e  d e  

1 1 , 3  kb p r o v e n a n t  d e  c e  c l o n e  q u e  l ' o n  a  marque p a r  d e  

l ' a - 3 2 P  dCTP. L e  p l a s m i d e  184/44 e s t  coupé en  2  p o i n t s  p a r  

l ' enzyme H i n d I I I  e t  nous  o b t e n o n s  2 f r a g m e n t s  d e  10,5 e t  

0 , 7 6  kb .  Au n i v e a u  du témoin  p o s i t i f  (DNA t o t a l  d u  c l o n e  

184 /44 ) ,  nous  a v o n s  b i e n  h y b r i d a t i o n  au n i v e a u  d e  c e s  2 

bandes  a v e c  une  r é p o n s e  a s s e z  f a i b l e  p o u r  c e l l e  d e  0 , 7 6  

kb.  C e c i  e s t  no rma l  c a r  c e  f r a g m e n t  n e  c o r r e s p o n d  q u ' à  

e n v i r o n  7  % d e  l a  t a i l l e  d e  l a  s o n d e  e t  l a  q u a n t i t é  d e  D N A  

c o r r e s p o n d a n t  5 c e t t e  bande  e s t  f a i b l e .  Nous a v o n s  

éga l emen t  h y b r i d a t i o n  à d e  m u l t i p l e s  n i v e a u x  a v e c  l e  D N A  

chromosomique d e  l a  s o u c h e  489 ,  c e  q u i  s emble  m o n t r e r  q u e  

l a  d i g e s t i o n  d e  c e  p r o f i l  n ' e s t  p a s  c o m p l è t e .  C e p e n d a n t ,  

nous  a v o n s  un s p o t  d ' h y b r i d a t i o n  a s s e z  i m p o r t a n t  p o u r  un 

f r a g m e n t  d ' e n v i r o n  0 , 7  kb .  C e l u i - c i  d o i t  c o r r e s p o n d r e  au 



p e t i t  f r a g m e n t  d e  0 , 7 6  kb du 184/44 q u i  e s t  c o n s t i t u é  

d ' e n v i r o n  414 pb p r o v e n a n t  d e  Bacteroides e t  d e  346 pb du  

pBR322. 

Nous a v o n s  e f f e c t u é  l e s  h y b r i d a t i o n s  p o u r  l e s  1 0  

c l o n e s .  Dans chaque  c a s ,  nous  a v o n s  o b t e n u  une  r é p o n s e  

a v e c  l e  DNA chromosomique d e  l a  s o u c h e  d e  B. 

thetaiotaomicron 489. Donc, n o u s  sommes m a i n t e n a n t  s û r s  

q u e  l e  DNA c l o n é  a p p a r t i e n t  b i e n  d a n s  t o u s  l e s  c a s  à l a  

souche  d e  Bacteroides d e  d é p a r t .  

Nous a v o n s  donc  v é r i f i é  q u e  l e s  c l o n e s  c o r r e s p o n d e n t  

b i e n  à l a  s o u c h e  t r a n s f o r m é e ;  q u e  l e  DNA i n s é r é  s u r  l e s  

p l a s m i d e s  p r o v i e n t  b i e n  d e  l a  s o u c h e  d e  d é p a r t  e t  nous  

avons  vu q u e  l e s  c a r t e s  d e  r e s t r i c t i o n  n e  m o n t r e n t  q u e  peu 

d e  s i m i l i t u d e s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  f r a g m e n t s .  C ' e s t  

p o u r q u o i  nous  a v o n s  d é c i d é  d ' e f f e c t u e r  d e s  h y b r i d a t i o n s  

e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  f r a g m e n t s  c l o n e s ;  c e c i  d e v a i t  n o u s  

p e r m e t t r e  d e  s a v o i r  s ' i l  e x i s t a i t  d e s  homolog ie s  e n t r e  c e s  

f r a g m e n t s .  

Nous pouvons  r emarque r  l a  f o r t e  d i f f é r e n c e  d e  

s e n s i b i l i t é  e n t r e  l e s  2 t e c h n i q u e s  d ' h y b r i d a t i o n  

u t i l i s é e s .  En e f f e t ,  l e s  q u a n t i t é s  d e  D N A  d é p o s é e s  s u r  l es  

g e l s  d ' é l e c t r o p h o r è s e  e t  donc  t r a n s f é r é e s  s u r  l e s  

membranes d ' h y b r i d a t i o n  s o n t  s i m i l a i r e s .  Donc, à 

s e n s i b i l i t é  é q u i v a l e n t e ,  nous  d e v i o n s  a v o i r  une  r é p o n s e  

é q u i v a l e n t e ;  c e  q u i  n ' e s t  p a s  l e  c a s .  C ' e s t  p o u r q u o i ,  p o u r  

l e s  h y b r i d a t i o n s  e n t r e  l e s  p l a s m i d e s ,  nous  a v o n s  r e t e n u  l a  

t e c h n i q u e  où l e  marquage d e  l a  s o n d e  e s t  r a d i o a c t i f .  



Figure 23: Membrane d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  l e  p l a s m i d e  

r e c o m b i n a n t  du c l o n e  40 /16  e t  l e  DNA chromosomique  d e  B. 

t h e t a i o t a o m i c r o n  4 8 9 .  

1: D N A  d u  phage  lambda d i g é r é  p a r  H i n d I I I .  

2 :  DNA chromosomique d e  l a  s o u c h e  489 d i g é r 6  p a r  H i n d I I I .  

3 :  D N A  chromosomique d e  l a  s o u c h e  H B l O l  d i g é r 6  p a r  H i n d I I I  

4 :  D N A  t o t a l  d u  c l o n e  40 /16  d i g é r é  p a r  H i n d I I I .  

La  s o n d e  e s t  l e  p l a s m i d e  e n t i e r  du c l o n e  40 /16  marqué p a r  

d e  l a  b io t i ne -11 -dATP .  



Figure 24: Membrane d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  l e  p l a s m i d e  

r ecombinan t  du c l o n e  184/44 e t  l e  DNA chromosomique d e  B .  

t h e t a i o t a o m i c r o n  4 8 9 .  

1: DNA du phage lambda d i g é r é  p a r  H i n d I I I .  

2 :  DNA chromosomique d e  l a  souche  489 d i g 6 r é  p a r  H i n d I I I .  

3 :  DNA chromosomique d e  l a  souche  H B l O l  d i g é r é  p a r  H i n d I I I  

4 :  DNA t o t a l  du c l o n e  184/44 d i g é r é  p a r  H i n d I I I .  

La s o n d e  e s t  l e  p l a s m i d e  e n t i e r  du c l o n e  184/44 marqué p a r  

d e  l ' a - 3 2 P  dCTP. 



Comme l e s  r é s u l t a t s  d e s  car tes  d e  r e s t r i c t i o n  n e  

m o n t r e n t  q u e  peu  d ' h o m o l o g i e s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  i n s e r t s  

p o r t é s  p a r  l e s  p l a s m i d e s ,  n o u s  a v o n s  r é a l i s é  d e s  

h y b r i d a t i o n s  e n t r e  c e u x - c i .  

S u r  l e s  g e l s  d ' é l e c t r o p h o r è s e  d e s t i n é s  a u x  

t r a n s f e r t s  s u r  l e s  membranes d ' h y b r i d a t i o n ,  n o u s  a v o n s  

d é p o s é  d a n s  chacun  d e s  1 0  p u i t s  2  pg d e  DNA p l a s m i d i q u e .  

L e  DNA a  é t é  p r é a l a b l e m e n t  d ig t5ré  p a r  H i n d I I I  e t  Sa11 q u i  

s o n t  l e s  2  s i t e s  d e  r e s t r i c t i o n  d e  l a  p a r t i e  pBR322 d e s  

p l a s m i d e s  l es  p l u s  p r o c h e s  d e s  e x t r é m i t é s  d e s  i n s e r t s .  De 

p l u s ,  l ' enzyme d e  r e s t r i c t i o n  Sa21 a é t é  p l u s  

p a r t i c u l i è r e m e n t  c h o i s i  car il n e  coupe  q u e  t rès peu l e s  

i n s e r t s .  De c e  f a i t ,  l e s  f r a g m e n t s  d e  r e s t r i c t i o n  s e r o n t  

moins  nombreux e t  l e u r s  t a i l l e s  p l u s  é l e v é e s .  

L e s  membranes d ' h y b r i d a t i o n s  é t a n t  p r ê t e s ,  n o u s  

a v o n s  p r é p a r é  l e s  f r a g m e n t s  d e  DNA q u i  s e r o n t  u t i l i s é s  

comme s o n d e .  Evidemment, n o u s  n e  pouvons p a s  u t i l i s e r  p o u r  

s o n d e s  l e s  p l a s m i d e s  e n t i e r s  c a r  nous  a u r i o n s  d e s  r é p o n s e s  

pou r  l e s  p a r t i e s  communes q u e  s o n t  l e s  p a r t i e s  d u  pBR322. 

D e  c e  f a i t ,  chaque  sonde  a é t é  p r é p a r é e  p a r  é l e c t r o é l u t i o n  

a p r è s  l e s  d i g e s t i o n s  e n z y m a t i q u e s  a p p r o p r i é e s  à chaque  

c a s .  A i n s i ,  n o u s  a v o n s  p r é p a r é  6  s o n d e s  à p a r t i r  d e  

f r a g m e n t s  d e s  p l a s m i d e s  146/22,  148/42,  177/52 ,  184/44 ,  

277/31 e t  300/25.  Pour  chaque  s o n d e ,  nous  a v o n s  c h o i s i  d e s  

d i g e s t i o n s  q u i  d o n n e n t  l a  p l u s  g r a n d e  r e p r é s e n t a t i o n  d e  

l ' i n s e r t  en  q u e s t i o n .  Dans l e  c a s  du p l a s m i d e  146 /22 ,  l a  

d i g e s t i o n  r e t e n u e  e s t  l a  d o u b l e  d i g e s t i o n  EcoRI/PvuII  q u i  

nous  donne  un f r a g m e n t  d e  3 , 2  kb p o u r  un i n s e r t  d o n t  l a  

t a i l l e  t o t a l e  e s t  d e  4 , l  kb .  Donc, l a  s o n d e  c o u v r e  78 % d e  

l ' i n s e r t .  (Remarque: l e s  t a i l l e s  d e s  i n s e r t s  B a c t e r o i d e s  

s o n t  e x p r i m é e s  en  kb c a r  il e x i s t e  une  i n c e r t i t u d e  a l o r s  

q u e  c e l l e s  du  pBR322 l e  s o n t  en  pb c a r  sa  s é q u e n c e  en 

n u c l é o t i d e s  e s t  c o n n u e ) .  



En résumé:  

s o n d e  d i g e s t i o n  t a i l l e  % d e  l ' i n s e r t  
....................................................... 

146/22 EcoRI /PvuI I  3 , 2  kb 78  

148/42 H i n d I I I / P v u I I  3 , 5  kb 68  

177,152 BamHI 7 , l  kb  90  

184/44 EcoRI /PvuI I  5 , 6  kb 8 1  

277/31  HindIII/BamHI 3 ,3  kb 90 

300/25 H i n d I I I / S c a I  6 , 4  kb 75  

C e r t a i n e s  s o n d e s  n ' o n t  p a s  é t é  p r é p a r é e s  c a r ,  s o i t  l ' o n  

n ' a v a i t  p a s  une  r e p r é s e n t a t i o n  s u f f i s a n t e  d e  l ' i n s e r t ,  

s o i t  il n ' é t a i t  p a s  p o s s i b l e  d ' i s o l e r  un f r a g m e n t  exempt 

d e  p a r t i e s  pBR322. C ' e s t  l e  c a s  d e s  p l a s m i d e s  40/16 e t  

122/46 q u i  s o n t  i d e n t i q u e s  e t  c h e z  l e s q u e l s  on n e  t r o u v e  

q u e  2  s i t e s  d e  r e s t r i c t i o n  a u  m i l i e u  d e  l ' i n s e r t .  De ce 

f a i t ,  il n ' é t a i t  p a s  p o s s i b l e  d e  f a i r e  une s o n d e  n e  

compor t an t  q u e  d u  DNA p r o v e n a n t  d e  B a c t e r o i d e s .  Dans l e  

c a s  d e s  p l a s m i d e s  175/23  e t  291/7 ,  nous  n ' a v o n s  p a s  

p r é p a r é  d e  s o n d e s  c a r  c e l l e s - c i  n ' a u r a i e n t  r e p r é s e n t é  

r e s p e c t i v e m e n t  q u e  4 8  e t  40 % d e  l ' i n s e r t .  

6 . 1  - Hybridations avec la sonde 300/25. 

En f i g u r e  2 5 ,  n o u s  voyons l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  d a n s  

l e  c a s  d e  l a  s o n d e  300/25.  S u r  l e  g e l  d ' é l e c t r o p h o r è s e ,  l a  

d o u b l e  d i g e s t i o n  d u  p l a s m i d e  300/25 p a r  H i n d I I I / S a J I  donne  

3  f r a g m e n t s :  1 d e  3741  pb  q u i  n e  c o n t i e n t  q u e  l a  s é q u e n c e  

pBR322, 1 d e  7 , 2  kb q u i  c o r r e s p o n d  p o u r  6 , 9  kb à l ' i n s e r t  

e t  p o u r  276 pb a u  f r a g m e n t  BamHI/SalI du pBR322, 1 d e  1 , 9  

kb q u i  c o r r e s p o n d  p o u r  1 , 5 5  kb à l ' i n s e r t  e t  pou r  346 pb  

au  f r a g m e n t  HindIII/BamHI du pBR322. 

La s o n d e  d e  6 , 4  kb a l a  s é q u e n c e  s u i v a n t e :  

HindIII-EcoRI-PvuII-PvuII-EcoRI-PstI-ScaI e t  n e  s ' h y b r i d e  

q u ' a v e c  elle-même au  n i v e a u  du f r a g m e n t  d e  r e s t r i c t i o n  

H i n d I I I / S a l I  d e  7 , 2  kb du p l a s m i d e  300/25 q u i  a l a  

s é q u e n c e  : HindIII-EcoRI-PvuII-PvuII-EcoRI-PstI-ScaI-Sa11 



( l e  s i t e  Sa21 a p p a r t i e n t  au  pBR322). C e t t e  sonde  n e  p e u t  

s ' h y b r i d e r  a v e c  l e  p e t i t  f r a g m e n t  d e  r e s t r i c t i o n  d e  1 , 9  kb 

p u i s q u e  l a  p a r t i e  d e  l ' i n s e r t  d e  1 , 5 5  kb l e  c o n s t i t u a n t  

n ' e s t  p a s  r e c o u v e r t e  p a r  l a  s o n d e .  

6 . 2  - Hybridations avec la  sonde 148/42. 

En f i g u r e  26 ,  c e  s o n t  l e s  r é s u l t a t s  c o r r e s p o n d a n t  à 

l a  sonde  148/42.  S u r  l e  g e l  d ' é l e c t r o p h o r è s e ,  l a  d o u b l e  

d i g e s t i o n  H i n d I I I / S a l I  du p l a s m i d e  148/42 e n g e n d r e  l a  

f o r m a t i o n  d e  3 f r a g m e n t s :  1 d e  3741  pb  c o n s t i t u é  d e  l a  

s é q u e n c e  pBR322, 1 d e  0 , 5 6  kb q u i  c o r r e s p o n d  p o u r  0 , 2 8  kb 

à l ' i n s e r t  e t  p o u r  276 pb  a l a  p a r t i e  BamHI/SalI du 

pBR322, 1 d e  5 , 3  kb q u i  c o r r e s p o n d  p o u r  4 , 9 5  kb à l ' i n s e r t  

e t  pou r  346 pb au  f r a g m e n t  HindIII/BaraHI du pBR322. 

La s o n d e  d e  3 , 5 5  kb a l a  s é q u e n c e  s u i v a n t e :  

PvuII-EcoRI-EcoRI-ScaI-PvuII . C e l l e - c i  s ' h y b r i d e  a v e c  

elle-même au n i v e a u  du  f r a g m e n t  d e  r e s t r i c t i o n  

H i n d I I I / S a l I  d e  5 , 3  kb du  p l a s m i d e  148/42 e t  non a u  n i v e a u  

du  f r a g m e n t  d e  0 , 5 6  kb .  C e c i  e s t  no rma l  p u i s q u e  l a  s o n d e  

n e  r e c o u v r e  p a s  ce d e r n i e r  f r a g m e n t .  

De p l u s ,  l a  s o n d e  148/42 s ' h y b r i d e  a v e c  un f r a g m e n t  

du  p l a s m i d e  277/31.  Ce d e r n i e r  donne  3  f r a g m e n t s  p a r  l a  

d o u b l e  d i g e s t i o n  H i n d I I I / S a l I  d o n t  un d e  3 , 6  kb c o n s t i t u é  

p o u r  3 , 3  kb d e  l ' i n s e r t  e t  p o u r  276 pb du f r a g m e n t  

BamHI/SalI du  pBR322. C ' e s t  a v e c  l a  p a r t i e  d e  3 , 3  kb q u i  a 

p o u r  s e q u e n c e  HindIII-PvuII-ScaI-EcoRI-BamHI q u e  l a  

sonde  148/42 s ' h y b r i d e .  E n t r e  l a  s e q u e n c e  d e  l a  s o n d e  e t  

c e l l e  d e  c e  f r a g m e n t ,  nous  voyons  q u ' i l  e x i s t e  d e s  

s i m i l i t u d e s  a s s e z  f o r t e s  mais q u e  l e s  i n s e r t s  s o n t  

i n t é g r é s  s u r  l e  p l a s m i d e  pBR322 e n  s e n s  i n v e r s e .  

6 . 3  - Hybridations avec la  sonde 277/31. 

En f i g u r e  27 e s t  p r é s e n t é e  l a  membrane q u i  a é t é  

mi se  en  c o n t a c t  a v e c  la  s o n d e  277/31.  Su r  l e  g e l  

d  ' é l e c t r o p h o r è s e ,  l a  d o u b l e  d i g e s t i o n  H i n d I I I / S a l I  



e n g e n d r e  l a  f o r m a t i o n  d e  3 f r a g m e n t s :  1 d e  3741  pb 

c o r r e s p o n d a n t  au  pBR322 p r e s q u e  c o m p l e t ,  1 d e  0 , 7  kb 

c o n s t i t u é  p o u r  0 , 3 5  kb d e  l ' i n s e r t  e t  p o u r  346  pb  du  

f r a g m e n t  HindIII/BamiiI  du pBR322, 1 d e  3 , 6  kb c o n s t i t u é  

p o u r  3 , 3  kb d e  l ' i n s e r t  e t  p o u r  276 pb  du  f r a g m e n t  BamHI/ 

Sa11 du pBR322. 

La s o n d e  277/31 d e  3 , 3  kb a l a  s é q u e n c e  s u i v a n t e :  

HindIII-PvuII-ScaI-EcoRI-EcoRI-BamHI e t  e l l e  s ' h y b r i d e  

a v e c  elle-même au  n i v e a u  du f r a g m e n t  H i n d I I I / S a l I  d e  3 , 6  

kb du  p l a s m i d e  277/31 e t  non a u  n i v e a u  du f r a g m e n t  d e  0 , 7  

kb c a r  c e l u i - c i  n ' e s t  p a s  r e c o u v e r t  p a r  l a  s o n d e .  

D e  p l u s ,  l a  sonde  277/31  s ' h y b r i d e  a v e c  l e  f r a g m e n t  

H i n d I I I / S a l I  d e  5 , 3  kb du  p l a s m i d e  148/42.  C e  f r a g m e n t  a  

la  s é q u e n c e  s u i v a n t e  : EcoRI-PvuII-EcoRI-EcoRI-ScaI-PvuII- 

H i n d I I I .  Nous o b s e r v o n s  donc  p o u r  l es  h y b r i d a t i o n s  d e s  

p l a s m i d e s  148/42 e t  277/31 d e s  h y b r i d a t i o n s  c r o i s é e s  c a r  

l e  p r e m i e r  réagi t  a v e c  l e  deuxième e t  i n v e r s e m e n t .  

Nous voyons  donc  q u e  l e s  s é q u e n c e s  d e  r e s t r i c t i o n  

s i m i l a i r e s  q u e  nous  a v i o n s  r e p é r é e s  l o r s  d e  

l ' é t a b l i s s e m e n t  d e s  c a r t e s  d e  r e s t r i c t i o n  ( à  s a v o i r  l a  

s é q u e n c e  HindIII-PvuII-ScaI-EcoRI-Eco) s o n t  b i e n  

i d e n t i q u e s  à q u e l q u e s  d é t a i l s  p r è s .  En e f f e t ,  l e s  

d i s t a n c e s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  s i t e s  d e  r e s t r i c t i o n  n e  

s o n t  p a s  t o u j o u r s  p a r f a i t e m e n t  s e m b l a b l e s .  Ceci p e u t  

s ' e x p l i q u e r  p a r  l e  f a i t  q u e  l e s  mesu re s  d e s  f r a g m e n t s  d e  

r e s t r i c t i o n  n e  s o n t  p a s  t o u j o u r s  t r è s  p r é c i s e s ;  en  e f f e t ,  

il e s t  beaucoup  p l u s  f a c i l e  d ' o b t e n i r  une bonne p r é c i s i o n  

pour  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  t a i l l e  d e s  p e t i t s  f r a g m e n t s  

q u e  d a n s  l e  c a s  d e  g r a n d s  f r a g m e n t s .  

Néanmoins,  l e s  p l a s m i d e s  148/42 e t  277/31  p o r t e n t  

b i e n  en  p a r t i e  l e  même i n s e r t .  Donc, c e s  g è n e s  d o i v e n t  

c o d e r  p o u r  l e s  mêmes p r o d u i t s .  



Figure 25: Membrane d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  l ' i n s e r t  p o r t e  p a r  

l e  p l a s m i d e  300/25  e t  l e s  10  p l a s m i d e s  i s o l é s .  Ces  10  

p l a s m i d e s  o n t  s u b i  une  d o u b l e  d i g e s t i o n  H i n d I I I / S a l I .  S u r  

l a  membrane, i l s  s e  t r o u v e n t  a u x  p o s i t i o n s  s u i v a n t e s  : 

1: 4 0 / 1 6 ;  2 :  122 /46 ;  3 :  146 /22 ;  4 :  148 /42 ;  5 :  175 /23 ;  

6 :  177 /52 ;  7 :  184 /44 ;  8 :  2771'31; 9 :  291 /7 ;  10 :  300 /25 .  

La s o n d e  d ' h y b r i d a t i o n  e s t  l e  f r a g m e n t  H i n d I I I / S c a I  d e  6 , 4  

kb  p r o v e n a n t  du p l a s m i d e  300 /25 .  



Figure 26: Membrane d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  l ' i n s e r t  p o r t é  par 

l e  p l a s m i d e  148/42 e t  l e s  10 p l a s m i d e s  i s o l é s .  C e s  10 

p l a s m i d e s  o n t  s u b i  u n e  d o u b l e  d i g e s t i o n  H i n d I I I / S a l I .  S u r  

l a  membrane,  i l s  s e  t r o u v e n t  a u x  p o s i t i o n s  s u i v a n t e s  : 

1: 40/16; 2 :  122/46; 3 :  146/22; 4 :  148/42; 5 :  175/23; 

6 :  177/52; 7 :  184/44; 8 :  277/31; 9 :  291/7; 10 :  300/25.  

La s o n d e  d ' h y b r i d a t i o n  e s t  l e  f r a g m e n t  P v u I I / P v u I I  d e  3,5 

kb p r o v e n a n t  d u  p l a s m i d e  148/42.  



Figure 27: Membrane d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  l ' i n s e r t  p o r t 6  p a r  

l e  p l a s m i d e  277/31 e t  l e s  10 p l a s m i d e s  i s o l e s .  C e s  10 

p l a s m i d e s  o n t  s u b i  une d o u b l e  d i g e s t i o n  H i n d I I I / S a l I  . Sur  

l a  membrane, i l s  s e  t r o u v e n t  aux  p o s i t i o n s  s u i v a n t e s  : 

1: 40/16; 2 :  122/46; 3 :  146/22; 4 :  148/42; 5 :  175/23; 

6 :  177/52; 7 :  184/44; 8 :  277/31; 9 :  291/7; 10: 300/25.  

La s o n d e  d ' h y b r i d a t i o n  e s t  l e  f r a g m e n t  HindIII/BamHI d e  

3,3 kb p r o v e n a n t  du p l a s m i d e  277/31. 



6.4 - Hybridations avec la sonde 177/52. 

En figure 28 se trouvent les résultats obtenus avec 

la membrane que l'on a hybridée avec la sonde 177/52. Sur 

le gel d'électrophorèse, la double digestion HindIII/SalI 

du plasmide 177/52 a engendré la formation de 5 fragments: 

1 de 3741 pb qui correspond au pBR322, 1 de 5,2 kb et 1 de 

1,4 kb qui ne correspondent qu'à l'insert, 1 de 0,93 kb 

constitué pour 0,65 kb de l'insert et pour 276 pb du 

fragment BamHI/SalI du pBR322, 1 de 0,95 kb constitué pour 

0,61 kb de l'insert et pour 346 pb du fragment HindIII/ 

BamHI du pBR322. On trouve également sur le gel un 

fragment de digestion partielle de 2,3 kb qui correspond 

à l'association des fragments de 1,4 et 0,93 kb. 

La sonde 177/52 de 7,l kb a la séquence suivante: 

BamHI-ScaI-P stI-PstI-Pst 1-HindIII-PvuII-H indIII-PvuII - 
PvuII-PstI-Bad1 . Celle-ci s'hybride avec elle-même au 

niveau des fragments HindIII/SalI de 5,2, 1,4 et 0,93 kb 

ainsi qu'au niveau du fragment de restriction partielle de 

2337 po. Le fragment de 953 pb n'est pas hybridé car la 

sonde ne recouvre pas ce fragment de restriction. 

Cette sonde réagit également avec 2 fragments de 

restriction HindIII/SalI du plasmide 184/44. Ces 2 

fragments couvrent presque la totalité de la taille de 

l'insert 184/44 et ont la séquence totale suivante: 

HindIII-PstI-PstI-ScaI-BamHI. Nous voyons que cette 

séquence est identique à celle de la sonde 177/52 à 

l'exception d'un site Pst1 qui est absent. De plus, ces 

séquences sont intégrées dans le pBR322 en sens inverse. 

Si l'on observe les cartes de restriction des inserts 

177/52 et 184/44, nous voyons que les similitudes sont 

encore plus fortes car l'on a dans les 2 cas un fragment 

EcoRI-SalI-BamHI commun mais qui n 'est pas couvert par la 

sonde 177/52. 



S u r  c e t t e  m ê m e  f i g u r e  29 ,  n o u s  pouvons é g a l e m e n t  

v o i r  une r é p o n s e  t r è s  f a i b l e  a v e c  un f r a g m e n t  d e  

r e s t r i c t i o n  du p l a s m i d e  146/22 .  C e l u i - c i  a l a  s é q u e n c e  d e  

r e s t r i c t i o n  s u i v a n t e :  HindIII-PstI-BamHI-PvuII-BamHI. Nous 

a v o n s  h y b r i d a t i o n  f a i b l e  mais l e s  r e s s e m b l a n c e s  d e  

s equence  n e  s o n t  p a s  f r a p p a n t e s .  

6 . 5  - Hybridations avec la sonde 184/44. 

Sur  l a  f i g u r e  29 s o n t  r e p o r t é s  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  

a v e c  l a  s o n d e  184/44 q u i  a l a  s é q u e n c e  s u i v a n t e :  

PvuII-HindIII-PstI-PstI-ScaI-BamHI-Sa1I-EcoRI e t  une  

t a i l l e  d e  5 , 6  kb.  Le p l a s m i d e  184/44 donne  p a r  d o u b l e  

d i g e s t i o n  H i n d I I I - S a 2 1  p l u s i e u r s  c o u p u r e s  e t  l a  s o n d e  

r é a g i t  a v e c  3 f r a g m e n t s :  1 d e  5 , l  kb q u i  a  l a  s é q u e n c e  

HindIII-PstI-PstI-ScaI-BamHI-Sa11 e t  c o n t r e  l e q u e l  l a  

r é a c t i o n  e s t  f o r t e  c a r  l a  s o n d e  l e  r e c o u v r e  t o t a l e m e n t ,  1 

f r a g m e n t  P v u I I - H i n d I I I  p o u r  l e q u e l  l a  r é a c t i o n  est  un peu 

moins  f o r t e  car l a  s o n d e  n e  l e  r e c o u v r e  q u e  d e  0 , 4  kb ,  e t  

1 f r agmen t  Sa l I -EcoRI  d e  1 , 7  kb q u i  réagit  t rès  f a i b l e m e n t  

c a r  l a  s o n d e  n e  l e  r e c o u v r e  q u e  d e  0 , 1 7  kb.  

L a  s o n d e  184/44 s ' h y b r i d e  éga l emen t  a v e c  d e s  

f r a g m e n t s  d e  r e s t r i c t i o n  du p l a s m i d e  177/52.  Nous p o u v i o n s  

n o u s  y a t t e n d r e  vu q u e  l ' i n v e r s e  e s t  v r a i .  La s o n d e  r é a g i t  

d o n c  avec  l e s  f r a g m e n t s  s u i v a n t s :  1 f r a g m e n t  d e  5 , 2  kb q u i  

a  l a  s é q u e n c e  SalI-BamHI-ScaI- P s t I - P s t I - P s t I - H i n d I I I  ( l a  

s équence  e s t  i d e n t i q u e  à l ' e x c e p t i o n  d ' u n  s i t e  Pst1 

s u p p l é m e n t a i r e  e t  d e  l ' o r i e n t a t i o n  s u r  l e  pBR322), 1 

f r a g m e n t  d e  1 , 4  kb d e  s e q u e n c e  H i n d I I I - P v u I I - H i n d I I I  ( a v e c  

l a  séquence  P v u I I - H i n d I I I  commune), 1 f r a g m e n t  EcoRI-SaII  

q u i  r 6 a g i t  f a i b l e m e n t  mais c e t t e  s é q u e n c e  n e  f a i t  q u e  0 , 1 7  

kb ,  e t  e n f i n  1 f r a g m e n t  d e  r e s t r i c t i o n  p a r t i e l l e  d e  2 , 3  kb 

q u i  a l a  s é q u e n c e  HindIII-PvuII-HindIII-PvuII-PvuII-PstI- 

BamHI pour  l e q u e l  l a  s é q u e n c e  commune e s t  l e  f r a g m e n t  

P v u I I - H i n d I I I  . 



Donc, nous  avons  b i e n  h y b r i d a t i o n s  c r o i s é e s  e n t r e  

l e s  p l a s m i d e s  177/52 e t  184/44 m a i s  l e s  i n s e r t s  s o n t  

i n t é g r é s  s u r  l e  pBR322 d a n s  l e  s e n s  i n v e r s e  e t  un s i t e  

Pst1 n ' e s t  p a s  p r é s e n t  s u r  l e  p l a s m i d e  184/44.  

D e  p l u s ,  comme p o u r  l a  f i g u r e  29 ,  nous  a v o n s  une 

h y b r i d a t i o n  t r è s  f a i b l e  e n t r e  un f r agmen t  du p l a s m i d e  

146/22 e t  l a  s o n d e  184/44.  C ' e s t  l e  même f r a g m e n t  q u e  d a n s  

l e  c a s  p r é c é d e n t  ( d e  s é q u e n c e  HindIII-PstI-BamHI-PvuII- 

BamHI) q u i  r é a g i t .  I c i  é g a l e m e n t ,  nous  ne  voyons  p a s  t r è s  

b i e n  a v e c  l e s  c a r t e s  d e  r e s t r i c t i o n  où se  t r o u v e n t  l e s  

s é q u e n c e s  communes. 

6 . 6  - Hybridations avec la sonde 146/22. 

Avec l e s  r é s u l t a t s  d e  l ' h y b r i d a t i o n  d e  l a  sonde  

146/22, n o u s  a l l o n s  s a v o i r  s i  l e s  h y b r i d a t i o n s  f a i b l e s  

c o n t r e  l es  s o n d e s  177/52 e t  184/44 s o n t  d e s  a r t é f a c t s  d e  

m a n i p u l a t i o n  ou l e  f a i t  d e  p e t i t e s  s é q u e n c e s  communes. En 

f i g u r e  30 s o n t  r e p o r t é s  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  a v e c  l a  

sonde  146/22 .  C e l l e - c i  a  l a  s é q u e n c e  EcoRI -HindI I I -Ps t I -  

BamHI-PvuII e t  a une t a i l l e  d e  3 , 2  kb.  C e t t e  sonde  

s ' h y b r i d e  a v e c  elle-même au  n i v e a u  du f r a g m e n t  

HindIII-PstI-BamHI-PvuII-BamHI d e  3 , 4  kb.  

C e t t e  sonde  s ' h y b r i d e  é g a l e m e n t  a v e c  l e s  f r a g m e n t s  d e  

d i g e s t i o n  du p l a s m i d e  177/52 .  E l l e  r é a g i t  a i n s i  a v e c  un 

f r a g m e n t  d e  0,93 kb q u i  a l a  s é q u e n c e  H i n d I I I - P v u I I - P v u I I -  

PstI-BamHI, a v e c  un f r agmen t  H i n d I I I - P v u I I - H i n d I I I  d e  1 , 4  

kb ( r é a c t i o n  p l u s  f a i b l e )  e t  a v e c  l e  f r agmen t  d e  d i g e s t i o n  

p a r t i e l l e  d e  2 , 3  kb ( c o r r e s p o n d a n t  à l ' a s s o c i a t i o n  d e s  2 

f r a g m e n t s  p r é c é d e n t s )  q u i  a  l a  s équence  H i n d I I I - P v u I I -  

HindIII-PvuII-PvuII-PstI-BamHI. P a r  c o n t r e ,  c e t t e  s o n d e  ne  

semble  p a s  s ' h y b r i d e r  a v e c  l e  p l a s m i d e  184/44.  

Donc, nous  avons  h y b r i d a t i o n s  c r o i s é e s  e n t r e  l e s  

p l a s m i d e s  146/22 e t  177/52 e t  non e n t r e  l e  146/22 e t  l e  

184/44.  En f a i t ,  l e s  r é p o n s e s  o b s e r v é e s  v i s - à - v i s  d e s  



f r a g m e n t s  146/22 s o n t  t o u j o u r s  t rès f a i b l e s ;  d o n c ,  c e c i  

e x p l i q u e  q u e  nous  n e  voyons  p a s  d e  s é q u e n c e s  communes s u r  

l e s  c a r t e s  d e  r e s t r i c t i o n .  Nous d e v o n s  p l u t ô t  a v o i r  d e s  

s é q u e n c e s  n u c l é o t i d i q u e s  communes q u i  n e  se  t r o u v e n t  p a s  

d a n s  l e s  s i t e s  d e  r e s t r i c t i o n  d e s  enzymes t e s t é s .  De p l u s ,  

d a n s  c e r t a i n s  c a s  comme c e u x  d e s  i n s e r t s  177/52 e t  184/44 ,  

nous  voyons  que  l e s  f r a g m e n t s  s o n t  i d e n t i q u e s  a d e s  

i n s e r t i o n s  ou d e s  d é l é t i o n s  p r è s  ( s i t e  P s t I ) .  

En c o n c l u s i o n ,  l e s  h y b r i d a t i o n s  n o u s  d o n n e n t  

c o n f i r m a t i o n  d e s  s i m i l i t u d e s  r e p é r é e s  a l a  s u i t e  d e  

l ' é t a b l i s s e m e n t  d e s  c a r t e s  d e  r e s t r i c t i o n ;  à s a v o i r  q u e  

d ' u n e  p a r t ,  l e s  p l a s m i d e s  148/42 e t  277/31 e t  d ' a u t r e  p a r t  

l e s  177/52 e t  184/44 p o r t e n t  d e s  i n s e r t s  s e m b l a b l e s .  Dans 

c e s  2  cas,  l e s  i n s e r t s  se t r o u v e n t  en  s e n s  i n v e r s e .  De 

p l u s ,  n o u s  avons  vu que  l e s  2  i n s e r t s  177/52 e t  184/44 

s ' h y b r i d e n t  f a i b l e m e n t  a v e c  l e  p l a s m i d e  146/22 e t  q u e  ce 

d e r n i e r  réagi t  a v e c  l e  p l a s m i d e  177/52 .  Donc, l e  p l a s m i d e  

146/22 n e  d o i t  p r é s e n t e r  q u e  q u e l q u e s  s i m i l i t u d e s  d e  

s équence  a v e c  l e  g r o u p e  formé p a r  l e s  p l a s m i d e s  177/52 e t  

184/44.  S i n o n ,  l ' i n s e r t  300/25 n e  r é a g i t  a v e c  aucun  a u t r e  

i n s e r t ;  d e  c e  f a i t ,  il d o i t  p o r t e r  d e s  g è n e s  d i f f é r e n t s .  

Les  i n s e r t s  à p a r t i r  d e s q u e l s  n o u s  n ' a v o n s  p a s  p r é p a r é  d e  

s o n d e s  n e  s e  s o n t  p a s  h y b r i d é s  a v e c  l e s  6  s o n d e s  

u t i l i s é e s .  Néanmoins,  nous  s a v o n s  q u e  l e s  i n s e r t s  40/16 e t  

122/46 s o n t  i d e n t i q u e s .  En ce q u i  c o n c e r n e  l e s  i n s e r t s  

175/23 e t  291/7,  n o u s  s a v o n s  q u ' i l s  n e  s ' h y b r i d e n t  a v e c  

aucune  d e s  6  s o n d e s  e t ,  vu l e u r s  p r o f i l s  d e  r e s t r i c t i o n ,  

nous  pouvons  p e n s e r  q u ' i l  n ' e x i s t e  aucune  s i m i l i t u d e  e n t r e  

e u x .  



Figure 28: Membrane d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  l ' i n s e r t  p o r t é  p a r  

l e  p l a s m i d e  177/52 e t  l e s  10 p l a s m i d e s  i s o l é s .  Ces  10 

p l a s m i d e s  o n t  s u b i  une  d o u b l e  d i g e s t i o n  H i n d I I I / S a l I  . Sur  

l a  membrane, i l s  s e  t r o u v e n t  aux  p o s i t i o n s  s u i v a n t e s  : 

1: 40/16;  2 :  122/46;  3 :  146/22;  4 :  148/42; 5 :  175/23;  

6 :  177/52;  7 :  184/44;  8 :  277/31;  9 :  291/7; 10 :  300/25.  

L a  sonde  d ' h y b r i d a t i o n  e s t  l e  f r a g m e n t  BamHI d e  7 , l  kb 

p r o v e n a n t  du  p l a s m i d e  177/52 .  



Figure 29: Membrane d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  l ' i n s e r t  p o r t é  p a r  

l e  p l a s m i d e  184/44 e t  l e s  10 p l a s m i d e s  i s o l é s .  Ces 10 

p l a s m i d e s  o n t  s u b i  u n e  d o u b l e  d i g e s t i o n  H i n d I I I / S a l I .  S u r  

l a  membrane,  i l s  s e  t r o u v e n t  a u x  p o s i t i o n s  s u i v a n t e s  : 

1: 40/16; 2: 122/46; 3: 146/22; 4: 148/42; 5: 175/23; 

6: 177/52; 7: 184/44; 8: 277/31; 9: 291/7; 10: 300/25. 

La s o n d e  d ' h y b r i d a t i o n  e s t  l e  f r a g m e n t  PvuII/EcoRI d e  5,6 

kb p r o v e n a n t  d u  p l a s m i d e  184/44. 



Figure 30: Membrane d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  l ' i n s e r t  p o r t e  p a r  

l e  p l a s m i d e  146/22 e t  l e s  10 p l a s m i d e s  i s o l é s .  C e s  10 

p l a s m i d e s  o n t  s u b i  u n e  d o u b l e  d i g e s t i o n  H i n d I I I / S a l I  . S u r  

l a  membrane,  i ls s e  t r o u v e n t  a u x  p o s i t i o n s  s u i v a n t e s  : 

1: 40/16;  2 :  122/46; 3 :  146/22; 4 :  148/42; 5 :  175/23; 

6 :  177/52;  7 :  184/44; 8 :  277/31; 9 :  291/7;  10 :  300/25.  

La s o n d e  d ' h y b r i d a t i o n  e s t  l e  f r a g m e n t  E e o R I / P v u I I  d e  3,2 

kb p r o v e n a n t  du p l a s m i d e  146/22 .  



P o u r  v o i r  s i  l a  f a i b l e  d é g r a d a t i o n  du d e x t r a n  

n ' é t a i t  p a s  due  à un p rob lème  d e  s o u c h e ,  n o u s  avons  

i n t r o d u i t  p a r  t r a n s f o r m a t i o n  l e  p l a s m i d e  40/16 d a n s  l a  

s o u c h e  d ' E .  coli GM272. L e s  c l o n e s  o b t e n u s  o n t  p r o d u i t  d e s  

h a l o s  d e  d é g r a d a t i o n  s u r  m i l i e u  g é l o s é  a v e c  b l e u  d e x t r a n  

mais l ' i n t e n s i t é  d e  c e s  h a l o s  n ' é t a i t  p a s  p l u s  f o r t e  q u e  

d a n s  l e  c a s  d e  l a  s o u c h e  HB101. C ' e s t  p o u r q u o i  n o u s  avons  

d é c i d é  d ' e n t r e p r e n d r e  un s o u s - c l o n a g e .  

7 . 1  Le vecteur d'expression. 

Nous avons  vu q u e  n o u s  sommes en p r é s e n c e  d ' u n  

nombre a s s e z  i m p o r t a n t  d ' i n s e r t s  d i f f é r e n t s .  J u s q u ' à  

m a i n t e n a n t ,  l ' e x p r e s s i o n  d e s  g è n e s  c l o n é s  n ' e s t  p a s  t r è s  

f o r t e .  L e  v e c t e u r  d ' e x p r e s s i o n  c h o i s i  e s t  l e  p l a s m i d e  

pDR720 ( f i g u r e  5 ,  m a t é r i e l s  e t  mé thodes )  q u i  p o r t e ,  d a n s  

un p o l y l i n k e r ,  l a  r é g i o n  p r o m o t e u r  / o p é r a t e u r  d e  l ' o p é r o n  

t r y p t o p h a n e  ( R u s s e l l  e t  B e n n e t t ,  1 9 8 2 ) .  Pour  l a  s é l e c t i o n  

d e s  c l o n e s ,  c e  p l a s m i d e  p o r t e  un g è n e  d e  r é s i s t a n c e  à 

l ' a m p i c i l l i n e  e t  un g è n e  galH. Ce p l a s m i d e  p o r t e  donc  un 

p romoteu r  t r è s  p u i s s a n t  a f i n  d ' a u g m e n t e r  l e  n i v e a u  

d ' e x p r e s s i o n  d e  g è n e s  i n s é r é s  en  a v a l .  

La s o u c h e  t r a n s f o r m é e  e s t  l a  s o u c h e  d ' E .  coli C600 

q u i  p o s s è d e  l e  g è n e  trpi?; e l l e  e s t  donc  c a p a b l e  d e  

s y n t h é t i s e r  un r é p r e s s e u r  i n a c t i f  a p p e l é  a p o - r é p r e s s e u r .  

En a b s e n c e  d e  t r y p t o p h a n e ,  l ' a p o - r é p r e s s e u r  a peu 

d  ' a f f i n i t é  p o u r  l a  r é g i o n  p r o m o t e u r / o p é r a t e u r ,  q u i  e s t  

a c t i v e ,  e t  l e s  g è n e s  s i t u é s  en  a v a l  s o n t  t r a n s c r i t s .  P a r  

c o n t r e ,  en  p r é s e n c e  d e  t r y p t o p h a n e ,  c e l u i - c i  se  f i x e  s u r  

l ' a p o - r é p r e s s e u r  i n a c t i f  p o u r  donne r  un C O - r é p r e s s e u r  

a c t i f  q u i  v a  s e  f i x e r  s u r  l ' o p é r a t e u r  du p romoteu r  d e  

l ' o p é r o n  t r y p t o p h a n e  e t  donc  b l o q u e r  l a  t r a n s c r i p t i o n .  Le 

t r y p t o p h a n e  augmente  d o n c  l ' a f f i n i t é  du  r é p r e s s e u r  pour  

l ' o p é r a t e u r .  En f a i t ,  il e s t  normal  q u e  l e  t r y p t o p h a n e  



b l o q u e  l a  t r a n s c r i p t i o n  c a r ,  d a n s  l e  c a s  d e  l ' o p é r o n  

t r y p t o p h a n e  c o m p l e t ,  il s e r a i t  s u p e r f l u  d e  s y n t h é t i s e r  du 

t r y p t o p h a n e  s ' i l  e s t  d é j à  p r é s e n t  d a n s  l e  m i l i e u .  

Donc, t a n t  q u e  l e  t r y p t o p h a n e  e s t  a b s e n t  du m i l i e u ,  

l a  RNA-polymérase p e u t  s e  f i x e r  s u r  l ' o p é r a t e u r  e t  

d é m a r r e r  l a  t r a n s c r i p t i o n ;  a i n s i ,  l e s  g è n e s  s i t u é s  e n  a v a l  

v o n t  ê t r e  t r a n s c r i t s .  C ' e s t  c e t t e  p r o p r i é t é  q u e  nous  

u t i l i s o n s  a v e c  l e  p l a s m i d e  pDR720. Pour  q u e  l ' o n  a i t  un 

h a u t  n i v e a u  d ' e x p r e s s i o n ,  il f a u t  q u e  nous  s o y o n s  en  

a b s e n c e  d e  t r y p t o p h a n e .  Nous pouvons  i n d u i r e  ces 

c o n d i t i o n s  e n  u t i l i s a n t  un a n a l o g u e  du  t r y p t o p h a n e :  

l ' a c i d e  3 @ - i n d o l e - a c r y l i q u e  q u i  v a  se  f i x e r  s u r  l ' a p o -  

r é p r e s s e u r  à l a  p l a c e  d u  t r y p t o p h a n e  mais s a n s  augmen te r  

l ' a f f i n i t é  d e  c e  r é p r e s s e u r  p o u r  l ' o p é r a t e u r  du p r o m o t e u r .  

A i n s i ,  nous  n o u s  m e t t o n s  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  d ' a b s e n c e  d e  

t r y p t o p h a n e  p u i s q u e  l ' a p o - r é p r e s s e u r  n e  p o u r r a  p a s  se  

f i x e r  a l ' o p é r a t e u r .  

En f a i t ,  n o u s  p o u r r i o n s ,  p o u r  ê t r e  d a n s  d e s  

c o n d i t i o n s  où l a  p r é s e n c e  d e  t r y p t o p h a n e  n ' a  p a s  

d ' i m p o r t a n c e ,  u t i l i s e r  une  s o u c h e  n e  s y n t h é t i s a n t  p a s  l e  

r é p r e s s e u r .  Mais n o u s  a u r i o n s  d e s  p r o b l è m e s  d e  s t a b i l i t é .  

En e f f e t ,  il e s t  t r è s  d i f f i c i l e  d e  s é l e c t i o n n e r  e t  d e  

m a i n t e n i r  des  p l a s m i d e s  p o r t a n t  l a  r é g i o n  p romoteu r /  

o p é r a t e u r  d e  l ' o p é r o n  t r y p t o p h a n e  d a n s  d e s  m u t a n t s  

d é f i c i e n t s  t r p R  ( N i c h o l s  e t  Yanofsky ,  1 9 8 3 ) .  

7 . 2  Préparation des inser t s  e t  transformation. 

L ' i n s e r t  q u e  nous  avons  c h o i s i  d e  s o u s - c l o n e r  e s t  

c e l u i  p o r t é  par l e  p l a s m i d e  40/16. C e c i  pou r  p l u s i e u r s  

r a i s o n s .  I l  e s t  l e  p l u s  p e t i t  d e s  i n s e r t s  i s o l é s ,  sa  c a r t e  

d e  r e s t r i c t i o n  e s t  t r è s  s i m p l e ,  il e s t  p r é s e n t  s u r  2 d e s  

10 p l a s m i d e s  e t  s ' e s t  expr imé c h e z  une  a u t r e  s o u c h e  d ' E .  

coli q u ' e s t  l a  s o u c h e  GM272. 



La p r e m i è r e  é t a p e  a c o n s i s t é  à l e  r e s s o r t i r  du 

p l a s m i d e  40 /16 .  Pou r  c e l a ,  n o u s  a v o n s  e f f e c t u é  une d o u b l e  

d i g e s t i o n  d u  p l a s m i d e  p a r  l e s  e n d o n u c l é a s e s  d e  r e s t r i c t i o n  

Pst1 e t  S a l I .  Le f r agmen t  d e  4 , 6  kb c o r r e s p o n d a n t  a é t é  

r é c u p é r é  p a r  é l e c t r o é l u t i o n .  

Le p l a s m i d e  pDR720 a  é t é  l i n é a r i s é  p a r  l ' enzyme  

BamHI e t  a é t é  d é p h o s p h o r y l é  e n  5 '  p a r  l a  p h o s p h a t a s e  

a l c a l i n e .  

Nous a v o n s  e n s u i t e  e f f e c t u é  une  d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  

p a r  l ' enzyme Sau3AI du f r a g m e n t  d e  4 , 6  kb ( c f  f i g u r e  32)  

e t  c e  DNA a  é t é  l i g a t u r é  s u r  l e  p l a s m i d e  pDR720 s u i v a n t  un 

r a p p o r t  d e  c o n c e n t r a t i o n  d e  1/1. E n s u i t e ,  l a  s o u c h e  d ' E .  

coli C600 a é t é  t r a n s f o r m é e  p a r  l e  mélange d e  l i g a t u r e .  

Les  b a c t é r i e s  t r a n s f o r m é e s  o n t  é t é  é t a l é e s  s u r  m i l i e u  

r i c h e  LB + a m p i c i l l i n e  (100  ug /ml)  + d e x t r a n  T l 0  à 0 , 5  %. 

Après  i n c u b a t i o n  d e  48 h e u r e s  à 37"C, nous  avons  o b t e n u  

e n v i r o n  15000 c o l o n i e s .  

L e  c o n t e n u  p l a s m i d i q u e  d ' u n e  c i n q u a n t a i n e  d e  

t r a n s f o r m a n t s  mon t r e  que  l ' o n  a e n v i r o n  75 X d e  p l a s m i d e s  

h y b r i d e s .  

7 . 3  Criblage des transformants. 

L e s  c o l o n i e s  i s s u e s  d e  l a  t r a n s f o r m a t i o n  o n t  é t é  

r e p i q u é e s  s u r  m i l i e u  minimum g é l o s é  M9 a d d i t i o n n é  d e  b l e u  

d e x t r a n  TS000 ( 0 , 5  % ) ,  d e  v i t a m i n e  BI ( 2  pg/ml) ,  

d ' a m p i c i l l i n e  ( 1 0 0  ug/ml) ,  d e  l e u c i n e  e t  d e  t h r é o n i n e  ( 2 0  

pg/ml) c a r  l a  s o u c h e  e s t  e x i g e n t e  en  c e s  2 a c i d e s  a m i n é s .  

On a é g a l e m e n t  a j o u t é  une  q u a n t i t é  t r ès  f a i b l e  d e  g l y c é r o l  

( 0 , 0 5  % )  c a r  l a  s o u c h e  n e  p e u t  sû remen t  p a s  u t i l i s e r  l e  

d e x t r a n  comme s e u l e  s o u r c e  d e  c a r b o n e .  

Après  r e p i q u a g e  d e  600 c o l o n i e s ,  nous  a v o n s  i s o l e  un 

c l o n e  c a p a b l e  d e  p r o d u i r e  une  zone  d e  d é g r a d a t i o n  s u r  

m i l i e u  g é l o s é  + b l e u  d e x t r a n .  C e l u i - c i  a é t é  r e p i q u é  

p l u s i e u r s  f o i s  s u r  m i l i e u  g é l o s é  minimum e t  r i c h e  



c o n t e n a n t  d u  b l e u  d e x t r a n  e t  à chaque  f o i s  n o u s  a v o n s  

ob t enu  un h a l o  d e  d é g r a d a t i o n .  Ce h a l o  n ' a p p a r a î t  p a s  t o u t  

d e  s u i t e ;  il f a u t  e n v i r o n  1 5  j o u r s  p o u r  q u ' i l  commence à 

s e  d é v e l o p p e r .  P a r  c o n t r e ,  quand l e  h a l o  d e v i e n t  v i s i b l e ,  

l e  phénomène n e  se  p a s s e  p a s  q u e  d a n s  l a  p r o x i m i t é  d e  l a  

c o l o n i e  comme c ' é t a i t  l e  c a s  p o u r  l e s  c l o n e s  H B l O l  

p r é c é d e n t s .  A i n s i ,  un h a l o  a p p a r u  15 j o u r s  a p r è s  

l ' ensemencement  a a t t e i n t  l e  d i a m è t r e  d e  27 mm à 20 j o u r s ,  

d e  4 3  mm à 30 j o u r s  p o u r  f i n i r  p a r  a t t e i n d r e  l a  t a i l l e  d e  

l a  b o i t e  d e  P é t r i  à e n v i r o n  4 5  j o u r s .  L ' a p p a r i t i o n  

r e t a r d é e  du h a l o  n e  pe rme t  p a s  d e  d o s a g e  d ' a c t i v i t 6  p a r  l a  

méthode d e s  s u c r e s  r é d u c t e u r s ;  e n  e f f e t ,  nous  n e  pouvons 

p a s  f a i r e  d ' i n c u b a t i o n s  a u s s i  l o n g u e s .  P a r  c o n t r e ,  n o u s  

a v o n s  r é u s s i  à o b s e r v e r  un r e l a r g a g e  d u  chromophore du 

b l e u  d e x t r a n  en s p e c t r o p h o t o m é t r i e  p o u r  d e s  c e l l u l e s  

c u l t i v é e s  e n  m i l i e u  l i q u i d e  M9. 

Le c o n t e n u  p l a s m i d i q u e  d e  ce c l o n e  p o s i t i f  a é t é  

examiné p a r  l y s e  d i r e c t e  en g e l  d ' a g a r o s e .  Le p l a s m i d e  e s t  

t r ès  p e t i t  p u i s q u e  l ' o n  o b t i e n t  une  t a i l l e  d ' e n v i r o n  4 , 9  

kb ( l e  pDR720 a y a n t  une  t a i l l e  d ' e n v i r o n  4 , l  k b ) .  Donc, l e  

f r a g m e n t  c l o n é  d é r i v a n t  du p l a s m i d e  40/16 a u r a i t  é t é  

r é d u i t  à une  t a i l l e  d ' e n v i r o n  0 , 8  kb.  

7 . 4  Etude du plasmide.  

Le p l a s m i d e  h y b r i d e  a  é t é  e x t r a i t  e t  p u r i f i é  p a r  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  c h l o r u r e  d e  cé s ium.  

E n s u i t e ,  n o u s  a v o n s  e f f e c t u é  d e s  d i g e s t i o n s  e n z y m a t i q u e s  

a f i n  d e  c o n n a î t r e  la  t a i l l e  du  f r a g m e n t  e t  s e s  é v e n t u e l s  

s i tes d e  r e s t r i c t i o n .  

L ' i n s e r t  a  en  f a i t  une t a i l l e  d e  0 , 7  kb.  Le témoin  

d e  masse m o l é c u l a i r e  u t i l i s é  d a n s  c e t t e  zone  e s t  l e  DNA du  

phage  @XI74 d i g é r é  p a r  HaeIII. L ' i n s e r t  n ' e s t  p a s  coupé  

p a r  l e s  enzymes d e s  s i t e s  d e  r e s t r i c t i o n  se  t r o u v a n t  s u r  

l ' i n s e r t  40 /16 ;  c ' e s t - à - d i r e  EcoRI e t  H i n d I I I .  P a r  c o n t r e ,  

à une  e x t r é m i t é  d e  l ' i n s e r t  n o u s  a v o n s  r e t r o u v é  un s i t e  



BamHI. Pour  e s s a y e r  d e  s i t u e r  d e  q u e l l e  p a r t i e  d e  l ' i n s e r t  

40/16 n o t r e  i n s e r t  p r o v e n a i t ,  n o u s  a v o n s  r e f a i t  u n e  c a r t e  

d e  r e s t r i c t i o n  d u  p l a s m i d e  40/16 e n  e s s a y a n t  une  g r a n d e  

q u a n t i t é  d ' enzymes  d e  r e s t r i c t i o n .  Nous a v o n s  e s s a y é  l e s  

d i g e s t i o n s  du p l a s m i d e  40/16 p a r  l e s  enzymes s u i v a n t s :  

AvaI, B g l I I ,  B s t E I I ,  C l a I ,  EcoRV, NdeI,  Pvu I ,  S a c I ,  SacII, 

SmaI, XhoI.  S e u l s  l es  enzymes AvaI ,  NdeI e t  XhoI c o u p e n t  

l ' i n s e r t  du p l a s m i d e  40 /16 .  A l ' a i d e  d e  d o u b l e s  

d i g e s t i o n s ,  n o u s  avons  pû p l a c e r  l e s  d i f f é r e n t s  s i t e s  d e  

coupure  s u r  l ' i n s e r t  ( c f  f i g u r e  3 3 ) .  

Malheureusement ,  c e s  nouveaux  s i t e s  d e  r e s t r i c t i o n  

du p l a s m i d e  40 /16  n e  c o u p e n t  pas l ' i n s e r t  i n t é g r é  s u r  l e  

p l a s m i d e  pDR720. Donc, n o t r e  i n s e r t  d e  O , ?  kb p r o v i e n t  

s o i t  d u  f r a g m e n t  NdeI-NdeI d e  1,23 kb ,  s o i t  du  f r a g m e n t  d e  

1 , 2 5  kb à d r o i t e  du  s i t e  H i n d I I I .  

A c t u e l l e m e n t ,  n o u s  n e  pouvons s a v o i r  s i  l e  f r a g m e n t  e s t  

s o u s  l e  c o n t r a l e  du  p romoteu r  t r y p t o p h a n e  ou non car l a  

b a c t é r i e  n ' e s t  p a s  c a p a b l e  d ' u t i l i s e r  l e  d e x t r a n  comme 

s e u l e  s o u r c e  d e  c a r b o n e .  En e f f e t ,  nous  sommes o b l i g é s  d e  

complémenter  l e  m i l i e u  minimum d e  c u l t u r e  p a r  0 , 0 5  % d e  

g l y c é r o l  p o u r  p e r m e t t r e  l a  c r o i s s a n c e .  Evidemment,  nous  

voyons q u e  l ' e x p r e s s i o n  e s t  t o u j o u r s  t a r d i v e  mais q u ' e l l e  

s e  f a i t  à d e s  n i v e a u x  beaucoup  p l u s  é l e v é s ;  s e u l e m e n t  c e c i  

n ' i m p l i q u e  p a s  q u e  nous  s o y o n s  s o u s  l e  c o n t r ô l e  du 

p romoteu r  t r y p t o p h a n e  c a r  c e t t e  e x p r e s s i o n  p l u s  é l e v é e  e s t  

p e u t  ê t r e  due  à un g r a n d  nombre d e  c o p i e s  du p l a s m i d e  

pDR720 d a n s  l a  s o u c h e .  



Figure 31: Zone d e  d é g r a d a t i o n  du  c l o n e  E. coli C60O 

c o n t e n a n t  l e  p l a s m i d e  pDR720 p o r t a n t  l ' i n s e r t  d e  0 , 7  k b .  



F i g u r e  32: P r o f i l  d e  d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  du  f r a g m e n t  

PstI-Sa11 d e  4 , 6  kb d u  p l a s m i d e  40 /16  d i g é r é  p a r  Sau3AI.  

1: D N A  du  phage  d i g é r 6  p a r  H i n d I I I .  

2 :  D i g e s t i o n  p a r t i e l l e  p a r  Sau3AI.  

N N A X E H  
t I I I  I I 

F i g u r e  33: C a r t e  d e  r e s t r i c t i o n  d é t a i l l é e  d e  l ' i n s e r t  

p o r t é  p a r  l e  p l a s m i d e  4 0 / 1 6 .  

A: AvaI ;  E: EcoRI; H :  H i n d I I I ;  N :  NdeI ;  X :  XhoI. 



C O N C L U S I O N  

P E R S P E C T I V E S  



J u s q u ' à  p r é s e n t ,  peu  d e  g è n e s  d e  Bacteroides i m p l i q u é s  

d a n s  l e s  d é g r a d a t i o n s  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  o n t  é t é  c l o n é s .  

Il é t a i t  donc  i n t é r e s s a n t  d ' é t u d i e r  l ' e x p r e s s i o n  d e  

c e r t a i n s  d e  c e s  g è n e s  c h e z  E. coli. Les  g è n e s  c h o i s i s  p o u r  

c e t t e  é t u d e  é t a i e n t  c e u x  d o n t  l e s  p r o d u i t s  i n t e r v i e n n e n t  

d a n s  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  d e x t r a n s .  En c e  q u i  c o n c e r n e  l e  

g e n r e  Bacteroides, s e u l e s  l e s  d e x t r a n a s e s  d e  B. oralis o n t  

é t é  b i e n  c a r a c t é r i s é e s  e t  l o r s q u e  l ' o n  s ' a d r e s s e  à t o u s  

l e s  g e n r e s  b a c t é r i e n s ,  on s ' a p e r ç o i t  q u e  s e u l e  une  

a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  d e  Streptococcus sobrinus a  é t é  

c l o n é e  ( B a r r e t t  et al., 1 9 8 7 ) .  

Après  a n a l y s e  d e  n o t r e  c o l l e c t i o n  d e  s o u c h e s  d e  

Bacteroides, l a  s o u c h e  i n t e s t i n a l e  d e  B. thetaiotaomicron 

489 a é t é  r e t e n u e .  L ' é t u d e  r a p i d e  d e  l a  l o c a l i s a t i o n  d e  

l ' a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  e t  d e s  v a l e u r s  d e  pH optimum 

d ' a c t i v i t é  a mont ré  l a  p r é s e n c e  d e  2  enzymes a u  minimum 

a v e c  d e s  l o c a l i s a t i o n s  d i f f é r e n t e s .  Ces  r é s u l t a t s  s o n t  

t o u t  à f a i t  en a c c o r d  a v e c  c e u x  o b t e n u s  p a r  T a k a h a s h i  

(1982)  p o u r  l e s  d e x t r a n a s e s  d e  B. oralis ou p a r  S t a a t  e t  

S c h a c h t e l e  ( 1978) p o u r  Capnocytophaga ochracea ( B .  

ochraceus). D ' a u t r e  p a r t ,  il a é t é  mon t r é  par d e  nombreux 

a u t e u r s  q u e  d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  d é g r a d a t i o n s  d e  

p o l y s a c c h a r i d e s  complexes ,  l e s  s o u c h e s  d e  Bacteroides 

p o s s è d e n t  p l u s i e u r s  enzymes p e r m e t t a n t  une  h y d r o l y s e  p l u s  

r a p i d e  e t  p l u s  a i s é e  ( e x :  c h o n d r o ï t i n e  s u l f a t e  ou 

g a l a c t o m a n n a n e s ) .  D ' a i l l e u r s ,  p o u r  une mo lécu l e  d e  t a i l l e  

a u s s i  i m p o r t a n t e  q u e  l e  d e x t r a n  e t  q u i  n e  p e u t  donc  

p é n é t r e r  t e l l e  q u e l l e  d a n s  l a  b a c t é r i e ,  on p e u t  p e n s e r  

q u ' u n  p r e m i e r  enzyme p é r i p l a s m i q u e  h y d r o l y s e  l e  po lymère  

en o l i g o s a c c h a r i d e s ;  c e u x - c i  é t a n t  e n s u i t e  d é g r a d é s  d a n s  

l e  c y t o p l a s m e  p a r  un s econd  enzyme. C e  t y p e  d e  mécanisme a 

é t é  p r o p o s é  pour  l ' a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  d e  B. oralis. 

Pour  l e  c l o n a g e ,  il  s ' e s t  a v é r é  a p r è s  d e  nombreux 

e s s a i s  d e  p l a s m i d e s  v e c t e u r s  e t  d e  s o u c h e s  r é c e p t r i c e s  q u e  

l e  c o u p l e  b a c t é r i e  E. coli H B l O l  / p l a s m i d e  pBR322 é t a i t  



l e  p l u s  a p p r o p r i é  c a r  il f u t  l e  s e u l  à n o u s  d o n n e r  d e s  

c l o n e s  p r o d u i s a n t  d e s  h a l o s  d e  d é g r a d a t i o n  s u r  b l e u  

d e x t r a n .  D ' a u t r e  p a r t ,  l e  r a p p o r t  d e  l i g a t u r e  p l a s m i d e  / 
D N A  chromosomique e s t  t r è s  i m p o r t a n t  s i  l ' o n  v e u t  o b t e n i r  

un nombre d e  c l o n e s  s u f f i s a n t s  p o u r  a v o i r  une  

r e p r é s e n t a t i o n  c o r r e c t e  du  génome d e  l a  b a c t é r i e  d e  

d é p a r t .  Dans c e  c a s ,  l e  r a p p o r t  i d é a l  a é t é  d e  1 / 5 .  

Après  c r i b l a g e  e t  r e p i q u a g e s  s u c c e s s i f s ,  n o u s  a v o n s  

o b t e n u  1 0  c l o n e s  p r o d u i s a n t  d e s  z o n e s  d e  d é g r a d a t i o n  

r e p r o d u c t i b l e s .  Chez c e u x - c i ,  l e s  t a u x  d ' e x p r e s s i o n  s o n t  

t r è s  f a i b l e s  e t  d e s  d o s a g e s  d ' a c t i v i t é s  p a r  l i b e r a t i o n  d e  

s u c r e s  r é d u c t e u r s  o n t  é t é  i m p o s s i b l e s .  P a r  c o n t r e ,  d e  

f a i b l e s  d é g r a d a t i o n s  o n t  é t é  mises en  é v i d e n c e  p a r  HPLC e t  

p a r  d o s a g e  d e  l a  l i b e r a t i o n  du  chromophore d e  l a  m o l é c u l e  

d e  b l e u  d e x t r a n .  De p l u s ,  l e s  c l o n e s  o b t e n u s  s o n t  c a p a b l e s  

d e  d é g r a d e r  l e  s u b s t r a t  mais non d ' u t i l i s e r  l e s  p r o d u i t s  

d  ' h y d r o l y s e .  D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  h a l o s  d e  d é g r a d a t i o n  

a p p a r a i s s e n t  d e  m a n i è r e  r e t a r d é e ,  ce q u i  l a i sse  s u p p o s e r  

q u e  l e u r  p r é s e n c e  n ' e s t  p o s s i b l e  q u ' a p r è s  l y s e  d e s  

c e l l u l e s  e t  r e l a r g a g e  d e s  composés i n t r a c e l l u l a i r e s .  I l  

f a u t  é g a l e m e n t  r emarque r  q u e  l e s  h a l o s  d e  d é g r a d a t i o n  s e  

s o n t  a u s s i  b i e n  p r o d u i t s  en a é r o b i o s e  q u ' e n  a n a é r o b i o s e ,  

c e  q u i  mon t r e  que  l e s  p a r t i e s  c a t a l y t i q u e s  d e  l ' enzyme  n e  

s e m b l e n t  p a s  c o n t e n i r  d e  s é q u e n c e s  d ' a c i d e s  aminés  

s e n s i b l e s  à l ' o x y g è n e .  

Les p l a s m i d e s  p o r t é s  p a r  l e s  10  c l o n e s  o n t  é t é  

e x t r a i t s  e t  l e u r s  c a r t e s  d e  r e s t r i c t i o n  e f f e c t u é e s .  Les 

r é s u l t a t s  m o n t r e n t  l a  p r é s e n c e  d ' u n  g r a n d  nombre d ' i n s e r t s  

d e  D N A  d i f f é r e n t s .  Néanmoins,  2  p l a s m i d e s  s o n t  i d e n t i q u e s  

( l e  40 /16  e t  l e  '122/46) e t  n o u s  a v o n s  pu d e t e c t e r  d e s  

homolog ie s  e n t r e  l e s  p l a s m i d e s  177/52 e t  184/44 a i n s i  

q u ' e n t r e  l e s  p l a s m i d e s  148/42 e t  277/31.  Ces  r é s u l t a t s  

s e m b l e n t  i n d i q u e r  que  l a  b a c t é r i e  d e  d é p a r t  p o s s è d e  p l u s  

d e  2 enzymes i n t e r v e n a n t  d a n s  l a  d é g r a d a t i o n  du  d e x t r a n .  

A f i n  d e  s a v o i r  s ' i l  n ' e x i s t a i t  p a s  d ' a u t r e s  f r a g m e n t s  



s e m b l a b l e s  e n t r e  l e s  i n s e r t s ,  d e s  h y b r i d a t i o n s  o n t  é t é  

e f f e c t u é e s  a v e c  d e s  s o n d e s  r a d i o m a r q u é e s  c a r  nous  a v o n s  vu 

q u e  l a  s e n s i b i l i t é  d e  c e t t e  méthode e s t  d e  beaucoup  

s u p é r i e u r e  & c e l l e  u t i l i s a n t  l e s  s o n d e s  b i o t i n y l é e s .  

Ces h y b r i d a t i o n s  nous  o n t  amenés aux  mêmes c o n c l u s i o n s  

q u e  l e s  c a r t e s  d e  r e s t r i c t i o n  s a u f  q u ' i l  s emble  e x i s t e r  

u n e  homologie  f a i b l e  e n t r e  l e s  p l a s m i d e s  146/22 e t  177/52 ;  

c e l l e - c i  d e v a n t  ê t r e  d u e  à d e s  s é q u e n c e s  n u c l é o t i d i q u e s  

communes s e  t r o u v a n t  en d e h o r s  d e s  s i t e s  d e  r e s t r i c t i o n .  

Pour  l e s  p l a s m i d e s  177/52 e t  184/44 a i n s i  q u e  148/42 

e t  277/31,  l e s  i n s e r t s  se t r o u v e n t  s i t u é s  s u r  l e  p l a s m i d e  

pBR322 d a n s  l e s  o r i e n t a t i o n s  i n v e r s e s .  Comme n o u s  avons  

e x p r e s s i o n  d a n s  t o u s  l e s  cas, l e s  i n s e r t s  d o i v e n t  p o r t e r  

l e u r s  p r o m o t e u r s  p r o p r e s  d e  Bacteroides. 

Pour  chacun  d e s  10 c l o n e s ,  l ' e x p r e s s i o n  d e  l ' a c t i v i t é  

e s t  t r è s  f a i b l e .  C ' e s t  p o u r q u o i  n o u s  avons  s o u s - c l o n é  un 

d e s  i n s e r t s  d a n s  l e  p l a s m i d e  d ' e x p r e s s i o n  pDR720. L ' i n s e r t  

c h o i s i  e s t  c e l u i  p r é s e n t  d a n s  l e  c l o n e  40/16 c a r  il e s t  l e  

p l u s  p e t i t ,  i l  p o s s è d e  une  c a r t e  d e  r e s t r i c t i o n  s i m p l e  e t  

il e s t  é g a l e m e n t  p r é s e n t  d a n s  l e  c l o n e  122/46.  

D e  ce s o u s - c l o n a g e ,  n o u s  a v o n s  i s o l é  un c l o n e  c a p a b l e  

d e  p r o d u i r e  un h a l o  d e  d é g r a d a t i o n  s u r  b l e u  d e x t r a n .  Comme 

d a n s  l e  cas d e s  1 0  c l o n e s  p r é c é d e n t s ,  l ' a p p a r i t i o n  d e  h a l o  

d e  d é g r a d a t i o n  s u r  b l e u  d e x t r a n  a u t o u r  d e s  c o l o n i e s  

n ' a p p a r a î t  q u ' a p r è s  un temps  a s s e z  l o n g .  P a r  c o n t r e ,  c e t t e  

f o i s - c i ,  l a  zone  d e  d é g r a d a t i o n  n e  s e  t r o u v e  p l u s  

s e u l e m e n t  l i m i t é e  a u x  a l e n t o u r s  d e  l a  c o l o n i e  p u i s q u ' e l l e  

p e u t  a t t e i n d r e  l e s  d i m e n s i o n s  d e  l a  b o î t e  d e  P e t r i .  

Cependan t ,  1 ' a p p a r i t i o n  r e t a r d é e  du  h a l o  n o u s  a empêché,  

i c i  a u s s i ,  d ' e f f e c t u e r  d e s  d o s a g e s  d e  l i b é r a t i o n  d e  s u c r e s  

r é d u c t e u r s .  P a r  c o n t r e ,  une  d é g r a d a t i o n  d e  l a  m o l é c u l e  d e  

b l e u  d e x t r a n  a  é t é  v i s u a l i s é e  p a r  l a  l i b é r a t i o n  du 

chromophore .  



Le p l a s m i d e  c o n t e n u  d a n s  c e  c l o n e  a é t é  e x t r a i t  e t  l a  

t a i l l e  d e  l ' i n s e r t  a v o i s i n e  m a i n t e n a n t  0 , 7  kb .  Cet te  

p e t i t e  t a i l l e  l a i s se  p e n s e r  q u e ,  s o i t  l ' enzyme  a  u n e  masse 

m o l é c u l a i r e  f a i b l e  e t  l e s  0 , 7  kb s u f f i s e n t  a c o d e r  pou r  l a  

s y n t h è s e  d e  l a  p r o t é i n e ,  s o i t  n o u s  n e  sommes en  p r é s e n c e  

q u e  d ' u n e  p a r t i e  d e  l a  p r o t é i n e  n é c e s s a i r e  e t  s u f f i s a n t e  à 

une a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e .  

Malgré  t o u t ,  l ' e x p r e s s i o n  d e s  g è n e s  n ' e s t  p a s  t r è s  

f o r t e .  Dans un a v e n i r  p r o c h e ,  il s e r a i t  i n t é r e s s a n t  d e  

d é v e l o p p e r  c e r t a i n e s  v o i e s  d e  r e c h e r c h e s .  

A i n s i ,  comme l e s  b a c t é r i e s  p o s s é d a n t  l e  p l a s m i d e  

pDR720 n e  p e u v e n t  u t i l i s e r  l e  d e x t r a n  comme s e u l e  s o u r c e  

d e  c a r b o n e ,  il n ' e s t  p a s  p o s s i b l e  d e  s a v o i r  p o u r  l e  moment 

s i  l ' i n s e r t  d e  0 , 7  kb e s t  s o u s  l e  c o n t r ô l e  ou non du 

p romoteu r  t r y p t o p h a n e  p o r t é  p a r  c e  p l a s m i d e  en  a j o u t a n t  du 

t r y p t o p h a n e  d a n s  l e  m i l i e u  minimum. Pour  l e  s a v o i r ,  l e  

p l a s m i d e  d e v r a  ê t r e  coupé  en  d o u b l e  d i g e s t i o n  p a r  l e s  

enzymes d e  r e s t r i c t i o n  H i n d I I I  e t  S a l I ,  p u i s  t r a i t é  p a r  l a  

DNA-polymérase d e  Klenow e t  r e c i r c u l a r i s é  p a r  l a  T 4  DNA- 

l i g a s e  a v a n t  d ' ê t r e  r é i n t r o d u i t  p a r  t r a n s f o r m a t i o n  d a n s  l a  

souche  d ' E .  c o l i  C600 ga lK- .  A i n s i ,  c e  p l a s m i d e  p o r t e r a  

t o u j o u r s  1 ' i n s e r t  m a i s  l e  p romoteu r  t r y p t o p h a n e  s e r a  

e n l e v é .  Nous v e r r o n s  donc  s i  l a  p r é s e n c e  d e  c e  p romoteu r  

e s t  i n d i s p e n s a b l e  ou non .  

D ' a u t r e  p a r t ,  p o u r  l e s  2 p l a s m i d e s  employés ,  nous  

o b t e n o n s  d e s  e x p r e s s i o n s  f a i b l e s  e t  l ' a c t i v i t é  n e  semble  

ê t r e  l i b é r é e  q u ' a p r è s  l y s e  d e s  c e l l u l e s .  De c e  f a i t ,  i l  

sera i t  i n t é r e s s a n t  d ' u t i l i s e r  un v e c t e u r  d e  s é c r é t i o n  

comme l e  pEAP37. A i n s i ,  l e  p l a s m i d e  pDR720 p o r t a n t  

l ' i n s e r t  s e r a i t  coupé  p a r  l ' enzyme  d e  r e s t r i c t i o n  EcoRI, 

c e  q u i  n o u s  p e r m e t t r a i t  d e  r é c u p é r e r  un f r a g m e n t  contenan ' t  

l ' i n s e r t  p l u s  l e  p romoteu r  t r y p t o p h a n e  e t  d e  l ' i n t é g r e r  

d a n s  l e  s i t e  EcoRI du  pEAP37. Ce s y s t è m e  c o n d u i r a i t  

p e u t - ê t r e  a l a  s é c r é t i o n  d e s  p r o d u i t s  d e s  g è n e s  à 

l ' e x t é r i e u r  d e s  c e l l u l e s .  



Le f r agmen t  s e  t r o u v a n t  a c t u e l l e m e n t  s u r  l e  p l a s m i d e  

pDR720 é t a n t  d e  p e t i t e  t a i l l e  ( O , ?  k b ) ,  il s e r a i t  

i n t é r e s s a n t  d e  l e  s é q u e n c e r  a f i n  d e  s a v o i r  s ' i l  p o r t e  p a r  

exemple  s e s  p r o p r e s  s é q u e n c e s  p r o m o t e u r .  C e l l e s - c i  

c o n n u e s ,  il s e r a i t  a l o r s  s û r e m e n t  p l u s  aise d ' e s s a y e r  

d ' o p t i m i s e r  l a  p r o d u c t i o n  c h e z  E. coli ou c h e z  Bacillus 

s u r  l e q u e l  p l u s i e u r s  é t u d e s  s o n t  a c t u e l l e m e n t  en c o u r s .  

U t i l i s e r  une s o u c h e  comme Bacillus n u u s  p e r m e t t r a i t  

p e u t - ê t r e  d ' e n v i s a g e r  un j o u r  une  p r o d u c t i o n  i n d u s t r i e l l e  

d e  l ' enzyme b i e n  q u e  l e  g è n e  p r o v i e n n e  d ' u n e  s o u c h e  

p a t h o g è n e  o p p o r t u n i s t e .  

E n f i n ,  d e p u i s  q u e  Whitehead e t  H e s p e l l  en  1990 o n t  

r é u s s i  a f a i r e  e x p r i m e r  d e s  g h e s  d e  x y l a n a s e  d ' u n e  

b a c t é r i e  du rumen comme B. ruminicola d a n s  d e s  b a c t é r i e s  

du  c ô l o n  comme B. fragilis e t  B.uniformis, il n ' e s t  p a s  

i n s e n s é  d e  p e n s e r  q u e  d e s  g è n e s  d e  Bacteroides i n t e s t i n a u x  

p u i s s e n t  s ' e x p r i m e r  c h e z  d ' a u t r e s  e s p è c e s  i n t e s t i n a l e s  ou 

p r o v e n a n t  du rumen. Au l a b o r a t o i r e ,  nous  a v o n s  p l u s i e u r s  

v e c t e u r s  n a v e t t e s  c a p a b l e s  d e  s ' e x p r i m e r  c h e z  E.  coli e t  

Bacteroides ( P h e u l p i n  et al., 1 9 8 8 ) .  C e c i  n o u s  p e r m e t t r a i t  

d ' é t u d i e r  l ' e x p r e s s i o n  d e s  g è n e s  c o d a n t  p o u r  l ' a c t i v i t é  

d e x t r a n a s e  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  où e l l e  s e r a i t  s e n s é e  

s ' e x p r i m e r  mieux q u e  c h e z  E .  coli. Malheureusement ,  la 

s é r i e  d e  v e c t e u r s  n a v e t t e s  E. coli/Bacteroides du c ô l o n  n e  

p e u t  ê t r e  t r a n s f é r é e  q u e  v e r s  une  s e u l e  s o u c h e :  B. 

distasonis 419 q u i  f a i t  p a r t i e  d e s  1 0  s o u c h e s  c a p a b l e s  d e  

d é g r a d e r  l e  d e x t r a n .  I l  s e r a  donc  n é c e s s a i r e ,  a v a n t  t o u t  

t r a n s f e r t ,  d e  f a b r i q u e r  un mu tan t  d e x t r a n a s e -  d e  c e t t e  

s o u c h e .  
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RESUME 

Des gènes  d e  l a  souche  B a c t e r o i d e s  t h e t a i o t a o m i c r o n  489 

i m p l i q u é s  d a n s  l a  d é g r a d a t i o n  du d e x t r a n  o n t  é t é  c l o n é s  chez  E. 

c o l i .  Après  c r i b l a g e  d 'une  banque gCnomique dans  l e  v e c t e u r  p l a s -  

midique  pBR322 e t  r e p i q u a g e  de 16000 t r a n s f o r m a n t s  d e  l a  s o u c h e  

E ,  c o l i  H B l O 1 ,  43 c l o n e s  p r o d u i s a n t  d e s  zones  de d é g r a d a t i o n  o n t  

é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  s u r  m i l i e u  r i c h e  c o n t e n a n t  du b l e u  d e x t r a n  

T2000. Après  de  m u l t i p l e s  r e p i q u a g e s ,  10 c l o n e s  s e  s o n t  r é v é l é s  

ê t r e  s t a b l e s  e t  donner  d e s  h a l o s  d e  d é g r a d a t i o n  r e p r o d u c t i b l e s .  

L ' é t u d e  d e  c e s  10 p l a s m i d e s  a  é t é  e n t r e p r i s e  e t  l e s  c a r t e s  de  

r e s t r i c t i o n  o n t  é t é  b t a b l i e s .  Les i n s e r t s  p o r t é s  p a r  l e s  d i f f é -  

r e n t s  p l a s m i d e s  o n t  d e s  t a i l l e s  c o m p r i s e s  e n t r e  3.2 e t  8.4 k b  e t  

2  d e s  i n s e r t s  s o n t  i d e n t i q u e s .  Des e x p é r i e n c e s  d ' h y b r i d a t i o n  i n -  

ser t lDBA chromosomique d e  B a c t e r o i d e s  e t  i n s e r t l i n s e r t  o n t  é t é  

r é a l i s é e s  e t  l e s  r é s u l t a t s  mon t ren t  c e r t a i n e s  homologies  e n t r e  

d i f f é r e n t s  i n s e r t s .  L ' e x p r e s s i o n  d e  l ' a c t i v i t é  d e x t r a n a s i q u e  e s t  

f a i b l e  chez  8 ,  c o l i  en u t i l i s a n t  l e  pBR322. 

Nous avons  donc r é a l i s é  l e  sous -c lonage  du p l u s  p e t i t  

i n s e r t  ( 3 , 2  kb )  d a n s  l e  p l a smide  d ' e x p r e s s i o n  pDR720 ( q u i  p o r t e  

l e  promoteur  de  l ' o p é r o n  t r y p t o p h a n e )  e t  1 c l o n e  p o s i t i f  a  e t é  

i s o l é .  L a  t a i l l e  d e  l ' i n s e r t  a  a i n s i  é t é  r é d u i t e  à O,? kb. Le 

n i v e a u  d ' e x p r e s s i o n  d e s  g è n e s  a  é t é  augmenté mais l a  d é g r a d a t i o n  

du d e x t r a n  s e  f a i t  s u i v a n t  un phénomène r e t a r d e ,  Ces r é s u l t a t s  

s emblen t  i n d i q u e r  que  l e s  enzymes s o n t  i n t r a c e l l u l a i r e s  e t  ne 

s o n t  r e p é r é s  q u l a p r & s  l y s e  d e s  c e l l u l e s .  Le séquençage  u l t é r i e u r  

d e  l ' i n s e r t  sous -c loné  d e v r a i t  p e r m e t t r e  d ' o p t i m i s e r  l a  produc-  

t i o n  de  l 'enzyme c o r r e s p o n d a n t  d a n s  une souche  d ' i n t é r ê t  i n d u s -  

t r i e l .  


