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Résumé 

Les biofilms sont des communautés de micro-organismes englobés dans une matrice 

majoritairement constituée d'exopolysaccharides (EPS) et d'eau. Cette matrice aide les 

bactéries à adhérer à la surface colonisée et leur permet d' interagir entre elles. L' une des 

étapes préliminaires à la constitution d'un biofilm est habituellement la production d'agrégats. 

Certaines souches de la bactérie pathogène Brucella melitensis, perturbées au niveau de leur 

système de communication bactérien (Quorum Sensing), présentent ce phénotype 

d 'agrégation associé à la production d'EPS. Cinq gènes potentiellement impliqués dans la 

synthèse d'EPS ont été délétés chez B. melitensis. Le choix des gènes concernés a été opéré 

sur base d'homologie de séquence avec des gènes codant pour des enzymes de la voie de 

biosynthèse du succinoglycan chez Sinorhizobium meliloti. Les mutations ont été réalisées 

dans la souche B. melitensis pMRl 0-aiids dégradant les molécules signal acyl-homosérine 

lactones (AHLs) suite à la surexpression del ' AHL-acylase de B. suis et présentant un 

phénotype agrégatif. L'effet de la mutation a été apprécié par l' éventuelle altération ou perte 

du phénotype d' agrégation. Pour chacun des mutants, l'EPS a été marqué en fluorescence, 

purifié et soumis à une analyse qualitative par chromatographie liquide haute performance. La 

mutation de deux gènes intervenant dans les étapes initiales de la voie de biosynthèse de 

l'EPS (exoF et exoY) se manifeste par des profils d'adhésion intercellulaire sous forme de 

chaînettes. La mutation du gène exoQ intervenant dans les étapes ultérieures se traduit, quant 

à elle, par la présence d'une couronne d 'EPS en périphérie cellulaire. 

En outre, ce mémoire a porté sur la détection des vésicules membranaires (blebs) constitutives 

de la matrice des biofilms. Le marquage de ces structures en immunogold a mis en évidence 

leur présence dans les souches B. melitensis sauvage et agrégative. 
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Introduction 

Introduction 

1. Avant-propos 

Historiquement, les cellules procaryotes ont souvent été présentées comme de simples 
« sacs à ADN », sans noyau et dépourvus de plusieurs organites présents chez les cellules 
eucaryotes. Outre cette relative simplicité structurale, les bactéries se distinguent également 
des eucaryotes pluricellulaires par le fait qu' il s'agit d'organismes composés d' une unique 
cellule, capable de se reproduire de manière autonome. Cependant, ces micro-organismes 
présentent un comportement qui nous apparaît de plus en plus sophistiqué. En effet, les 
bactéries présentent un répertoire impressionnant de comportements coopératifs. Elles 
profitent de la coopération multicellulaire pour avoir accès à des ressources inutilisables par 
les bactéries individuelles. Cette association leur permet également de se défendre 
collectivement vis-à-vis des stress environnementaux et optimise la survie de la population 
par différenciation en plusieurs phénotypes. Ce système parait très efficace puisque les 
bactéries sont capables de vivre dans presque tous les environnements de la planète depuis 3,5 
milliards d' années. Une fois établies sur une surface, les cellules bactériennes établissent des 
relations les unes avec les autres. Elles construisent de véritables « cités bactériennes » 
dénommées biofilms, au sein desquels elles échangent des signaux. En avril 2006, on pouvait 
lire dans une publication d'une des pionnières en matière d'étude du langage bactérien, 
Bonnie Bassler : « Il est maintenant clair que la communication intercellulaire . .. est la norme 
dans le monde bactérien et que ce processus, appelé Quorum Sensing, est fondamental pour la 
microbiologie » (Bassler, 2006). Dans un contexte évolutif, on pourrait imaginer que cette 
forme d'organisation sociale des procaryotes constituerait l 'unité de sélection. Les traits 
sélectionnés par l ' évolution seraient donc les modes d'organisation spatiale et de 
communication les plus efficaces, et non pas l ' individu en tant que tel. Si ce mode de 
développement constitue une protection pour la bactérie, il est préjudiciable pour l 'hôte que 
les bactéries pathogènes colonisent. En effet, il est à l' origine d' infections nosocomiales 
souvent résistantes aux agents désinfectants et antibiotiques. C'est pour cette raison que ce 
comportement multicellulaire observé chez les bactéries constitue actuellement la 
préoccupation de nombreux chercheurs. 

2. Les biofilms 

Les biofilms sont des communautés de cellules bactériennes englobées dans une matrice 
hydratée constituée de polymères et adhérant à une surface inerte ou vivante (Whitchurch et 
al., 2002). Dans la nature, il est de plus en plus évident que le mode de croissance des 
bactéries sous forme de biofilms est prévalent et que cela a vraisemblablement toujours été le 
cas depuis l ' origine des organismes procaryotes. En effet, la faculté des bactéries à former des 
biofilms est ancienne puisque des structures fossiles similaires datant de 3,2 milliards 
d' années ont été découvertes dans des environnements thermaux (Hall-Stoodley et al. , 2004). 
De nombreuses espèces peuvent coexister au sein d'un biofilm. Dans ce cas de figure, on 
parle de biofilm mixte. Cette mixité de population semble en partie régie par la disponibilité 
en nutriments. Par exemple, Pseudomonas putida forme un biofilm mixte avec Burkholderia 
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Figure 1 : (A) Représentation schématique des structures en forme de champignon produites 
par Pseudomonas aeruginosa (structures dites « mushrooms ») (Greenberg, 2003). (B) 
Micrographie électronique (MEB) des structures en nid d'abeille formées par Staphylococcus 
epidermis (structures dites« honeycombs ») (Schaudinn et al. , 2007). 

Figure 2 : Cycle de vie du biofilm dont les trois étapes sont l'attachement, la maturation et la 
dispersion (avant-plan, de gauche à droite). Plan intermédiaire: hétérogénéité de l'activité et 
de l'apparence du biofilm. Arrière-plan: formation de courants et détachement. (extrait de 
www.erc.montana.edu). 
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et se nourrit des métabolites produits par ce dernier (Nielsen et al. , 2000). La croissance au 
sein de communautés multi-espèces dans un environnement complexe contraste avec les 
conditions standardisées et idéales des monocultures de laboratoire se développant en milieu 
liquide ou sous forme de microcolonies sur milieu solide. 

Bien que chaque biofilm soit unique, certaines de leurs caractéristiques structurales 
paraissent universelles. On citera par exemple, l' architecture « mushroom », « honeycomb » 
ou encore la formation de monocouches de cellules (figure 1 ). Le maintien de la structure 
tridimensionnelle du biofilm est attribué à la production et à la préservation d'une matrice de 
polymères parcourue par des canaux aqueux permettant de transporter les nutriments et 
l'oxygène jusqu'aux bactéries et d' évacuer les déchets métaboliques de ces cellules. 

2.1. Etapes de constitution des biofilms 

Le développement des biofilms est séquentiel et comporte généralement trois étapes qui 
semblent conservées entre les différentes espèces (figure 2) (Hall-Stoodley et al. , 2004). La 
première étape est l' attachement des bactéries sur la surface à coloniser. Elle est suivie de la 
formation de microcolonies concomitante à la production des constituants matriciels. Ce 
processus de maturation précède l'étape de dispersion qui consiste en la rupture du biofilm et 
à la libération de cellules planctoniques qui repartent à la recherche d'une niche plus 
favorable pour y reformer un biofilm. Pseudomonas aeruginosa est la bactérie gram-négative 
modèle par excellence dans l'étude des biofilms car elle a permis d'élucider la plupart des 
mécanismes moléculaires impliqués dans la formation des biofilrns. Elle reste très étudiée 
aujourd'hui car elle est souvent impliquée dans le développement d'infections pulmonaires. 
Chez cette bactérie, on distingue l'attachement réversible de l'irréversible et l' étape de 
maturation est également subdivisée en maturation 1 et 2, ce qui porte à cinq le nombre 
d'étapes de formation des biofilms (Sauer et al. , 2002) (figure 3). 

2.1.1. Attachement 

L'attachement initial des bactéries planctoniques sur une surface constitue l'étape 
préliminaire à la formation d'une monocouche de cellules. L'acheminement vers la surface 
peut avoir lieu de manière aléatoire (par l' intermédiaire d'un flux) ou de manière dirigée 
( chemotaxie et motilité). Les appendices générateurs de mouvement comme le flagelle 
permettent d'approcher la surface à coloniser en réduisant les forces de répulsion entre la 
surface et la cellule bactérienne. Ainsi, des mutants sad (surface attachment defective) chez P. 
aeruginosa présentant un défaut au niveau de la mobilité flagellaire sont incapables de former 
une monocouche de cellules sur une surface. Cela indique donc que le flagelle est requis pour 
l' adhésion primaire chez cette bactérie (Davies et al. , 1998). 

L'adhésion des cellules à la surface requiert une série de facteurs d'adhérence appelés 
adhésines pouvant être de nature saccharidique ou protéique. A titre d' exemple, le 
polysaccharide ~-1 ,6-N-acetyl-D-glucosamine (PGA) est présent en surface des cellules chez 
plusieurs espèces bactériennes. Ce polymère est impliqué dans l' adhésion chez les bactéries 
du genre Staphylococcus alors que chez E. coli, il est responsable de l' attachement aux 
surfaces abiotiques (surfaces non-vivantes), de l' adhésion intercellulaire et de la formation 
des biofilms (Wang et al., 2004). 
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Figure 3 : Les cinq étapes de formation des biofilms chez Pseudomonas aeruginosa. Au 
cours de l'étape 1, suite à un stimulus, les cellules bactériennes s'attachent réversiblement à la 
surface. Lors de l' étape 2, si les cellules parviennent à vaincre la force du flux, elles perdent 
leur mobilité flagellaire et s' attachent irréversiblement à la surface, principalement par 
l' intermédiaire d'exopolymères constitutifs de la matrice. La première étape de maturation (3) 
conduit au développement de l' architecture du biofilm. L'architecture du biofilm gagne en 
complexité lors de la seconde étape de maturation (4). L'étape de dispersion(s) consiste en la 
libération des cellules mobiles se détachant des microcolonies suite à un stimulus et nageant à 
la recherche d'une nouvelle niche propice au développement d'un autre biofilm (cellules 
noires sur la figure). (extrait de www.genomebiology.com) 
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Les adhésines de surface bactérienne MSCRAMMs (microbial surface component 
recognizing adhesive matrix molecule) jouent souvent un rôle clé dans l ' attachement initial 
sur les surfaces de l'hôte (Patti et al. , 1994 ). Ces molécules reconnaissent et se lient aux 
constituants de la matrice extracellulaire de l'hôte tels que la fibronectine, le fibrinogène et le 
collagène. 

L'attachement est conditionné par la nature de la surface à coloniser. La surface solide 
peut avoir plusieurs caractéristiques qui sont importantes pour le processus d' attachement. 
Une augmentation de la rugosité de la surface semble promouvoir la colonisation microbienne 
de la surface en question (Characklis et al. , 1990). Les propriétés physicochimiques de la 
surface peuvent également avoir une influence sur le taux et l'étendue de la colonisation. La 
plupart des études menées à cet égard révèlent que les microorganismes s'attachent 
généralement plus rapidement à des surfaces hydrophobes et non polaires comme le Teflon et 
autres plastiques qu'aux matériaux hydrophiles comme le verre ou le métal (Pringle et al., 
1983). Les structures bactériennes impliquées dans l' attachement sont plus ou moins bien 
adaptées à la nature de cette surface. Par exemple, les deux types de LPS produits par P. 
aeruginosa jouent un rôle dans l' attachement et présentent un comportement physique 
différentiel. Cela se répercute sur la capacité de colonisation de la surface selon que celle-ci 
soit plus ou moins hydrophile (O'Toole et al. , 2000). De la même manière, la bactérie V 
cholerae utilise au moins trois adhésines différentielles pour adhérer aux surfaces selon 
qu'elle se trouve dans son hôte humain ou dans un environnement aquatique (O'Toole et al. , 
2000). 

Lorsque le biofilm est établi, l'expression de nombreuses adhésines et facteurs de 
mobilité est réduite. 

2.1.2. Maturation 

Lors de cette étape, les bactéries sont irréversiblement fixées, la complexité et la densité 
du biofilm augmente. L'élévation de la densité résulte de la multiplication des cellules 
établies et de l' adhérence de nouvelles bactéries planctoniques. La production 
d'exopolysaccharide de la matrice débute également lors de cette étape (Ramsey et al., 2005). 
Elle se poursuit au cours de la formation du biofilm. Les cellules agrègent pour former des 
microcolonies qui constituent l' unité structurale du biofilm. Les bactéries d'une même 
microcolonie percevant des microenvironnements différents se différencient en plusieurs 
phénotypes distincts et cela permet la mise en place d'un comportement coopératif au sein de 
la population bactérienne. En ce qui concerne l' importance des structures de surface, le pilus 
de type IV est essentiel pour l' agrégation cellulaire chez P. aeruginosa. Cette structure 
fibrillaire permet à la bactérie de se déplacer par alternance d'extensions et de contractions 
(« twitching mobility »). Les mutants déficients au niveau du pilus de type IV forment des 
monocouches mais pas d'agrégats (Dunne, 2002). 

La maturation d'un biofilm est conditionnée par divers facteurs environnementaux tels 
que la disponibilité en nutriments, l' acheminement de ceux-ci vers les cellules à l' intérieur du 
biofilm et l' élimination des déchets (Dunne, 2002). De plus, il existe un flux hydrodynamique 
optimal à travers le biofilm permettant la croissance des bactéries et le flux des nutriments 
sans érosion (Donlan, 2002). Enfin, d'autres facteurs tels que le pH interne, la diffusion de 
l' oxygène, la source de carbone contrôlent également la maturation du biofilm. 
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Figure 4 : Micrographies confocales de biofilms de P. aeruginosa réalisées après 3 heures 
(a), 3 jours (b) et 7 jours de développement (c). La visualisation des bactéries a lieu par le test 
LIVE/DEAD BacLIGHT. Les fluorescences verte et rouge marquent respectivement les 
cellules vivantes et mortes. La flèche pointe une sous-population de bactéries dans la 
microcolonie qui persiste (Webb et al., 2003). 
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2.1.3. Dispersion 

Au cours de cette étape, les bactéries quittent le biofilm afin de coloniser de nouvelles 
niches. Ce processus est consécutif aux perturbations environnementales que subit le biofilm 
et qui lui sont défavorables. Dans certains cas, l' augmentation ou la diminution de la 
disponibilité en substrats carbonés engendre la dispersion. Ainsi, le détachement cellulaire des 
biofilms de Pseudomonas aeruginosa PAOl est induit par une augmentation brutale de la 
disponibilité en carbone. Le substrat carboné conditionne la quantité d'exopolysaccharide 
matriciel produite et module l'expression des gènes codant pour le flagelle et le pilus (Sauer et 
al. , 2004). 

La dispersion fait souvent appel à des processus actifs tels que la dégradation 
enzymatique de la matrice du biofilm (Webb et al., 2003). Celle-ci implique, par exemple, des 
enzymes visant à dégrader les exopolysaccharides ( exopolysaccharide lyases) ou encore des 
DNases. La production de complexes amphiphiles tels que les biosurfactants peut également 
conduire au détachement de cellules (Pamp et al. , 2007). Chez P aeruginosa, les 
rharnnolipides sont des surfactants qui facilitent la migration en réduisant la tension de surface 
(Davey et al. , 2003). 

Trois stratégies distinctes de dispersion peuvent être identifiées chez les bactéries 
capables de former des biofilms. La première est la dispersion par l'intermédiaire de cellules 
individuelles. Elle fait appel à un processus de mort cellulaire affectant le cœur du biofilm 
(figure 4) (Webb et al. , 2003). Cette mort cellulaire se déroule de manière localisée au centre 
des microcolonies et peut avoir lieu par l' intermédiaire d'un prophage. C'est le cas chez P. 
aeruginosa pour qui la viscosité de l'alginate, un polysaccharide matriciel gelifiant, est 
réduite par l' action de bactériophages. Toutes les cellules ne sont pas affectées par ce 
mécanisme et des sous-populations cellulaires subsistent (figure 4c ). Cette autolyse, qui 
apparaît comme indésirable pour un organisme unicellulaire, peut constituer un avantage à 
l' échelle d'une population bactérienne multicellulaire. L'idée de ce mode de dispersion est 
donc que la mort cellulaire est un facteur de différenciation du biofilm puisqu' elle permet la 
dispersion des cellules survivantes. Les cellules survivantes présentent un phénotype différent 
de celui des cellules de biofilms mais aussi de celui des cellules des cultures planctoniques 
(Sauer et al. , 2004). L'acquisition de ce phénotype permet aux bactéries concernées de quitter 
la matrice. Chez P aeruginosa, cela se déroule par un processus de swarming c'est-à-dire un 
comportement communautaire promouvant le déplacement médié par le flagelle. Chez 
beaucoup de bactéries, ce processus est associé à la production de multiples flagelles latéraux. 

Le deuxième mode de dispersion proposé a lieu sous forme d' agrégats, ensemble de 
cellules entourées de matrice. Le nombre de cellules va de quelques unes chez P. aeruginosa 
à plusieurs centaines chez S. aureus. Ces cellules sont physiologiquement plus proches des 
cellules du biofilm que des cellules planctoniques (Hall-Stoodley et al. , 2004). 

La dernière stratégie désigne le mouvement sur les surfaces par« secousse» (twitching) 
ou par l' intermédiaire de pili (gliding moblity). Des structures en forme de vague se déplaçant 
à la vitesse de 1 mm par heure ont été décrites chez P. aeruginosa (Stoodley et al. , 1999). Les 
forces de cisaillement sont capables de transporter des portions de biofilm sur des surfaces. 

Enfin, on notera que le détachement peut être un processus passif. Dans ce cas, le 
maintien de l' intégrité du biofilm requiert une activité enzymatique constante promouvant 
l' attachement (Thormann et al. , 2006). 
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Composant % de la matrice 
Eau > 97% 
Bactéries 2 à5 % 
Polysaccharides 1 à2% 
Protéines < 1 à2 % 
Acides nucléiques < 1 à2% 
Ions -

1 Figure 5: Proportion des composants de la matrice d'un biofilm (Sutherland, 2001). 
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2.2. Composition de la matrice des biofilms 

Le constituant principal de la matrice du biofilm est l'eau présente dans les canaux 
aqueux et qui peut représenter jusqu'à 97% de la composition totale. Les cellules bactériennes 
et les polysaccharides représentent respectivement 2 à 5% et 1 à 2% pour la plupart des 
espèces (figure 5) (Sutherland, 2001). 

2.2.1. Polysaccharides 

Les polysaccharides bactériens comprennent les lipooligosaccharides (LOS), les 
lipopolysaccharides (LPS), les polysaccharides capsulaires (CPS) et les exopolysaccharides 
(EPS). Les polysaccharides matriciels sont représentés par les polysaccharides capsulaires et 
les EPS. Ces derniers sont caractéristiques de la matrice du biofilm et sont composés d'unités 
répétées (Reeves et al., 1996). Chacune de ces unités est constituée d'un ou plusieurs 
monosaccharides. Dans ce dernier cas, les monosaccharides constitutifs d'une même unité 
peuvent être de plusieurs types. 

Les EPS diffèrent entre eux par les monosaccharides qui les composent, par les liens qui 
unissent ces entités et par la présence ou non de résidus non-saccharidiques additionnels tels 
que des acides aminés ou des résidus O-acetyl (Reeves et al. , 1996). Cette substitution de 
groupements conditionne leur charge. La plupart des EPS possèdent un caractère 
polyanionique en raison de la présence fréquente d'acides uroniques et de pyruvate en guise 
de groupements additionnels (Sutherland, 2001 ). 

La nature des liens qui unissent les monomères participe quant à elle la rigidité de la 
matrice du biofilm. En effet, beaucoup d'EPS bactériens comme la cellulose possèdent des 
structures primaires dans lesquelles les résidus hexoses sont liés en ~-1 ,3 ou ~-1 ,4. Ce type de 
lien est caractéristique des polymères très rigides. Inversement, les liens de type a-1 ,2 ou a-
1,6, caractéristiques des dextrans, confèrent une certaine flexibilité à la matrice. 

Outre la variabilité de la composition chimique, on note également un comportement 
différentiel sur le plan de la solubilité. Beaucoup d'EPS sont solubles et permettent de lier des 
quantités considérables d'eau, ce qui influence directement les propriétés des biofilms 
(Sutherland, 2001 ). Enfin, les répartitions spatiale et temporelle des EPS dans le biofilm 
présentent des fluctuations. Vu le nombre de paramètres définissant les EPS, on en vient donc 
à considérer que chaque bactérie produit un EPS qui lui est propre et que celui-ci peut varier 
dans différentes conditions environnementales. 

Bien qu' il existe une grande diversité de structures de biofilm, il semble exister une 
convergence fonctionnelle entre les différents EPS. En effet, la production d'une matrice 
saccharidique favorise l'organisation en biofilm en promouvant son établissement et/ou en le 
protégeant de l' environnement qui l'entoure. Par exemple, l' alginate produit par P. 
aeruginosa, non indispensable pour l'établissement du biofilm, facilite l'adhérence aux 
cellules humaines (Doig et al., 1987), protège la bactérie des cellules phagocytaires (Pedersen 
et al. , 1990) et favorise la croissance du biofilm. Sa nature acide a un effet stabilisateur sur le 
biofilm. L' acide colanique constituant l'enveloppe mucoïde des cellules d'E. coli exerce 
également un effet stabilisateur sur l'architecture tridimensionnelle du biofilm (Ledeboer et 
al., 2005). Enfin, un rôle similaire est attribué à la cellulose chez Rhizobium spp. et 
Agrobacterium tumefaciens. En effet, ces deux bactéries du sol dépendent de la cellulose pour 
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Figure 6 : Représentation de la structure du succinoglycan et de l'EPSII, les deux EPS 
produits par R. meliloti. Le succinoglycan est un polymère d'unités octosaccharidiques. 
Chacune de ces unités comporte un squelette constitué d'un résidu galactose et de trois 
résidus glucose, une chaîne de quatre glucose, des groupements succinyl, acétyl et pyruvyl. 
Gal : galactose ; Glc : glucose. L'EPS II est quant à lui constitué d'unités disaccharidiques 
composées de glucose et de galactose (Gonzalez, 1996). 
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Figure 7 : Analyse structurale de la protéine Bap de S. aureus et homologie de Esp et BapA à 
cette protéine Bap. Le domaine N-terminal de la protéine Bap de S.aureus contient une 
séquence signal pour la sécrétion extracellulaire ( 44 premiers aa) suivie par deux répétitions 
de 32 aa séparées l' une de l'autre et désignées par la région A (aa 45 .à 360). La séquence 
amine-terminale se termine à l' aa 818 (région B) et précède une succession de 13 répétitions 
de 86 aa (C-repeats). Le domaine C-terminal comprend trois répétitions courtes (région D) 
(Latasa et al., 2006). 
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établir une interaction avec leurs plantes hôtes. Cependant, la cellulose n' intervient pas 
toujours directement dans l'établissement du biofilm. Chez Salmonella enterica, elle joue 
plutôt un rôle protecteur vis-à-vis des agressions environnementales (Solano et al., 2002). 

Le succinoglycan et l'EPSII produits par Rhizobium meliloti sont également requis pour 
l' établissement d'une relation symbiotique de cette bactérie avec la plante Medicago sativa 
(figure 6). Ces deux exopolysaccharides conditionnent l'invasion de cette bactérie dans les 
nodules racinaires de la plante. Ces nodules constituent le siège de la fixation d'azote 
atmosphérique par les bactéries. Les bactéries mutées au niveau des gènes responsables de la 
production d'EPS (gènes exo) sont incapables de pénétrer dans les nodules (Gonzalez et al. , 
1996). Le phénotype d'invasion est restauré par l' addition de petites quantités d'EPS de faible 
poids moléculaire provenant de la souche sauvage. Cette activité à faible concentration ainsi 
que la spécificité de l 'EPS confortent l' hypothèse selon laquelle ces deux EPS agiraient 
comme molécules signal promouvant la symbiose (Gonzalez et al. , 1996). 

2.2.2. Protéines 

Comme les EPS, les protéines sont des composants classiques des matrices du biofilm. 
Plusieurs études protéomiques montrent que la production de protéines est plus abondante 
dans les bactéries vivant sous forme de biofilm comparativement à leur forme planctonique. 
Chez les cellules planctoniques de P. aeruginosa, environ 800 protéines présentent un niveau 
d'expression plus de six fois inférieur à celui correspondant aux cellules constitutives du 
biofilm en maturation (Sauer et al. , 2002). De même, chaque étape du développement du 
biofilm de P. aeruginosa se caractérise par un profil d'expression protéique qui lui est propre 
(Southey-Pillig, 2005). Ces protéines sont impliquées dans le métabolisme, la biosynthèse des 
phospholipides et des lipopolysaccharides, le transport membranaire, la sécrétion, l'adaptation 
et les mécanismes protecteurs. 

Un groupe de protéines de surface (Biofilm-associated protein) spécifique des biofilms 
a récemment été identifié (Latasa et al., 2006). Ces protéines sont impliquées dans 
l' attachement et la maturation du biofilm. La surproduction de BAP par certaines souches de 
Staphylococcus aureus s'accompagne d'une augmentation de la production de polysaccharide 
(Cucarella et al. , 2004). Plusieurs homologues de ces protéines ont par la suite été découverts 
chez d'autres bactéries: les protéines Esp chez Enterococcus faecalis et BapA chez 
Salmonella enterica ser. Enteritidis (Latasa et al. , 2006). 

Les protéines BAP présentent de l'homologie structurale avec les protéines ancrées en 
membrane, présentes chez les bactéries Gram-positives. La région N-terminale comporte deux 
domaines de dimérisation (figure 7). Cette caractéristique est à l' origine de l'hypothèse selon 
laquelle ces protéines favoriseraient la formation des biofilms suite à l' interaction entre deux 
protéines BAP (Latasa et al. , 2006). L'autre hypothèse propose une interaction avec les 
constituants de la matrice. Le domaine C-terminal contient quant à lui des motifs 
caractéristiques des régions impliquées dans l'attachement aux parois cellulaires. 

Enfin, les protéines contenant les domaines GGDEF et EAL sont également impliquées 
dans le développement des biofilms. Ces domaines sont impliqués dans le turn-over du c-di
GMP (cyclic di-guanosine-monophosphate) (Gjermansen et al. , 2006). Le domaine GGDEF 
est responsable de la formation de ce messager secondaire par une activité diguanylate 
cyclase. Le domaine EAL, et l'activité phosphodiesterase qui lui est associée, est quant à lui 
responsable de la dégradation de cette même molécule. Cette dernière est impliquée dans la 
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régulation de l'adhésion cellulaire et de la formation des biofilms chez toute une sene 
d'espèces bactériennes, parfois phylogénétiquement éloignées, dont Escherichia coli et 
Pseudomonas aeruginosa (Gjermansen et al. , 2006). 

2.2.3. ADN 

Abondant sous forme extracellulaire, l 'ADN est un composant commun des biofilms. 
Chez P. aeruginosa, il représente le constituant principal de la matrice extracellulaire puisque 
sa concentration atteint 500 mg pour 100 mg de protéine (Spoering et al. , 2006). Les biofilms 
de P. aeruginosa renferment même jusqu' à une fois et demi plus d'ADN extracellulaire que 
d'ADN cellulaire (Steinberger et Holden, 2005). Qualitativement, la séquence pnmaue 
s'avère indiscernable de celle de l' ADN cellulaire (Steinberger et Holden, 2005). 

L'origine de cet ADN extracellulaire est controversée. Les premières études ont d'abord 
suggéré qu'il provenait de la lyse cellulaire. Cette dernière pouvant être induite par un 
prophage (Webb et al. , 2003) ou par certaines molécules signal du Quorum Sensing (Spoering 
et al., 2006). Aujourd'hui, un mécanisme actif et indépendant de la lyse a été proposé. Celui
ci implique la libération de petites vésicules membranaires à partir de la membrane externe 
(Whitchurch et al., 2002). Enfin, une troisième hypothèse propose un mécanisme de sécrétion 
directe. 

Maintenant qu'on s'accorde à dire que l' ADN extracellulaire est un constituant 
classique et parfois abondant des biofilms, il y a lieu d'investiguer le rôle de cet ADN dans la 
formation de ceux-ci. Chez P. aeruginosa, il a d'abord été montré que la DNase a un effet 
délétère sur la formation des biofilms et sur l' intégrité des biofilms déjà formés (Whitchurch 
et al. , 2002). Les mécanismes, hypothétiques ou non, par lesquels cet ADN participe à 
l'élaboration du biofilm et le stabilise sont multiples. L'hypothèse la plus récente attribue à 
l'ADN une fonction de support physique du biofilm (Allesen-Holm et al. , 2006). Une autre 
hypothèse décrit un mécanisme découlant de la capacité d'assimilation de l' ADN matriciel 
par les bactéries. Cette capture intracellulaire d'ADN a deux fonctions qui ne sont pas 
mutuellement exclusives : 

1- La première confère un avantage sélectif à la bactérie par transfert horizontal de 
gènes (transformation). 

2- L' autre fonction attribuée à l ' ADN extracellulaire concerne son utilisation comme 
nutriment. Cet ADN peut constituer une source de carbone et d'énergie, facilitant ainsi la 
croissance microbienne (Pink.el et al. , 2001 ). 

2.2.4. Vésicules membranaires 

La formation de vésicules membranaires est un processus ubiquiste chez les bactéries à 
Gram-négatif (Kuehn et al., 2005). En effet, ces vésicules membranaires (MV' s) ou « blebs » 
font partie des constituants classiques des biofilms (Schooling et al., 2006). Elles renferment 
divers constituants périplasmiques mais aussi cytosoliques. Dès lors, cela suppose la mise en 
place de mécanismes d' internalisation de ces molécules au sein de la lumière des MV' s. La 
sécrétion par l'intermédiaire de vésicules membranaires permet aux bactéries de libérer de 
plus gros complexes et en plus grandes quantités, comparativement aux différents systèmes de 
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Figure 8 : L' enveloppe des bactéries à gram-négatif s'organise en trois grandes parties (de 
haut en bas) : la membrane externe, l'espace péri plasmique et la membrane plasmique. La 
membrane externe s' organise sous forme d'une bicouche asymétrique dont le feuillet externe 
est majoritairement constitué de lipopolysaccharides (LPS). Le feuillet interne comporte des 
phospholipides, des lipoprotéines et des porines. Beaucoup de bactéries Gram-négatives 
possèdent également des lipopolysaccharides. L'espace périplasmique contient des enzymes, 
des nutriments et une couche de peptidoglycane. La membrane plasmique est une bicouche 
phospholipidique traversée par des protéines. 
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Figure 9 : Modèles proposés pour la biogenèse des vésicules membranaires. Le premier 
modèle prévoit que la membrane externe se développe plus vite que la couche de 
peptidoglycane. Le deuxième modèle propose quant à lui une accumulation de fragments du 
peptidoglycane au niveau de l' espace péri plasmique. Le troisième et dernier modèle, 
spécifique de P. aeruginosa, envisage une répulsion entre molécules de LPS engendrée par la 
séquestration d' ions stabilisateurs. (Mashbum-Warren et al., 2006). 
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sécrétion bactériens (Kuehn et al. , 2007). De plus, ces vésicules membranaires réalisent 
l'adressage direct des constituants qu'elles renferment. 

Modèles de biogenèse et composition 

Ces vésicules dérivées de la membrane externe présentent une forme sphérique et ont 
une taille comprise entre 50 et 250 nm (Beveridge et al. , 1999). Elles possèdent une bicouche 
asymétrique renfermant les constituants du périplasme. La nature chimique de leur membrane 
est logiquement comparable à celle de la membrane externe de la cellule bactérienne Gram
négative (figure 8) puisqu' il s' agit d' une bicouche asymétrique composée de 
lipopolysaccharides, de protéines de la membrane externe et de phospholipides. Cependant, 
des différences existent dans les rapports stoechiométriques (Schooling et al. , 2006). 
L'enrichissement ou l' exclusion de certaines lipoprotéines semble avoir une importance dans 
les mécanismes de biogenèse des MV's. En effet, plusieurs études ont montré une relation 
inverse entre la quantité de lipoprotéines d' ancrage de la membrane externe au 
peptidoglycane et l' occurrence de la vésiculisation. Hoekstra et al. en font la démonstration 
chez E. coli et proposent l ' idée de sites préférentiels de biogenèse, colocalisés avec les sites 
de division cellulaire (Hoekstra et al. , 1976). Ces régions sont fragilisées dans la mesure où 
les liens reliant le feuillet interne de la membrane externe au peptidoglycane sous-jacent sont 
réduits. De plus, il s' avère que les protéines connues pour interagir avec les lipoprotéines sont 
en partie exclues des vésicules membranaires (Wensink et Witholt, 1981). D' autres types de 
lipoprotéines libres (non liées) semblent par contre requises pour la formation des vésicules. 
C'est le cas de la lipoprotéine YfgL d' E. coli pour laquelle la mutation du gène qui l 'encode 
s' accompagne d' une diminution significative de la formation des vésicules membranaires 
(Rolhion et al., 2005). 

Trois modèles de formation des MVs sont actuellement proposés (figure 9). Le premier 
modèle découle des observations faites par Hoekstra et al. décrites ci-dessus. Ce modèle 
prévoit que la membrane externe se développe plus vite que la couche de peptidoglycane. En 
raison du manque de liens conférés par les lipoprotéines d' ancrage, la membrane externe se 
détache du peptidoglycane. 

Le deuxième modèle propose quant à lui une accumulation de fragments du 
peptidoglycane au niveau de l ' espace péri plasmique (Zhou et al., 1998). Ces produits 
résultant du turn over normal du peptidoglycane ne seraient pas correctement internalisés par 
la bactérie. Ils exercent donc une pression de turgescence sur la membrane externe qui, de la 
sorte, fait saillie et finit par se détacher sous forme de vésicules. Encore une fois , l' effet de la 
pression de turgescence est d' autant plus efficace que la proportion en lipoprotéines d' ancrage 
est faible. La présence d' acide muramique, un composant du peptidoglycane, dans les 
vésicules membranaires, est une des observations qui corrobore ce modèle. De plus, Hayashi 
et ses collaborateurs ont montré que la mutation du gène codant pour l 'auto lysine de 
Porphyromonas gingivalis accentuait la formation de ces vésicules (Hayashi, 2002). Cette 
mutation a pour effet de prévenir la dégradation des constituants de la paroi bactérienne 
privilégiant ainsi l ' accumulation des intermédiaires du peptidoglycane dans l' espace 
périplasmique. 

Le troisième et dernier modèle proposé jusqu'à présent, spécifique de P. aeruginosa, 
envisage une répulsion entre molécules de LPS engendrée par la séquestration d' ions 
stabilisateurs. En effet, les ions Ca++ ou Mg++ ont la capacité de stabiliser les répulsions de 
charges entre molécules de LPS. Chez P.aeruginosa, une des trois molécules signal impliquée 
dans le Quorum Sensing, la PQS, a la capacité d' interagir avec les cations au détriment de la 
stabilisation du LPS (Marshall et Piddock, 1994). Ce modèle est conforté par les observations 
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Figure 10 : Fonctions averees et hypothétiques des vésicules membranaires. Les vésicules 
membranaires produites par certaines bactéries Gram-négatives permettent d'administrer des 
facteurs biocides et des toxines à d'autres bactéries Gram-négatives ou Gram-positives. Des 
enzymes de résistance ainsi que le matériel génétique qui les encode peuvent également 
transité au sein des MV s. Enfin, les MV s participent au transfert horizontal de gènes et à la 
dissémination des molécules signal du Quorum Sensing. (Mashburn-Warren et al., 2006). 

Species 

IActinbacillus p leuropnemoniae 

V/ctinobaci/lus actinomycetemcomitans 

IEnterotoxigenic Escherichia coti (ETEC) 

Shiga-toxin-producing E. coti (STEC) and 
Enterohemorrhagic E. coti (EHEC) 

Enterohemorrhagic E. coti (EHEC) 

if--f e/icobacter py/ori 

:Sorre/ia burgdorferi 

Bacteroides fragilis 

Pseudomonas aeruginosa 

Porphyromonas (Bacteroides) gingivalis 

Salmonella typhi 

Shige//a jlexneri 

Shige//a dysenteriae 

Treponema dentico/a 

Xenorhabdus nematophi/us 

Virulence factor Reference 

Proteases, Apxl Negrete-Abascal et al. 2000 

Leukotoxin Nowotny et al. 1982; Kato et al. 2002 

L T Wensink et al. 1978; Gankema et al. 1980; 
Wai et al. 1995 ; Horstman and Kuehn 2000 

Shiga toxin Kolling and Matthews 1999; Yokoyama et 
al. 2000 

ClyA Wai et al. 2003 

VacA Fiocca et al. 1999; Keenan et al. 2000 

OspA, OspD Shoberg and Thomas 1993 

Haemagglutinin Patrick et al. 1996 

Peptidoglycan hydrolase, Kadurugamuwa and Beveridge 1995; Li et 
phospholipase C, hemolysin, alkaline al. 1998 
phosphatase 

Arg-gingipain, Lys gingipain, proteases Grenier and Mayrand 1987; Kamaguchi et 
al. 2003b; Duncan et al. 2004 

ClyA Wai et al. 2003 

lpaB, lpaC, lpaD Kadurugamuwa and Beveridge 1998 

Shiga toxin Dutta et al. 2004 

Proteases, dentili sin Rosen et al. 1995 ; Chi et al. 2003 

Chitinase, bacteriocin, adhesin, pore- Khandelwal and Banerjee-Bhatnagar 2003 
forrning toxin 

Figure 11 : Facteurs de virulence associés aux vésicules membranaires (Kuehn et al. , 2005). 
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faites que l' addition d' agents chélateurs de cations bivalents (EDTA) accroît la formation de 
vésicules membranaires tandis que l' addition de Mg++ exogène la réprime (Eagon et Carson, 
1965). 

Fonctions 

Les vésicules membranaires sont un moyen pour les bactéries d' interagir avec leur 
environnement cellulaire, procaryote ou eucaryote. Au-delà de cette fonction globale et 
commune aux diverses espèces de bactéries productrices de vésicules membranaires, il 
convient de préciser la nature de cette interaction (figure 10). 

Premièrement, les vésicules membranaires produites par certaines bactéries Gram
négatives permettent d'administrer des facteurs biocides pour d'autres bactéries Gram
négatives et Gram-positives (figure 11). A titre d'exemple, l' activité de diverses protéases et 
hydrolases du peptidoglycane peut induire la lyse cellulaire. Cela a été mis en évidence chez 
15 espèces de bactéries à Gram-négatif (Li et al. , 1998). Ce mécanisme serait un moyen pour 
la bactérie émettrice de MV s de réduire la compétition pour une même niche au sein de 
populations bactériennes mixtes et de profiter des nutriments libérés par les cellules lysées. 
Dans ce domaine, la bactérie possédant le plus grand spectre d'action connu en matière 
d'activité antimicrobienne est P. aeruginosa (Mashburn-Warren et al., 2006). Cette dernière 
produit des vésicules membranaires renfermant une hydrolase capable de cliver les liens 
covalents du peptidoglycane et fusionnant avec la membrane des bactéries cibles afin de 
libérer la muréine directement au niveau de son site d'action. Parmi les enzymes luminales, 
on retrouve également de la quinoline1

, molécule à activité antimicrobienne, qui facilite la 
destruction des bactéries à Gram positif (Mashburn et al. , 2005). 

Chez P. aeruginosa, les vésicules membranaires issues des biofilms présentent une 
activité protéolytique qui les différencient de celles produites par les bactéries planctoniques 
(Schooling et al. , 2006). Cette observation a poussé certains chercheurs à penser que les MVs 
permettraient d'établir des biofilms. Cette idée est confortée par l'observation faite que 
certaines bactéries produisent des vésicules capables d' induire l' auto-agrégation ou la co
agrégation avec d' autres bactéries. C'est le cas de Porphyromonas gingivalis, bactérie 
présente au sein des biofilms oraux et responsable des maladies affectant les gencives, qui 
produit des vésicules membranaires responsables de la co-agrégation avec une multitude de 
micro-organismes oraux (Kuehn et al. , 2005). Les vésicules produites par cette bactérie au 
sein de biofilms mixtes sont capables de médier l' agrégation entre plusieurs bactéries Gram
pos1t1ves. Par exemple, Staphylococcus aureus interagit avec Streptococcus par 
l' intermédiaire de ces vésicules. 

Les blebs semblent également capables de modifier les propriétés de surface du substrat. 
Par exemple, les vésicules membranaires produites par Bacteroides gingivalis adhèrent aux 
implants dentaires enduits d 'hydroxyapatite et facilitent ainsi l' attachement de Streptococcus 
sanguis. (Singh et al. , 1989). Elles transportent également des molécules signal d'une cellule 
à l'autre. C'est le cas de la molécule signal 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone (PQS) de P. 
aeruginosa qui est capable d' induire sa propre internalisation et celle d'autres molécules dans 
les vésicules (Mashbum et Whiteley, 2005). L'utilité d'un tel système serait de faciliter la 
dissémination de molécules hydrophobes en les concentrant et en les délivrant en masse. 
Enfin, on pourrait également imaginer que les blebs soient capables de remodeler la matrice 
par l' intermédiaire d' enzymes capables d' altérer les polymères du biofilm (nucléases, 
polysaccharidases et épimérases) (Schooling et Beveridge, 2006). 

1 Composé organique aromatique hétérocyclique de formule C9H7N. 

9 



Figure 12 : Détection immunogold de la ~-lactamase sur de fines sections de cellules 
résistantes aux antibiotiques de type ~-lactame, après induction avec la benzyl pénicilline. Les 
particules d'or (petites flèches) sont associées au cytoplasme, à la membrane externe ainsi 
qu'aux vésicules membranaires. La grosse flèche pointe un amas de vésicules membranaires 
et la barre horizontale représente 100nm. (Ciofu et al., 2000). 
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Un autre type de molécules transitant dans les MVs sont les molécules de résistance aux 
antibiotiques. La ~-lactamase produite par P. aeruginosa est une enzyme de résistance aux 
antibiotiques de type ~-lactame (Ciofu et al. , 2000) (figure 12). Elle est transférée d' une 
cellule à l' autre et la résistance à l' antibiotique se propage ainsi à l'échelle de la population. Si 
les vésicules membranaires constituent un moyen d'attaque des cellules avoisinantes par 
l' intermédiaire de composés biocides, elles constituent également une ligne de défense vis-à
vis de ces derniers. En effet, il existerait des vésicules membranaires perméables aux 
antibiotiques qui agiraient comme « éponges » vis-à-vis des agents antimicrobiens. C'est 
notamment le cas chez P. aeruginosa qui produit des vésicules capables d' intemaliser la 
gentamicine (Schooling et al. , 2006). Dans le même ordre d ' idée, les antibiotiques de type ~
lactame peuvent être intemalisés dans la lumière des vésicules membranaires produites par P. 
aeruginosa pour y être inactivés par la ~-lactamase luminale. Cela engendre une diminution 
de la concentration de l' antibiotique dans l' environnement cellulaire. 

Sur le plan génétique, le transit d'ADN au sein de vésicules membranaires constitue un 
mécanisme de transfert d' information génétique à part entière, au même titre que la 
transformation, la conjugaison ou encore la transduction (Mashbum-Warren et al. , 2006). 
L' ADN peut être contenu dans la lumière des vésicules comme chez P. aeruginosa ou à la 
surface comme c'est le cas chez Actinobacillus actinomycetemcomitans (Ohta et al. , 1991). 
Les vésicules permettent le transit d'une cellule donneuse vers une receveuse sans que l'ADN 
luminal ne soit exposé aux DNases extracellulaires. De plus, le transfert d'ADN entre une 
cellule donneuse et une cellule receveuse ne requiert ni la synthèse de pili, ni une proximité 
cellulaire étroite ce qui constitue un gain énergétique pour les bactéries impliqués dans 
l'échange. Enfin, comme mentionné précédemment, certains chercheurs s' accordent à dire 
que les vésicules membranaires constituent la source de l' ADN extracellulaire dans les 
matrices de biofilm. 

Pour en conclure sur l'aspect fonctionnel des blebs, il semble donc que ceux-ci aient un 
impact direct sur l'établissement et la longévité d'une infection bactérienne suite à leur 
activité bactéricide, agrégative et de transformation dans le biofilm. Cependant, outre les 
fonctions spécifiques aux vésicules membranaires, les propriétés des autres constituants 
matriciels confèrent aux biofilms des caractéristiques fonctionnelles supplémentaires dont la 
description fait l ' objet du paragraphe qui suit. 

2.3. Fonctions des biofilms 

Il est maintenant bien établi que la capacité des bactéries pathogènes à former des 
biofilms est associée à leur capacité à engendrer des pathologies humaines (Cunha et al. , 
2004). Ainsi, 60 % des infections bactériennes chez l'homme sont associées à des bactéries 
persistant sous forme de biofilms (Spoering et al. , 2001 ). Parmi ces infections, les infections 
pulmonaires chroniques chez les patients atteints de mucoviscidose et l ' endocardite des valves 
sont les plus documentées puisque plus fréquentes. Dans ces deux cas, les bactéries en cause 
persistent malgré les traitements car la vie sessile leur confère une tolérance aux agents 
antimicrobiens à des concentrations 10 à 1000 fois supérieures de celles requises pour tuer les 
mêmes cellules sous forme planctonique (Jefferson, 2004). Trois mécanismes sont 
actuellement proposés pour expliquer cette tolérance et la résistance accrue aux agents 
biocides. 
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Figure 13: Modèle de biofilm médical. (A) Les bactéries planctoniques peuvent être 
éliminées par les anticorps et les phagocytes mais sont sensibles aux antibiotiques. (B) Les 
cellules bactériennes adhérentes forment préférentiellement des biofilms sur les surfaces 
inertes, et ces communautés sessiles sont résistantes aux anticorps, aux phagocytes et aux 
antibiotiques. (C) Les phagocytes sont acheminés vers les biofilms. La phagocytose est 
entravée mais les enzymes de phagocytose sont libérées. (D) Les enzymes qui médient la 
phagocytose endommagent les tissus autour du biofilm et les bactéries planctoniques sont 
relarguées des biofilms. La libération peut causer la dissémination et une infection aigue au 
niveau des tissus avoisinants (Costerton et al., 1999). 
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Le premier mécanisme responsable de la résistance des biofilms aux agents anti
microbiens est un mécanisme passif qui provient de la difficulté de ces derniers à pénétrer au 
cœur des biofilms. Les substances polymériques constitutives de la matrice forment une 
barrière physique qui retarde la diffusion des antibiotiques (Gordon et al. , 1998). 

La deuxième hypothèse découle du fait que les bactéries localisées au cœur des 
microcolonies ont un métabolisme plus lent que celles situées aux bords, mieux desservies en 
nutriments (Anderl et al., 2003 ). Les biofilms renfermeraient donc des amas de cellules en 
dormance. Or, les cellules en phase stationnaire sont connues pour être récalcitrantes vis-à-vis 
des antibiotiques (Brown, 1977). Ce faible taux de division cellulaire, engendré par une faible 
disponibilité en nutriments, s' accompagne de modifications des constituants de l' enveloppe 
cellulaire (phospholipides (Gilbert et Brown, 1978), cations métalliques (Boggis, Kenward et 
Brown, 1979), protéines d'enveloppe (Brown et Williams, 1985), enzymes et polysaccharides 
extracellulaires (Sutherland, 1982). Ces remaniements membranaires influencent la 
susceptibilité des cellules aux agents microbiens (Brown et al. , 1988). Le taux de croissance 
et la limitation en nutriments constituent donc des modulateurs fondamentaux de l'activité 
médicamenteuse. Ceci est en accord avec les observations microscopiques faisant état d'une 
hétérogénéité spatiale au niveau de l'état physiologique des bactéries (Kinniment et al., 1992). 
Différents états métaboliques sont représentés au sein de la population bactérienne. Une telle 
hétérogénéité constitue un atout vis-à-vis des perturbations environnementales puisque 
certaines sous-populations survivront. 

Le dernier mécanisme propose l'existence de sous-populations cellulaires de phénotype 
résistant (« persisters ») (Costerton et al., 1999). Ce mécanisme se distingue du précédent par 
le fait que ce phénotype n'est pas acquis suite à une privation en nutriments, mais plutôt en 
réponse à une croissance sur une surface. Cette réponse serait biologiquement programmée. 

Outre la résistance aux antibiotiques, les biofilms confèrent une protection aux bactéries 
sessiles vis-à-vis des stress environnementaux en général (figure 13). Ainsi, la matrice permet 
une résistance aux forces de cisaillement et à la phagocytose par les cellules inflammatoires. 
En effet, la forte viscosité de la matrice entrave l'activité phagocytaire des macrophages 
(Shiau et Wu, 1998). De même, les cellules bactériennes pathogènes sessiles libèrent des 
antigènes et stimulent la production des anticorps. Cependant, ces anticorps ne sont pas 
capables de détruire les bactéries à l'intérieur du biofilm. Par exemple, les anticorps impliqués 
dans l' opsonisation et produits par des patients atteint de fibrose cystique sont incapables 
d' éliminer les bactéries constitutives des microcolonies du biofilm (Meluleni et al. , 1995). 

Les canaux aqueux et les vides interstitiels entre les microcolonies agissent comme de 
véritables systèmes de circulation permettant d'apporter les nutriments nécessaires aux 
bactéries présentes au cœur des biofilms et d'évacuer les déchets. 

Enfin, la forte densité de population au sein des microcolonies constitue un 
environnement propice au transfert horizontal de gènes (Spoering et al. , 2006). Les 
mécanismes qui en sont responsables sont la conjugaison, la transformation, la transduction 
ainsi que le transfert par l'intermédiaire de vésicules membranaires. Tous ces processus sont 
facilités par la proximité spatiale entre les bactéries. La conjugaison est probablement le 
mécanisme le plus répandu en matière de transfert de gènes au sein des biofilms. Cependant, 
l'acquisition d'ADN nu (transformation) semble également intervenir. DiGiovanni et al. ont 
montré que la probabilité d'occurrence de ce mécanisme pouvait dépasser celle de la 
conjugaison dans des conditions de forte promiscuité cellulaire (DiGiovanni et al. , 1996). Le 
transfert de gènes est donc la conséquence de l'agencement en biofilm mais semble aussi en 
être la cause. En effet, ces mécanismes peuvent à leur tour avoir un effet bénéfique sur la 
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Figure 14 : Caractéristiques des souches P. aeruginosa WT et P. aeruginosa Masl. (A) 
Profondeur des biofilms se développant sur une surface en verre d'un bioréacteur (barres 
d'histogramme blanches) et distance des cellules par rapport au plus proche voisin (barres 
d'histogramme noires). Souches : W ; mutant las! , rhll ; mutant rhl ; mutant las!. (Bl) 
Micrographies à épifluorescence de biofilms des souches de P. aeruginosa sauvage et mutante 
las] contenant le vecteur d'expression de la GFP. L'autoinducteur ajouté au milieu est la 
30C 12-HSL. (B2) Vues sagitales des biofilms des souches sauvage et mutante las] réalisées 
par microscopie confocale. (Davies et al., 1998). 
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croissance du biofilm. Le processus de conjugaison semble exercer un effet de rétroaction 
positif sur la formation et la stabilité des biofilms. Les pili impliqués dans la conjugaison 
agiraient comme des adhésines cellulaires favorisant le développement du biofilm (Ghigo et 
al. , 2001). 

2.4. Régulation de la formation des biofilms 

La formation des biofilms est un processus de développement par lequel les bactéries 
libres s'adaptent à la vie sur une surface. Cette transition est sous contrôle de mécanismes de 
régulation qui intègrent divers signaux et changements environnementaux. Parmi ces derniers, 
citons les forces de cisaillement du milieu (Donlan et Costerton, 2002). Un flux turbulent 
favorise le contact des cellules planctoniques avec la surface et favorise la croissance en 
biofilm. Les concentrations relatives en nutriments ont également un impact sur les 
communautés bactériennes et cet effet se manifeste différemment selon la caractéristique du 
biofilm à laquelle on s' intéresse. La production des adhésines est elle-même régie par de 
nombreux facteurs environnementaux (Filloux et Vallet, 2003). 

La formation des biofilms et leur maintien font partie des nombreux phénotypes régulés 
par le Quorum Sensing. Plusieurs études récentes démontrent que les biofilms qui se 
développent en l' absence de système de QS fonctionnel retrouvent la vulnérabilité propre aux 
bactéries planctoniques (sensibilité aux traitements antibiotiques, au SDS, aux forces de 
cisaillement, à l'H20 2 et à la phagocytose par les polymorphonucléaires neutrophiles) (Davies 
et al. , 1998 ; Shih et Huang, 2002 ; Bjarnsholt et al. , 2005). La mutation d'un des deux 
systèmes de QS (lasR-las/) de P. aeruginosa affecte fortement le développement du biofilm 
puisque les bactéries deviennent incapables de former des biofilms avec architecture 
« mushroom » (Da vies et al. , 1998) ( figure 14 ). Les biofilms sont plats, indifférenciés et sont 
sensibles au sodium dodécyl sulfate, contrairement aux biofilms sauvages. 

Au cours de l' attachement irréversible de P. aeruginosa, la mobilité flagellaire 
caractéristique de l' attachement réversible est perdue et le premier système de QS devient 
actif (système lasR-lasl) . Ce dernier agit sur l' expression de diverses protéines comme, par 
exemple, la L-omithine 5-monooxygenase, une enzyme clé de la biosynthèse des pyoverdines 
(Sauer et al., 2002). En plus du QS, l'attachement à la surface constitue un signal en tant que 
tel, capable de moduler l' expression de certaines protéines. L'activation du système las est 
suivie par celle du système de rhl lors de la première étape de maturation. Cette dernière est 
caractérisée par une surexpression protéique en partie sous contrôle du système Rhl. Parmi les 
protéines surexprimées, on distingue les protéines Arc impliquées dans les processus 
anaérobiques. 

Enfin, la dispersion du biofilm peut avoir lieu en réponse à divers changements 
environnementaux tels qu'une augmentation ou une diminution de la disponibilité en 
nutriments ou encore une variation de température. Chez P. aeruginosa, il s' agit de la seule 
étape de développement du biofilm où il y a plus de protéines régulées négativement que de 
protéines surexprimées (Sauer et al., 2002). L'oxyde nitrique est un produit endogène du 
métabolisme anaérobique de P. aeruginosa. Lorsque la concentration en oxygène dans le 
biofilm devient limitante, la respiration anaérobie se met en place et il y a production de NO. 
Celui-ci promouvrait la dispersion en agissant sur le c-di-GMP (3 ', 5 ' -cyclic diguanylic acid), 
un messager secondaire impliqué dans la perception des signaux extracellulaires et la 
régulation de processus cellulaires complexes qui sont également régulés par le Quorum 
Sensing (Camilli et Bassler, 2006). 
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Figure 15: Quorum Sensing médié par un oligopeptide. Le locus codant pour le précurseur 
du signal peptidique est traduit en une protéine précurseur qui est ensuite clivée (flèches) pour 
produire l'autoinducteur signal (losanges). Ce dernier est acheminé en dehors de la cellule via 
un ABC transporteur (complexe protéique en gris clair). Lorsque la concentration du signal 
atteint un seuil, un senseur histidine kinase constitutif d'un système de transduction du signal 
à deux composantes le détecte. En conséquence, ce senseur s'autophosphoryle. Le 
groupement phosphate est ensuite transféré à un régulateur de réponse qui active la 
transcription des gènes cibles. Extrait de (Miller et Bassler, 2001) 



Introduction 

3. Le Quorum Sensing 

Le terme Quorum Sensing (QS) apparaît pour la première fois dans la littérature 
scientifique en 1994, à l'initiative de Fugua et al.. Cependant, le phénomène qu'il désigne 
était déjà connu sous le nom d'autoinduction depuis le début des années 1970. Aujourd'hui, le 
Quorum Sensing est défini comme un système de communication bactérien basé sur la 
synthèse, l'émission, la diffusion et la détection de phéromones (Lazdunski et al. , 2004 ). Ces 
molécules signal s'accumulent suite à l'augmentation de la densité cellulaire. Lorsque leur 
concentration atteint un seuil (Quorum), elles régulent l' expression de gènes en se liant à des 
régulateurs transcriptionnels. Ce phénomène permet aux bactéries de coordonner leurs 
activités afin de fonctionner comme une unité multicellulaire (Miller et Bassler, 2001). 

La bactérie modèle chez qui le QS fut découvert est Vibrio fischeri (Nealson, 1977). 
Cette bactérie marine vit en association symbiotique dans des organes particuliers de certains 
poissons ou dans une poche du calamar Euprymna scalopes. A l'état libre dans l' eau de mer, 
la densité de V fischeri n'atteint pas plus de 100 cellules par ml et la bactérie n 'émet pas de 
lumière. Par contre, lorsque V fischeri se retrouve dans l' organe spécialisé de Euprymna 
scalopes à une concentration de l'ordre de 1010-10 11 cellules par ml, il émet de la lumière 
(Millet et Bassler, 2001 ). Trois hypothèses sont actuellement proposées quant à la manière 
dont le calamar exploiterait ce phénotype. La bioluminescence attire ses proies et lui permet 
d'échapper à ses prédateurs soit en les effrayant soit en éliminant l' ombre que le calamar 
provoque en passant devant la lune. En contre partie, la bactérie profite du 
microenvironnement de l'organe du calamar. 

Un système de QS comporte classiquement quatre éléments: une synthétase de 
phéromones, une molécule signal également désignée par les termes phéromone ou 
autoinducteur, un régulateur transcriptionnel et un site de liaison à l 'ADN permettant la 
modification de l'expression de gènes cibles (Lazdunski et al. , 2004). 

Actuellement, trois classes de molécules agissant comme phéromones chez les bactéries 
sont établies. La communication intra-espèces (Al-1) qui fait appel aux oligopeptides chez les 
bactéries à Gram-positif et aux acyl-homosérine lactone chez les bactéries à Gram négatif, la 
communication inter-espèces (Al-2) qui agit via les autoinducteurs AI-2 et la communication 
avec les cellules eucaryotes qui agit via les autoinducteurs Al-3. 

3.1. Communication intra-espèces (Al-1) 

3.1.1. Bactéries à Gram positif 

Les autoinducteurs produits par les bactéries Gram-positives sont de nature peptidique 
(Lazazzera, 1998). En général, le peptide produit est sécrété par l' intermédiaire d'un 
transporteur de type ABC (ATP binding cassette). Ce peptide s'accumule dans le milieu 
extracellulaire et, lorsqu'une concentration seuil est atteinte, reflétant une forte densité 
cellulaire, il est détecté par un système de transduction à deux composantes (figure 15). Ce 
système comporte une molécule senseur histidine kinase qui s' autophosphoryle suite à 
l' interaction cognitive avec son ligand peptidique. Le groupement phosphate est ensuite 
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Figure 16 : Réseau de Quorum Sensing LuxI/LuxR de Vibrio fischeri. Cinq gènes codant 
pour la luciférase (luxCDABE) et deux gènes régulateurs du QS (luxR et lux!) sont requis pour 
le contrôle par le QS de l'émission de lumière chez V fischeri (Fuqua et al., 1996). La 
protéine Lux! (carré) est responsable de la synthèse de la N-(3-oxohexanoyl)-L-homosérine 
lactone (hexagones). A une concentration critique en autoinducteur, la protéine LuxR se lie à 
ce dernier. Le complexe néoformé se lie au niveau du promoteur de l'opéron luxICDABE afin 
d'en activer la transcription. Extrait de (Miller et Bassler, 2001). 



Introduction 

transféré sur un résidu aspartate conservé d'un régulateur de réponse. Ce dernier est dès lors 
activé et il peut se lier au promoteur de gènes cibles pour modifier leur activité. 

Parmi les phénotypes régulés par ce système, on distingue la compétence chez 
Streptococcus pneumoniae, la compétence et la sporulation chez Bacillus subtilis et la 
virulence chez Staphylococcus aureus (Dunney et al., 1999 ; Grosmanet al., 1995). 

3.1.2. Bactéries à Gram négatif 

La plupart des circuits de QS identifiés chez les bactéries Gram-négatives sont dits de 
type LuxI/LuxR par référence au système de QS initialement identifié chez Vibrio fischeri. 
Chez cette bactérie, l'enzyme LuxI est la synthétase responsable de la production d'une 
molécule de type acyl-L-homosérine lactone (AHL). Cette 3oxoC6-HSL se lie à la protéine 
LuxR (Fuqua et al. , 1996). Ce régulateur transcriptionnel active alors la transcription des 
gènes luxlCDABE organisés en opéron et responsables du phénotype de bioluminescence 
(figure 16). 

Les AHL sont des molécules qui ont en commun un noyau homosérine lactone mais qui 
diffèrent d'une espèce bactérienne à l'autre par la longueur et la structure de la chaine acyle 
qui s'y rattache (4 à 18 atomes de carbone). Elles sont produites par une AHL synthétase qui 
la plupart du temps est encodée par un gène homologue de lux]. Cependant, des exceptions 
existent puisque deux autres familles de synthétases ont été identifiées chez Vibrio harveyi 
(synthétase de type LuxM/Ains) et chez Pseudomonas jluorescens (Synthétase Hdts) (Gilson 
et al., 1995). 

En condition de faible affluence, les AHLs sont présentes en faible concentration et 
donc diluées dans l'environnement. Au fur et à mesure que la densité de la population 
augmente, les AHLs s'accumulent à des concentrations qui leur permettent d'interagir avec 
les régulateurs transcriptionnels de la famille LuxR, constitués d'un domaine N-term et d'un 
domaine C-term fonctionnellement distincts. La région C-terminale de LuxR contient un 
motif hélice-boucle-hélice impliqué dans la liaison à l' ADN (Egland et Greenberg, 2001 ). Le 
domaine N-terminal se comporte quant à lui comme le domaine de liaison aux AHLs par le 
biais de trois résidus fortement conservés entre espèces et requis pour fixer l 'AHL (Hanzelka 
et Greenberg, 1995). Le complexe AHL/régulateur néoformé se lie au promoteur des gènes 
cibles pour en réguler la transcription. 

La régulation de l'expression génique par le QS peut avoir lieu de plusieurs façons selon 
la nature du régulateur ( activateur/répresseur transcriptionnel) et l'effet de la liaison de l 'AHL 
sur l'activité de celui-ci (activation/inactivation). Le régulateur EsaR de la bactérie pathogène 
de plante Pantoea stewartii, est un répresseur transcriptionnel de type LuxR inactivé suite à la 
liaison de l'AHL, au même titre que le régulateur CarR d 'Erwinia carotovora. La liaison 
d'EsaR avec l 'AHL qui lui est spécifique engendre la dérépression du système en rendant le 
promoteur accessible à l' ADN polymérase. Le régulateur TraR d 'Agrobacterium tumefaciens 
est, quant à lui, un activateur transcriptionnel activé en présence de l 'AHL. Enfin, le 
régulateur VjbR de Brucella semble également agir comme un activateur transcriptionnel vis
à-vis de l 'opéron virB mais, cette fois, inactivé par la liaison de l 'AHL (Delme et al. , 2005) 

Les phénotypes régulés par les AHLs sont très variés. On distingue notamment la 
bioluminescence chez Vibrio fischeri et V harveyi (Nealson et al. , 1987) le transfert 
conjugatif du plasmide Ti chez Agrobacterium tumefaciens (Zhang et al. , 1993) l' induction de 
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Figure 17 : Système de Quorum Sensing de Vibrio harveyi. Le phénotype de 
bioluminescence est sous contrôle de deux systèmes de QS agissant en parallèle. Chacun de 
ces systèmes à deux composantes est constitué d'un senseur (LuxN et LuxPQ) et d'un 
autoinducteur qui lui est spécifique (AI-1 et AI-2). Ces deux voies convergent vers une 
phosphotransférase LuxU puis vers un régulateur de réponse LuxO. Dans des conditions de 
faible densité cellulaire, LuxN et LuxPQ agissent comme des kinases vis-à-vis de LuxU. Ce 
dernier transfère alors le phosphate à LuxO. Luxü-P active la transcription de multiples petits 
ARN régulateurs qui agissent de concert avec la chaperone Hfq pour déstabiliser le principal 
régulateur de la cascade de QS, LuxR. La transcription des gènes cibles est donc entravée et la 
bactérie ne produit pas de lumière. A forte densité cellulaire, LuxN et LuxQ détectent leur 
autoinducteur respectif (AI-let AI-2) et deviennent des phosphatases. Dès lors, le flux des 
groupements phosphates est inversé et LuxO non phosphorylé n'active plus l'expression des 
ARN répresseurs; LuxR se lie au promoteur luxCDABE pour activer la transcription et il y 
émission de lumière. Extrait de (Henke et Bassler, 2004). 
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gènes de virulence et la production d'antibiotiques chez Erwinia carotovora (Bainton et al. , 
1992) ou encore la formation de biofilms chez Pseudomonas fluorescens et P. aeruginosa 
(Davies et al., 1998). Ces phénotypes régulés par le QS sont propres à des situations de forte 
densité cellulaire. Ces comportements sont improductifs lorsqu'ils sont considérés à l'échelle 
d'une bactérie individuelle mais ils deviennent effectifs par l'action simultanée d'un groupe 
de cellules. 

3.2. Communication inter-espèces (Al-2) 

L'autoinducteur-2 fut initialement identifié chez V harveyi. II s' agit d'une furanosyl 
borate diester produite et reconnue par une large gamme de bactéries (Federle et al. , 2003). 
L'enzyme LuxS est responsable de sa production chez V harveyi et on retrouve des 
homologues du gène qui l'encode (luxS) chez de nombreuses espèces bactériennes Gram
négative et Gram-positive (Mok et al. , 2003 . Ce caractère ubiquitaire des AI-2 a d' abord 
constitué une indication de leur implication dans la communication entre espèces. Cette 
hypothèse a ensuite été vérifiée par l'observation faite que V harveyi détecte et répond à un 
milieu de culture dépourvu de cellules mais contenant des molécules d' AI-2 provenant de 
centaines de bactéries Gram-négatives et Gram-positives (Bassler et al., 1997). 

Vibrio harveyi et V cholerae possèdent toutes deux un réseau de QS détectant à la fois 
les AI-1 et les AI-2 (Henke et Bassler, 2004) (figure 17). Ces circuits de QS leur permettent 
de percevoir simultanément la densité de leur propre population ainsi que celle des autres 
espèces de la communauté bactérienne. V harveyi est une bactérie marine qui utilise le QS 
pour réguler une série de gènes dont ceux responsables de l'émission de lumière 
(luxCDABEGH) . Ce phénotype de bioluminescence est sous contrôle de deux systèmes de QS 
agissant en parallèle. Chacun de ces systèmes à deux composantes est constitué d'un senseur 
(LuxN et LuxPQ) et d'un autoinducteur qui lui est spécifique (AI-1 et AI-2). Ces deux voies 
convergent vers une phosphotransférase LuxU puis vers un régulateur de réponse LuxO. Dans 
des conditions de faible densité cellulaire, LuxN et LuxPQ agissent comme des kinases vis-à
vis de LuxU. Ce dernier transfère alors le phosphate à LuxO. LuxO-P active la transcription 
de multiples petits ARN régulateurs qui agissent de concert avec la chaperone Hfq pour 
déstabiliser le principal régulateur de la cascade de QS, LuxR (Henke et Bassler, 2004). La 
transcription des gènes cibles est donc entravée et la bactérie ne produit pas de lumière. A 
forte densité cellulaire, LuxN et LuxQ détectent leur autoinducteur respectif (AI-let AI-2) et 
deviennent des phosphatases. Dès lors, le flux des groupements phosphates est inversé et 
LuxO non phosphorylé n'active plus l'expression des ARN répresseurs ; LuxR se lie au 
promoteur luxCDABE pour activer la transcription et il y émission de lumière. 

3.4. Communication cellules procaryotes-eucaryotes (AI-3) 

Des études récentes suggèrent que certains mécanismes de communication bactérienne 
et eucaryote ont une origine évolutive commune (Waters et Bassler, 2005). En effet, les 
organismes procaryotes et eucaryotes partagent une série d'enzymes impliquées dans la 
communication entre cellules. Cela laisse entrevoir la possibilité d'une communication entre 
ces deux royaumes. Par exemple, Escherichia coli enterohémorhagique (EHEC) pourrait 
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Figure 18 : Cibles potentielles et stratégies d'intervention perturbant les circuits de QS. 
Théoriquement, Le QS peut être disrupté à deux niveaux : la génération du signal et la 
perception de celui-ci. En ce qui concerne la génération du signal, les cibles potentielles sont 
la synthèse de la N-acyl homosérine lactone (AHL) ainsi que la synthèse des substrats de 
l ' AHL synthétase tels que les acyl-ACPs (fatty acyl-acyl carrier protein). D' autres molécules 
sont susceptibles d' entraver le passage des longues chaînes d' AHLs à travers l'enveloppe 
cellulaire. Les stratégies visant à interférer avec la perception du signal font appel à la 
destruction de l' AHL, sa séquestration ou encore la compétition avec celle-ci pour la liaison à 
son régulateur. (Whitehead et al. , 2001). 
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Figure 19 : Dégradation enzymatique des AHL par les AHL-lactonases et les AHL-acylases. 
Les AHL-lactonases hydrolysent le noyau lactone tandis que les AHL-acylases rompent le 
lien amide qui unit la chaine acyle à l ' anneau lactone (Wang et al. , 2004 ). 
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répondre à la fois aux systèmes de communication bactérien et mammifère. Cette bactérie 
semble percevoir sa localisation dans son hôte grâce à un système de QS capable de détecter à 
la fois l'AI-3 , produit par la flore intestinale et dont la nature chimique n ' est pas déterminée, 
et l'hormone épinephrine naturellement présente dans l ' intestin. Ces deux signaux sont 
reconnus par le même récepteur probablement situé en membrane externe de la bactérie 
(Sperandio et al., 2003). La fixation au récepteur active la transcription des gènes de 
l' appareil de sécrétion de type III et du flagelle (Walters et al., 2006). L' effet synergique 
d' AI-3 et de l ' épinéphrine améliorerait l'efficacité d'infection de la bactérie par rapport à une 
situation où un seul signal serait reconnu. 

D'autre part, l ' ubiquité des systèmes de QS au sein du monde bactérien suppose la mise 
en place de contre adaptations de la part des organismes supérieurs. Par exemple, la plante 
légumineuse Medicago truncatula perçoit les AHLs produites par la bactérie symbionte 
Sinorhizobium meliloti (Mathesius et al. , 2003). Cela se traduit par des modifications 
quantitatives et qualitatives des profils d' expression protéique. Ces études protéomiques 
montrent que les organismes eucaryotes sont capables de détecter les AHLs et d' agir en 
conséquence. 

Enfin, les autoinducteurs bactériens possèdent une activité immunomodulatrice 
(Sperandio et al., 2003). Les AHLs produites par P. aeruginosa inhibent la prolifération des 
lymphocytes, la production de TNF alpha et d'IL-12 (Telford, 1998). La production 
d' interleukine 8 est quant à elle induite par la présence de ces mêmes molécules (Smith, 
2001). Cette IL-8 stimule à son tour l'activité des neutrophiles et, dans la mesure où la 
réponse devient exubérante, elle engendre des dommages sévères aux poumons. 

3.5. Quorum Quenching 

Le Quorum Quenching désigne les mécanismes capables d' interférer avec les 
constituants clés des systèmes de QS (Zhang, 2003). Les exemples les plus documentés de 
Quorum Quenching ciblent la principale classe d'autoinducteurs: les AHLs. La 
déstabilisation des réseaux de QS peut avoir lieu au niveau de la génération du signal ou de la 
perception de celui-ci (figure 18) (Whitehead, 2001). La perception des phéromones peut être 
entravée par l' expression d' enzymes de « quorum quenching » capables de dégrader les 
AHLss, par la production d'antagonistes interférant avec les AHL (Ren et al. , 2001 ), par 
l' internalisation des autoinducteurs dans la cellule ou encore par la déstabilisation du domaine 
de liaison aux AHLs situés sur les protéines de la famille LuxR. 

La dégradation des AHLs par hydrolyse résulte de l'activité d' AHL-lactonases et 
d' AHL-acylases (figure 19). La première lactonase identifiée a été mise en évidence chez 
Bacillus (Dong et al. , 2000). Cette enzyme de 250 acides aminés, appelée AiiA, inactive les 
AHL en hydrolysant le noyau lactone. Des études de mutagenèse dirigée ont permis de mettre 
en évidence un motif protéique HXHXDH crucial pour la fonction de la protéine. Ce motif est 
présent chez les métalloenzymes appartenant aux familles ~-lactamase, glyoxylases II et 
arylsulfatases (Dong et al. , 2000). D'autres lactonases ont ensuite été identifiées chez d'autres 
espèces de Bacillus (Dong et al., 2002) mais aussi chez des bactéries Gram-négatives comme 
Agrobacterium tumefaciens (Zhang et al., 2002). 
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Les AHL-acylases consituent le deuxième type d'enzyme de Quorum Quenching 
capables de cliver les AHLs. Contrairement aux lactonases, leur action se concentre au niveau 
de la chaine acyle. Les mécanismes moléculaires par lesquels agissent les acylases ont été 
élucidés chez une bactérie du genre Ralstonia. Li et ses collaborateurs ont isolé une souche 
chez qui le produit du gène encodant l' AHL-acylsae AiiD est capable de cliver le lien amide 
des AHLs, libérant ainsi l'homosérine lactone (HSL) et la chaine acyle comme produit de 
réaction. D'autres acylases ont ensuite été identifiées chez Pseudomonas (PvdQ) et 
Streptomyces (AhlM). Outre l' interférence avec le système de QS, les produits résultant de la 
dégradation par les acylases peuvent constituer un substrat métabolique pour certaines 
bactéries. C'est le cas d'une souche de Vibrio paradoxus capable d'utiliser la chaine acyle 
comme source d'énergie et d'azote (Leadbetter et al. , 2000). 

Une autre classe de molécules du QQ fait appel aux compétiteurs d'AHL. Parmi eux, on 
distingue les furanones halogénés produits par l' algue rouge Delisea pulchra (Manefield et 
al. , 2002). Ces antagonistes d'origine eucaryote sont structuralement proches des AHL et 
médient leur effet en se liant aux régulateurs de type luxR au niveau du domaine de liaison 
aux AHLs (Givskov et al. , 1996). Plusieurs espèces de plante, dont Medicago truncatula, sont 
capables de synthétiser des signaux analogues aux AHLs capables de réprimer ou d'induire 
les réponses des bactéries régulées par les AHLs (Mathesius et al. , 2003). Les compétiteurs 
d' AHLs inhibent également l' expression génique médiée par les AHL en réduisant le temps 
de demi-vie des protéines de type LuxR (Manefield et al., 2002). 

Outre les interférences développées par les bactéries et les eucaryotes végétaux, les 
tissus de marnrnifères peuvent également perturber la communication bactérienne. Par 
exemple, les cellules épithéliales humaines inactivent l' une des deux molécules signal de P. 
aeruginosa (3-O-C 12-HSL) (Chun et al. , 2004). 

D'un point de vue évolutif, plusieurs expériences montrent que les organismes ayant un 
mécanisme de QQ acquis sont plus aptes à se défendre vis-à-vis des bactéries productrices de 
phéromones. Par exemple, les plantes transgéniques de tabac exprimant le gène aiiA codant 
pour une AHL-lactonase présentent une résistance plus importante aux infections d'Erwinia 
carotovora (Dong et al. , 2000). D'autre part, l 'expression hétérologue du gène aiid chez P. 
aeruginosa, élimine les comportements régulés par le QS comme la virulence ou la formation 
des biofilms (Lin et al. , 2003). 
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Figure 20: Modèle hypothétique de la membrane externe de Brucella. Les principales classes 
d' Omps de Bruce/la sont classées selon leur poids moléculaire : groupe 1 : 94 ou 88 kDa ; 
groupe 2: 36-38 kDa ; groupe 3 :31-34 kDa et 25-27 kDa. Le groupe 2 comprend les porines 
et le groupe 3 contient au moins 3 protéines non apparentées : Omp31 , Omp3a ou Omp25 et 
Omp3b). Les Omps sont désignées par leur masse (kDa) à l' exception des Omp3a (Omp25) et 
Omp3b dont les masses respectives sont de 26 kDa et 23kDa. Ces deux dernières sont 
fortement liées au LPS. Symboles: trapèzes oranges: disaccharide diaminoglucose lipide A ; 
carrés rouges dans le prolongement des structures noires en zigzag (acides gras) : groupes 
hydroxyles de la chaîne acyle du LPS ; carrés mauves : extrémité réductrice de sucres de 
nature inconnue (NH) qui peuvent dans certains cas être liés à un lipide (NH-L); rectangles 
verts : tête polaire des lipides omithine ; cercles noirs : phospholipides principalement 
représentés par la phosphatidylcholine (PC) (Moreno et Moriyon, 2006). 
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4. Les bactéries du genre Brucella 

Les bactéries du genre Brucella sont des pathogènes intracellulaires facultatifs 
responsables d'une zoonose de répartition mondiale : la brucellose. Le genre Brucella 
comprend huit espèces se distinguant l' une l' autre par la variabilité antigénique, l'hôte et les 
caractères biochimiques. Les trois espèces principales, dont chacune comprend 
respectivement 9, 4 et 3 biovars, sont B. abortus, B. suis et B. melitensis (Michaux
Charachon, 1997). Cette dernière produit les infections les plus sévères. 

4.1. Caractères bactériologiques 

4.1.1. Généralités 

Les Brucella sont des petits coccobacilles Gram négatifs dont le diamètre oscille entre 
0,5 et 0,7 µm pour une longueur comprise entre 0,6 et 1,5 µm. La surface de la cellule 
comporte un appareil de sécrétion de type IV encodé par !'opéron virB et des Omp (Outer
membrane proteins) classées en trois groupes (Moreno et Moriyon, 2006) (figure 20). Par 
contre, le système de sécrétion de type III n'a pas été détecté à ce jour. On distingue un 
appareil flagellaire qui s' avère nécessaire pour le processus infectieux normal chez la souris 
(Fretin et al., 2005). Il n' en reste pas moins que les Bruce/la sont décrites comme immobiles. 
L' intégrité de LPS présent en surface de la bactérie est également un des facteurs requis pour 
la survie intracellulaire de Brucella (Moreno et Moriyon, 2006). Enfin, Brucella ne produit 
pas de spores. 

4.1.2. Structure du génome 

Le génome de la souche de B. melitensis 16M a été séquencé et annoté. Les tests 
d'hybridation DNA-DNA révèlent un pourcentage d'homologie entre les différentes espèces 
de Bruce/la de l'ordre de 90%, ce qui laisse penser que le génome est monospécifique 
(Michaux-Charachon, 1997). Cependant, de petites délétions, insertions et inversions 
permettent de distinguer les espèces entre elles (Boschiroli et al. , 2001 ). La majorité des 
espèces de Bruce lia possèdent deux chromosomes, à l'exception du biovar 3 de B suis qui 
n'en possède qu'un. Leur taille est de 2,1 et 1,2 mégabases. L'origine de ces chromosomes est 
contestée. Certains prétendent qu' ils proviendraient de la scission d'un chromosome unique 
originel tandis que d'autres privilégient l'idée de la transformation d'un mégaplasmide en 
chromosome par acquisition de gènes (Del Vecchio et al. , 2002) (Paulsen et al. , 2002). Aucun 
plasmide n'a été identifié chez Brucella. 

L'analyse de la séquence d'ARN ribosomique 16S montre une affiliation 
phylogénétique de Brucella à Agrobacterium, Phyllobacterium, Ochrobactrum et Rhizobium 
(Corbel, 1997). Tout comme Brucella, ces bactéries appartiennent à la classe des alpha
protéobactéries et possèdent toutes en commun la capacité d'établir des relations étroites avec 
une cellule eucaryote. 
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Figure 21 : Trafic intracellulaire de Brucella au sein du macrophage. La région grisée désigne 
la déviation du trafic intracellulaire sous contrôle de !'opéron virB encodant l'appareil de 
sécrétion de type IV. Après phagocytose, la vacuole dans laquelle réside Brucella établit un 
contact lâche avec le réticulum endoplasmique (A) pour fusionner avec ce dernier (B) et 
donner une vacuole dite « de réplication » dans laquelle Brucella peut se répliquer (C). La 
membrane de cette organelle s'accroit de manière à supporter la croissance et la division de la 
bactérie (Celli et al. , 2003). 
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4.2. Pathogénie 

Bruce/la est internalisée dans la cellule hôte par phagocytose, suite à l' interaction avec 
des récepteurs et la contribution modérée de filaments d' actine (Gorvel et al. , 2002). Parmi les 
récepteurs, les fragments Fe médient l' entrée des bactéries osponisées dans les macrophages 
et les monocytes tandis que les récepteurs de type lectine et fibronectine sont impliqués dans 
la pénétration des bactéries non opsonisées (Gorvel et al. , 2002). Les cellules hôtes 
préférentielles sont les cellules phagocytaires professionnelles (comme les macrophages) ou 
non professionnelles ( comme les trophoblastes) (Detilleux et al., 1990). Après son 
internalisation, la bactérie réside dans un phagosome qui fusionne avec les endosomes 
précoces. La vacuole qui en résulte subit alors un processus de maturation différent de celui 
de la voie classique. En effet, bien qu'elle acquièrt des marqueurs des endosomes tardifs et 
des lysosomes (LAMP-1 ), la vacuole est déviée de la voie phago-lysosomale (Celli et al., 
2003 ). Cette déviation du trafic intracellulaire semble dépendante de la production de P-1 ,2-
glycans (Arellano-Reynoso et al. , 2005). La vacuole contenant Bruce/la établit un contact 
lâche avec le réticulum endoplasmique. Ensuite, elle fusionne avec ce dernier pour donner une 
vacuole dite « de réplication » dans laquelle Bruce/la peut se répliquer (figure 21) (Celli et al. , 
2003). Cet évènement est sous contrôle de l'opéron virB encodant l' appareil de sécrétion de 
type IV (Comerci et al., 2001). Enfin, la membrane de !'organelle s'accroît de manière à 
pouvoir supporter la croissance et la division de la bactérie. 

4.3. Brucellose 

La brucellose est reconnue par la FAO, l'OMS et l'OIE comme une des zoonoses les 
plus répandues à travers le monde. La maladie se transmet entre animaux et l'homme est 
également susceptible d'être infecté par B. melitensis, B. suis et B. abortus. Chez l' animal, 
elle affecte essentiellement les organes génitaux ce qui engendre l' avortement chez la femelle 
et la stérilité chez le mâle. Chez l'homme, la brucellose est encore appelée fièvre de Malte, en 
référence au symptôme le plus manifeste qu' est la fièvre intermittente de durée variable. Les 
autres manifestations sont variables et sont le plus souvent la fatigue, une perte de poids, des 
maux de tête, l' anorexie et l' endocardite. 

La maladie peut évoluer vers des formes aigues ostéoarticulaires puis ( ou) vers des 
formes chroniques se manifestant par une « patraquerie brucellienne ». Chez l'homme, les 
symptômes liés aux formes aigues apparaissent généralement endéans les deux semaines 
après l' inoculation mais ils peuvent parfois ne se manifester qu'après 3 mois (Sauret et al. , 
2002). Dans certains cas, la maladie peut évoluer vers une forme chronique et engendrer des 
complications sévères affectant le système cardiovasculaire. Les endocardites et autres 
anomalies cardiaques constituent la cause principale de mortalité dans 3 à 5 % des cas. Cette 
chronicité est entretenue par le fait que certains foyers de germes échappent au système 
immunitaire (Baldwin et al. , 2006). Le traitement standard de la brucellose est une 
combinaison de la doxycycline avec la rifampicine ou la streptomycine. 
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Figure 22 : Représentation schématique du P-1,2-glycan cyclique synthétisé par B. abortus. 
Les groupements succinyl sont liés au cycle constitué de 17 résidus glucose (Roset et al. , 
2006). 



Introduction 

4.4. Quorum Sensing, Quorum Quenching, biofilm et Brucella 

Un système de QS a récemment été identifié chez Brucella bien qu' aucune synthétase 
classique d' AHLs n'ait été mise en évidence. En effet, deux AHLs ont été identifiées dans le 
surnageant de culture de B. melitensis 16M: la N-dodecanoylhomosérine lactone (C12-HSL) 
et la 3-oxo-C12-HSL (Taminiau et al. , 2002). Ces molécules sont présentes à faible 
concentration dans la mesure où dix-huit litres de culture ont été nécessaires pour obtenir une 
quantité de C12-HSL détectable en spectrométrie de masse. Plusieurs hypothèses ont été 
proposées par Taminiau et ses collaborateurs pour donner un sens à cette constatation (2002) : 
le caractère hydrophobe de la C12-HSL diminuant l' efficacité d'extraction, le mode de vie 
intracellulaire privilégiant l'accumulation des AHLs ainsi que la mise en place de mécanismes 
de contrôle de la synthèse d' AHL sont les trois hypothèses avancées. 

Deux régulateurs transcriptionnels appartenant à la famille LuxR ont également été 
identifiés chez Brucella melitensis. Il s'agit de BabR et VjbR. Chez cette même espèce, le QS 
semble jouer un rôle dans le contrôle de la virulence puisqu'il régule l' expression du flagelle 
et de !' opéron virB (Delme et al. , 2005). La transcription de cet ensemble de gènes est 
contrôlée différentiellement suivant le stade d' infection. Il est exprimé pendant les phases 
précoces de l' infection et l' expression tend à diminuer au cours des phases ultérieures. 

Le Quorum Quenching n'a pas encore été caractérisé chez Brucella même si un gène 
homologue au gène aiid de Ralstonia a été découvert chez B. suis et B. melitensis. Cette AHL
acylase potentielle AiiD est fonctionnelle chez Bruce/la et sa surexpression engendre un 
phénotype d'agrégation (Julien Lemaire, thèse en cours) (Marie Godefroid, thèse en cours). 

La formation d'agrégats semble également être sous le contrôle du QS. En effet, chez 
Brucella, la dégradation systématique des phéromones par un mutant surexprimant une AHL
acylase, ainsi qu'une délétion du régulateur transcriptionnel VjbR, engendre la formation 
d' agrégats en culture liquide (Marie Godefroid, mémoire de licence) (U zureau et al. , sous 
presse, J. Bacteriol.). Or, la formation d'agrégats constitue habituellement une étape 
préliminaire à la formation des biofilms. Il n'en reste pas moins que la production de biofilms 
par Bruce/la n'a pas encore été mise en évidence à ce jour. Cette agrégation est due à la 
production d' au moins un EPS (Marie Godefroid, mémoire de licence). C'est la première fois 
qu'un EPS autre que le P glycan est mis en évidence chez Brucella. En effet, les espèces de 
Bruce/la produisent des glycans cycliques périplasmiques (Roset et al. , 2006). Ces molécules 
sont constituées d'un squelette cyclique composé d'unités glucose reliées entre elles par des 
liens P-1 ,2 (figure 22). Le degré de polymérisation varie de 17 à 25 résidus. Ce 
polysaccharide est acheminé au niveau du périplasme et une série de groupements non 
glycosidiques y sont ajoutés (glycérol phosphate, succinate et/ou méthyl malonate) (Roset et 
al., 2004). L'acquisition de ces molécules sur ces P-1 ,2-glycans leur confère un caractère 
anionique leur permettant de faire face aux stress osmotiques. 

Les P-1 ,2-glycans produits par Brucella abortus sont requis pour la pleine expression de 
sa virulence (Arellano-Reynoso et al., 2005). Ces complexes interféreraient avec les fonctions 
de la cellule hôte en perturbant le trafic intracellulaire au profit de la bactérie. Leur mode 
d'action semble faire appel à la réorganisation des lipid rafts et à l' interaction avec le 
cholestérol de manière analogue à l'activité de la méthyl cyclodextrine (Arellano-Reynoso et 
al. , 2005). 
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La formation d'agrégats chez B. melitensis est corrélée à la production d'au moins un 
exopolysaccharide (EPS) (Uzureau et al., sous presse, J. Bacteriol.). Ce phénotype agrégatif, 
pouvant constituer une étape préliminaire à la formation des biofilms, est sous contrôle du 
Quorum Sensing. En effet, un mutant surexprimant l' AHL-acylase de B. suis (B. melitensis 
pMRI0-aiids), responsable de la dégradation des phéromones du QS (AHL), présente un 
phénotype d'agrégation en culture liquide. De plus, la mutation du gène codant pour le 
régulateur du QS, VjbR, engendre également ce phénotype. Ce mémoire a pour but de 
contribuer à l'étude de ce phénotype agrégatif. 

Le premier volet de ce mémoire vise à rechercher des gènes impliqués dans la 
biosynthèse de l'EPS par B. melitensis. L'analyse du génome de B. melitensis a permis de 
mettre en évidence une trentaine de gènes homologues à des gènes impliqués dans la synthèse 
d'exopolysaccharides chez d'autres alpha-protéobactéries phylogénétiquement proches de 
Brucella. L'objectif est de déterminer si certains de ces gènes interviennent dans la synthèse 
de l'EPS chez B. melitensis. Pour ce faire, la démarche expérimentale a consisté à déléter une 
sélection de cinq gènes d'intérêt chez la souche sauvage et chez la souche B. melitensis 
pMRl 0-aiids présentant un phénotype agrégatif. Les mutants obtenus ont ensuite été 
caractérisés à plusieurs niveaux. La présence ou l'absence d'agrégats a été évaluée 
macroscopiquement et microscopiquement grâce à l'utilisation d'agarose pad. Les marquages 
fluorescents de l'EPS réalisés pour les souches mutantes ont été comparés à ceux des souches 
non mutées. Enfin, l'éventuel exopolysaccharide de chaque souche a été purifié et une étude 
qualitative a été menée entre les différentes souches. 

Le deuxième volet de ce mémoire s'inscrit dans le cadre de la recherche des constituants 
de la matrice des agrégats produits par B. melitensis pMRl 0-aiids. Cela concerne plus 
spécifiquement la détection des vésicules membranaires qui constituent des composants 
communs de la matrice des biofilms (Schooling et al., 2006). L'objectif est de déterminer si 
ces vésicules membranaires sont exprimées de manières différentes dans la souche sauvage et 
dans la souche agrégative. Pour ce faire, nous avons observé ces vésicules membranaires 
grâce aux techniques de microscopie électronique à transmission et de marquage 
immunogold. 
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Dans le cadre de l'étude du rôle du régulateur transcriptionnel VjbR chez B. melitensis, 
une souche mutante pour ce gène (baptisée ô.vjbR) a été créée par remplacement du gène vjbR 
par la cassette de résistance à la kanamycine. La souche ô.vjbR est atténuée en modèle 
cellulaire et murin (Delme et al. , 2005). Elle présente également un défaut d'expression de 
deux facteurs de virulence: l' appareil de sécrétion de type IV encodé par !'opéron virB et le 
système flagellaire (Delme et al. , 2005). En outre, B. melitensis ô.vjbR agrège en culture 
liquide (U zureau et al. , sous presse, J. Bacteriol. ). La souche sauvage ( wt ), quant à elle, n'a 
jusqu'à ce jour jamais présenté ce phénotype. 

Le phénotype de la souche ô.vjbR a précédemment été caractérisé (Marie Godefroid, 
mémoire de licence). Tout d'abord, dans le but de visualiser la structure des agrégats, la 
souche ô.vjbR a été observée en microscopie électronique à balayage. Ces observations ont 
montré des bactéries contenues dans une matrice composée entre autres de filaments à aspect 
« collant ». Cette structure observable autour des agrégats est potentiellement assimilable à 
une matrice de biofilm. Cette observation a donc laissé penser que les bactéries pouvaient 
produire un exopolysaccharide. Afin de confirmer cette hypothèse, des marquages par 
différents colorants de polysaccharides ont été réalisés. Ceux-ci ont révélé un marquage 
positif typique d'un marquage des polysaccharides matriciels. Il s' avère donc que le 
phénotype d'agrégation observé est bien associé à la production d'un exopolysaccharide 
(Uzureau et al., sous presse, J. Bacteriol.). 

La souche B. melitensis 16M surexprimant l'AHL-acylase (B. melitensis pMRl0-aiids), 
présente également cette faculté d'agrégation (Marie Godefroid, thèse en cours). Cette souche 
a été créée à partir du plasmide pDONR-aiids, un plasmide disponible dans l' ORFéome2 de 
Bruce/la, qui porte le gène codant l 'AHL-acylase de Brucella suis. Une réaction LR a été 
réalisée à partir de ce plasmide afin d'introduire le gène aiid dans le vecteur d'expression 
Gateway pMRI0-cat-GW disponible au laboratoire. Le plasmide obtenu (pMRI0-aiids) a été 
inséré chez B. melitensis 16M par conjugaison. Etant donné que la souche B. melitensis 
pMRI0-aiids présente un phénotype d'agrégation plus stable que celui de la souche ô.vjbR, 
elle constitue actuellement la souche d'intérêt dans le cadre de l' étude du ou des 
exopolysaccharides (EPS) produits par B. melitensis . 

Ce mémoire a pour but de contribuer à l' étude de cet ou ces EPS. La première partie 
porte sur la recherche de gènes impliqués dans la biosynthèse de l 'EPS produit par Brucella 
melitensis. Le deuxième volet consiste à déterminer si les vésicules membranaires constituent 
un composant matriciel des agrégats. 

1. Recherche de gènes impliqués dans la biosynthèse de l'EPS produit par 
B. melitensis 

1.1. Mutagenèse de cinq gènes cibles 

Afin d'identifier les gènes responsables de la biosynthèse de l' exopolysaccharide 
produit par B. melitensis, une recherche d'homologie de séquence a précédemment été 

2 Banque reprenant toutes les ORFs de Bruce/la clonées dans un plasmide donneur (pDONR) permettant le 
clonage consécutif dans différents vecteurs de destination Gateway® (Dricot et al. , 2004). 

24 



Résultats 

effectuée. Il en est ressorti une trentaine de gènes présentant une homologie de séquence avec 
des gènes impliqués dans la biosynthèse d'exopolysaccharide chez d'autres bactéries 
phylogénétiquement proches de Brucella. Cela comprend des gènes homologues aux gènes de 
biosynthèse de la cellulose (Agrobacterium tumefaciens), ainsi que des gènes homologues aux 
gènes de régulation et de la synthèse d'EPS (A. tumefaciens, Mesorhizobium loti, S. meliloti) 
(figure 1 ). On distingue notamment un locus de 25 kB chez B. melitensis qui est conservé 
chez A. tumefaciens et qui rassemble plusieurs gènes potentiellement impliqués dans la 
synthèse d' exopolysaccharide. 

N° du gène Annotation Genbank E-value Organisme 
BMEI 0093 ExsD protein 4e-96 A. tumefaciens 
BMEI 0356 Type I capsular polysaccharide biosynthesis protein J 8e-21 M loti 
BMEI 1094 Exoplolysacch. Prod. Neg regulator 2e-77 M. loti 
BMEI 1096 Exol le-28 A. tumefaciens 
BMEI 1175 Putative capsule polysaccharide export protein precursor 2e-77 M. loti 
BMEI 1177 Putative colonie biosynthesis UDP-glucose lipid carrier transferase le-163 R. le)!uminosarum 
BMEI 1435 Polysaccharide deacetvlase le-60 A. tumefaciens 
BMEI 1603 Polysaccharide deacetylase 8e-26 R. lef!uminosarum 
BMEI 1626 N-acetyl glucosaminyltransférase le-106 A. tumefaciens 
•BMEI 1777 Galactosyltransferase Exo Y Se-64 S. meliloti 
BMEII 0021 Polysialic acid capsule expression protein KpSF le-107 A. tumefaciens 
BMEII 0023 UTP glucose- !-phosphate uridylyltransferase le-127 M. loti 
BMEII 0499 Succinoe:lvcan biosvnthesis protein exol 2e-32 M. loti 
BMEII0727 UDP-glucose 6-deshydrogenase le-137 C. crescentus 
BMEII 0730 UDP-glucose 4-epimerase le-126 R. le)!uminosarum 
BMEII 0731 DTDP-glucose 4-6-deshvdratase 3e-67 R. lef!uminosarum 
BMEII 0832 UDP-glucose-4-epimerase le-120 A. tumefaciens 
BMEll 0834 Glutamate-1-semialdehyde 2, 1 aminomutase le-161 A. tume{aciens 
BMEII 0835 Glycosyltransferase 8e-86 A. tume_faciens 
BMEII 0836 dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-epimerase 8e-91 A. tumefaciens 
BMEll 0837 Glvcosvltransferase 3e-63 A. tume{aciens 
BMEll 0838 ExoT te-105 A. tumefaciens 
BMEU 0844 Omp31 4e-17 A. tumefaciens 
BMEil 0846 Glycosyltransferase le-130 A. tumefaciens 
BMEII 0847 Glycosyltransferase le-109 A. tumefaciens 
BMEII 0848 GDP-mannose 4,6 deshydratase le-168 A. tume{aciens 
BMEll 0849 GDP-4-dehvdro-D-rhamnose reductase 4e-70 A. tumefaciens 
BMEll 0850 GDP-fucose synthase 5e-32 A. tume_faciens 
•BME1J0851 .Exopolysaccharide prod. Prot. exoF precursor 6e-75 A. tumefacie,is 

•BMEII 0852 ExoP 1 4e-97 A. tumefacie11s 

•BMEII II27 Exopolysaccharide production protein, putative. ExoQ 6e-92 M. loti 
BMEII 1128 Glycosyltransferase, groupe 2 family protein. ExoM le-105 M. loti 
BMEII 1129 Glycosyltransferase le-107 M. loti 
BMEII 1130 UDP-N-acetyl-D-mannosaminuronic acid transferase 4e-63 M loti 
•BMEII II32 ExoP2 6e-86 M. loti 

Figure 1 : Liste des gènes de B. melitensis homologues à des gènes impliqués dans la synthèse d'EPS 
chez des espèces phylogénétiquement proches de Bruce/la. Les gènes figurant au sein de la région 
grisée font partie du locus de 25 kb. Les gènes mentionnés en gras sont ceux qui présentent de 
l' homologie avec les gènes responsables de la synthèse du succinoglycan (EPS I) chez S. meli/oti. Les 
gènes précédés d' un astérisque sont ceux qui ont fait l'objet de la mutation dans le cadre de ce 
mémoire. Les E-value indiquées sont celles correspondant à la similarité la plus forte et l' espèce 
bactérienne correspondante figure au sein de la dernière colonne. 

Nous avons choisi de nous intéresser aux gènes présentant des homologies de séquence 
avec les gènes codant pour les enzymes responsables de la synthèse du succinoglygan (EPS I) 
produit par S. meliloti. Parmi les quinze gènes impliqués dans la synthèse du succinoglycan 
chez cette bactérie, neuf sont conservés chez B. melitensis. Trois de ces gènes codent pour des 
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glycosyltransférases. Bruce/la possède cinq autres glycosyltransférases non homologues à 
celles de S. meliloti. Dans le cadre de ce mémoire, cinq gènes intervenant à des étapes 
différentes de la voie ont été retenus afin de déterminer leur éventuelle implication dans la 
synthèse d'un EPS : exoF, exoY, exoQ et les deux homologues du gène exoP. Les deux 
premiers gènes sont impliqués dans l'initiation de la synthèse de l'EPS chez S. meliloti. Les 
protéines encodées par ces deux gènes catalysent l'addition du premier sucre (galactose) sur 
un lipide ancré en membrane (lipid carrier). L'ajout de ce premier sucre est suivi de l' addition 
d'autres sucres par différentes glycosyltransférases jusqu'à la formation d'un octosaccharide. 
Ce dernier est polymérisé et exporté grâce à la contribution des enzymes encodées par les 
gènes exoP et exoQ (Gonzalez, 1996). Ces enzymes interviennent donc dans la 
polymérisation des sous-unités octosaccharidiques et dans l'exportation en extracellulaire du 
succinoglycan néoformé. Le gène exoP de S. meliloti présente deux homologues chez B. 
melitensis. Afin de les distinguer l'une de l'autre, l'ORF BMEII 0852 est appelée exoP 1 
tandis que l'ORF BMEII1132 est dénommée exoP2. Les fonctions prédites de ces deux ORF 
homologues sont la biosynthèse des polysaccharides et le transport de ceux-ci. 

Chacun des cinq gènes a été délété dans la souche sauvage et dans la souche B. 
melitensis pMRIO-aiids présentant un phénotype d'agrégation. Si l'un de ces gènes est 
impliqué dans la synthèse d'EPS, la production de ce dernier sera altérée, voire perdue dans la 
souche B. melitensis pMRl 0-aiids et cela se repercutera sur la capacité d'agrégation des 
bactéries. Les mutants obtenus ont été appelés !:!.exoF, !:!.exoP 1, !:!.exoP2, !iexoQ et !:!.exoY. 

Figure 2 : Modèle de synthèse et d'export du succinoglycan chez S. meliloti. Gal : galactose ; Glc: 
glucose ; P: phosphate; Ac: acetyl; Suce: succinyl ; Pyr: pyruvyl. (Gonzalez, 1996). 
0: conservé chez B. melitensis. 
17: conservé chez B. melitensis et faisant l' objet de la mutation dans le cadre de ce mémoire. 
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1.1.1. Construction des plasmides de délétion 

La stratégie de délétion des gènes exo utilisée a fait appel à une stratégie de mutagenèse 
par PCR permettant de générer des mutants propres sans contraintes liées à la polarité. Une 
première PCR (PCRl), visant à amplifier la région située en amont du gène à déléter, a été 
réalisée sur l' ADN génomique de B. melitensis 16M avec la paire d'amorces 1 et 2 (figure 3). 
L'enzyme utilisée est la Taq DNA polymérase. De la même manière, une seconde PCR 
(PCR2) a permis d'amplifier la région en aval du gène, au moyen des amorces 3 et 4. Les 
amorces 2 et 3 ont été conçues de manière à comporter une région complémentaire 
(symbolisée en rouge dans la figure 3). Les régions amont et aval ainsi amplifiées possèdent 
chacune une taille de l 'ordre de 500 pb. Les produits de ces deux PCR ont été déposés sur gel 
d'agarose et purifiés. Les produits purifiés ont à leur tour été déposés sur gel de manière à 
apprécier la quantité de matériel disponible pour la prochaine étape de clonage. 
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Figure 3 : Stratégie de délétion choisie. Les régions amont et aval du gène à déléter sont amplifiées 
par PCR. Les amorces 2 et 3 possèdent une zone d'appariement partielle symbolisée en rouge. Les 
produits PCRl et PCR2 sont dénaturés pour permettre aux simples brins de s' hybrider par 
l' intermédiaire de la région commune aux amorces 2 et 3. Au terme de la PCR3, les régions amont et 
aval du gène sont accolées. 

Au terme des deux PCR, les produits purifiés ont été mis en présence et dénaturés. Pour 
ce faire, 5 cycles de PCR sans amorces ont été réalisés de manière à ce que les simples brins 
puissent partiellement s'hybrider par l'intermédiaire de leur région complémentaire. L' ADN 
polymérase allonge alors les simples brins par leur extrémité 3' . Le produit formé subit alors 
une troisième PCR afin d' augmenter la quantité de matériel. Les produits de cette troisième 
PCR ont été déposés sur gel d' agarose et purifiés. Les produits purifiés ont à leur tour été 
déposés sur gel de manière à apprécier la quantité de matériel disponible pour la prochaine 
étape de clonage. 
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• Clonage des amplicons dans le pGEM-T Easy 

Chacun des cinq produits PCR3 générés a été cloné dans le pGEM-T Easy, un vecteur 
de clonage intermédiaire (Proméga) (figure 4). Commercialisé sous forme linéarisée, ce 
vecteur comporte une thymidine terminale ajoutée à chaque extrémité 3' qui facilite la 
ligation du produit PCR en prévenant la recircularisation. Ce plasmide encodant la résistance 
à l' ampicilline possède un site multiple de clonage au niveau du gène lacZ, ce qui rend 
possible la sélection des clones possédant le plasmide avec l' insert par le test blanc/bleu3

• 

Sea 1 1890 
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cri 

1 srart 
14 
20 
26 
31 
37 
43 
43 
49 
52 

64 
70 
77 
77 
68 
90 
97 

109 
118 < 
127 ;:; 

T SP6 141 1 
Figure 4: Représentation schématique du pGEM-T Easy. Ce plasmide, commercialisé sous forme 
ouverte, possède une thymidine terminale à chacune des extrémités 3 ', ce qui favorise la ligation du 
produit PCR en prévenant la recircularisation. Abréviations : Amp': résistance à l' ampicilline ; lacZ: 
gène codant pour la Beta-Galactosidase ; fl ori : origine de réplication du phage fl. 

Une réaction de transformation a ensuite permis d'insérer les produits de ligation dans 
des cellules E. coli DHl OB. Le plasmide permettant le test blanc/bleu, les bactéries ont été 
étalées sur milieu sélectif LB additionné d' ampicilline de X-Gal et d' IPTG. 

• Analyse des clones recombinants 

L' ADN plasmidique des clones blancs ayant intégré le plasmide avec l 'insert a été isolé 
par minipréparation. Les amplicons ont été séquencés afin de détecter d'éventuelles 
mutations. Les séquences obtenues n'ont pas révélé de mutations. 

• Restriction des pGEM-T Easy-amplicons 

Les plasmides pGEM-T Easy-amplicons ont été restreints avec l'enzyme Notl. Cette 
enzyme reconnait des sites de restriction de part et d'autre de l'insert. Les tailles attendues des 
différents fragments générés sont reprises dans la figure 5. Ces produits de restriction ont été 
séparés par migration sur gel d'électrophorèse et les fragments d'ADN correspondant aux 
inserts ont été purifiés. Les tailles obtenues correspondent bien à celles attendues. 

3 Le gène lacZ code pour une enzyme à activité Beta-Galactosidase (P-Gal) qui catalyse l'hydrolyse des P
galactosides tel le lactose. Le X-Gal constitue un substrat chromogène de la P-Gal. La P-Gal clive le lien 
glycosidique dans la molécule de X-Gal générant ainsi des monomères indoxyl. La dimérisation et l'oxydation 
de ces derniers engendrent la formation d'un composé bleu en présence d' ions ferriques et ferreux. Des cellules 
bactériennes transformées avec un plasmide comportant un insert au niveau du gène lacZ sont donc identifiables 
par la formation de colonies blanches dues à l'absence de l' enzyme P-Gal. 
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exoF exoY 
1032 pb 1131 pb 
2984 pb 2984 pb 

Figure 5: Tailles attendues des fragments générés par la restriction NotI du pGEM-T Easy contenant 
le produit de la PCR3 . 

• Linéarisation du pJQ200ucl 

Le pJQ200ucl est un plasmide suicide chez Brucella possédant un gène de résistance à 
la gentamicine ainsi qu'un marqueur de contre-sélection sacB (figure 6). Ce dernier code pour 
une levansucrase qui rend les clones sensibles à la présence de sucrose dans le milieu de 
culture. Ce plasmide a été linéarisé par l'enzyme Notl de manière à générer des extrémités 
compatibles pour le clonage et a été purifié. Ce plasmide possède deux sites de restriction 
Notl distants l' un de l'autre de 12 pb. Ce fragment de 12 pb est donc libéré au cours de la 
restriction Notl générant ainsi un vecteur linéaire de 5550 pb. 

Notl (202) 

-~--.._ /_ __ l\btl (214) 
·--lacZ 

pJQ200ucl 
5.:P2 bp 

Figure 6 : Représentation schématique du pJQ200uc 1. Abréviations : oriT : origine de transfert ; 
gent(R) : gène de résistance à la gentamicine ; sacB : gène codant pour la levansucrase et dont 
l' expression est létale en présence de sucrose chez la plupart des bactéries Gram-négatives. /acZ: gène 
codant pour la Beta-Galactosidase permettant le test blanc-bleu. 

• Clonage de l'insert dans le pJQ200ucl 

Les inserts issus de la restriction du pGEM-T Easy contenant les amplicons ont été 
purifiés avant d'être ligués dans le pJQ200ucl linéarisé en Notl. Des bactéries E. coli DHl0B 
ont été transformées par ces produits de ligation puis étalées sur milieu sélectif contenant de la 
gentamicine, du X-Gal et de l' IPTG afin de réaliser la sélection sur base du test blanc/bleu. 

• Analyse des clones recombinants 

Pour chaque pJQ200ucl contenant l' amplicon, l'ADN plasmidique de cinq clones 
candidats blancs a été isolé par mini préparation. Une restriction diagnostique Not! a permis de 
s'assurer que celui-ci comportait l'amplicon de taille attendue (figure 7). Le profil de 
restriction attendu comporte deux fragments: la taille du plasmide restreint en Notl (5550 pb) 
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et celle de l ' amplicon: 1032 pb pour exoF, 1017 pb pour exoP 1, 1040 pb pour exoP2, 1164 
pb pour exoQ et 1131 pb pour exo Y. 

pJQ200ucl !:iexoF pJQ200ucl tiexoQ pJQ200ucl 6exoP2 

5550 ph-+ 5550 ph-+ 

5550 ph-+ 
1032 ph-+ 1164 ph-+ 

1040 ph-+ 

pJQ200ucl !::,exoP 1 pJQ200uc l tiexoY 

+-5550 ph 
+-5550 ph 

+- 10 17 ph +-11 31 ph 

Figure 7: Profils de restrictions Notl des plasmides pJQ200ucl portant l' amplicon de la PCR3. Les 
tailles mentionnées correspondent aux tailles du produit issu de la troisième PCR ( +/- 1000 pb) et celle 
du plasmide seul pJQ200ucl restreint en Notl (5550 pb). M: marqueur de poids moléculaire. 

Les profils de restriction obtenus pour chacun des clones correspondent aux profils 
attendus. 

1.1.2. Obtention des clones délétants chez B. melitensis 

Des bactéries E. coli Sl 7 ont été transformées par les vecteurs pJQ200ucl comportant 
les amplicons exoF, exoP 1, exoP2, exoQ et exoY. Les bactéries ont été étalées sur milieu LB 
additionné des antibiotiques streptomycine et gentamicine. Ce milieu sélectif permet de ne 
sélectionner que les bactéries E. coli S 17 (résistantes à la streptomycine et sensibles à la 
gentamicine) qui ont reçu le pJQ200ucl gentamicine résistant. Un transfert conjugatif a 
permis de céder ce plasmide aux souches B. melitensis 16M et B. melitensis pMRl0-aiids. Les 
candidats ont été sélectionnés sur milieu 2YT additionné d ' acide nalidixique et de 
gentamicine. L' acide nalidixique permet d ' éliminer les cellules E. coli Sl 7 et de sélectionner 
les clones B. melitensis qui y sont naturellement résistants. Parmi ces derniers, les clones qui 
possèdent le pJQ200ucl sont sélectionnés grâce à la résistance à la gentamicine qui leur est 
conférée par ce plasmide. Pour la souche B. melitensis pMRl 0-aiids, le milieu est également 
additionné de chloramphénicol de manière à éliminer les clones qui auraient perdu le pMRI0-
aiids porteur du gène conférant la résistance au chloramphénicol. 

Les clones délétés pour les gènes exo ont été obtenus après un évènement de double 
recombinaison. Le premier évènement de recombinaison a lieu entre les régions promotrice 
(amont) ou terminatrice (aval) du gène cible et les séquences de la région promotrice (PCRl) 
ou terminatrice (PCR2) présentes sur le plasmide pJQ200ucl-amplicon (figure 8). 
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pJQ200ucl 

ADNg Bm 16M 

Sélection sur 2YT p,en t.:imicine, NJ I 

arnont aval 

ADNgBm 16M 
ORF 

Sélection sur 2YT SllCrose 

Figure 8 : Stratégie de délétion choisie. Le premier évènement de recombinaison a lieu entre les 
régions promotrice (amont) ou terminatrice (aval) du gène à muter et la séquence de la région 
promotrice ou terminatrice présente sur le plasmide pJQ200uc 1-amplicon. La deuxième 
recombinaison a lieu entre les régions amont ou aval présentes en double exemplaire sur le 
chromosome de Bruce/la. 

Cette première recombinaison conduit à l'intégration du pJQ200ucl-amplicon dans le 
génome de Brucella. Cette recombinaison est sélectionnée sur milieu sélectif 2YT additionné 
de gentamicine et d'acide nalidixique (+ chloramphénicol pour la souche Brucella melitensis 
pMR 10-aiids). 

La deuxième recombinaison a lieu entre les régions amont ou aval présentes en double 
exemplaire sur le chromosome de Brucella. Elle conduit à l'excision du vecteur du génome de 
Brucella et donc à la perte du gène sacB. Cette seconde recombinaison a donc été 
sélectionnée par la résistance des clones au sucrose. 

A ce stade de la sélection, deux cas de figure sont envisageables. Si les sites concernés 
par le double évènement de recombinaison (amont ou aval) sont identiques pour les deux 
recombinaisons (amont puis amont ou aval puis aval), le vecteur s'intègre dans le génome 
puis s'excise sans affecter le gène visé par la délétion. Dès lors, on se retrouve dans une 
situation où le génome est identique à celui de la souche sauvage. Par contre, si les sites 
concernés par la double recombinaison sont différents (amont puis aval/aval puis amont), le 
vecteur s ' excise en entrainant avec lui l ' ORF visée par la délétion. 

Les clones qui ont perdu le pJQ200ucl-amplicon suite à la deuxième recombinaison 
sont donc insensibles à la présence de sucrose dans le milieu. Cependant, cette insensibilité 
des clones au sucrose peut résulter de la mutation du gène sacB. De façon à discriminer les 
clones ayant subis la double recombinaison de ceux possédant le gène sacB muté, une 
dernière étape de sélection a été réalisée. Les clones ont été repiqués parallèlement sur deux 
milieux : un milieu 2YT non sélectif et un milieu contenant de la gentamicine. Les clones 
sensibles à la gentarnicine, c ' est-à-dire ceux pour lesquels la deuxième recombinaison a 
conduit l' excision du vecteur, ont été conservés afin d'être validés par PCR diagnostique sur 
lysat clair. 
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1.1.3. Validation des clones recombinants par PCR sur lysat clair 

Afin de valider les souches mutantes, une PCR sur lysat clair, utilisant les amorces 1 et 
4, a été effectuée. Nous avons utilisé comme contrôle positif le plasmide pJQ200ucl porteur 
du produit de la PCR3. Un lysat clair utilisant la souche sauvage a constitué notre contrôle 
négatif. 

La taille du gène exoQ est de 1284 pb. Les régions flanquantes du gène représentent, 
quant à elles, une taille de 1164 pb. Dès lors, la PCR sur lysat clair réalisée avec les amorces 1 
et 4 sur del' ADN provenant de la souche sauvage amplifie une région de 2448 pb. La souche 
délétée ~exoQ est, quant à elle, identifiable par l'obtention d'un fragment de 1164 pb. La 
migration des produits PCR issus des clones à valider est illustrée dans la figure 9. Parmi les 
clones testés, nous avons obtenu des clones délétés pour le gène exoQ pour la souche sauvage 
(B) et la souche B. melitensis pMRlO-aiids (A). Ces clones correspondent aux pistes Al, A2, 
A3 et B3. 

A B 

123456M 7 8M 2 3 M 4 5 

- 2448 pb 

- 11 64 pb - 2448 pb 

- 11 64 pb 

Figure 9 : PCR sur lysats clairs réalisées avec les amorces 1 et 4 sur les clones candidats pour la 
mutation ôexoQ dans les souches B. melitensis pMRlO-aiids (A) et B. melitensis 16M (B). Les tailles 
mentionnées correspondent aux tailles attendues. 
A: B: 
pistes 1-3 : candidats B. melitensis !iexoQ pMRIO-aiids. 
pistes 4-5 : candidats B. melitensis !iexoQ pMRIO-aiids rej etés. 
piste 6 : candidat B. melitensis !iexoQ pMRI 0-aiids. 

pistes 1-2 : candidats B. melitensis 16M !iexoQ rej etés. 
piste 3 : candidat B. melitensis 16M !iexoQ. 

piste 7 : contrôle positif (pJQ200UC I-arnplicon). 
piste 8 : contrôle négatif (B. melitensis pMRI 0-aiids). 

piste 4: contrôle positif(pJQ200UCl-arnplicon). 
piste 5 : contrôle négatif (B. melitensis 16M). 
M : marqueur de poids moléculaire. 

La taille de l'ORF exoY est de 1536 pb. Chez la souche B. melitensis pMRlO-aiid, 
l'amplification avec les amorces 1 et 4 a généré un fragment correspondant à la taille attendue 
de 2667 pb (figure 10). 

A B 

1 2 3 M 4 2 3 4 M 5 6 

- 2667 pb 
- 2667 pb 

- 1131 pb 

- 1131 pb 

Figure 10 : PCR sur lysats clairs réalisées avec les amorces 1 et 4 sur les clones candidats pour la 
mutation ôexoY dans les souches B. melitensis pMRIO-aiids (A) et B. melitensis 16M (B). 
A: B: 
piste 1 : candidat B. melitensis !iexo Y pMR 10-aiids 
pistes 2 et 3 : contrôles négatifs (B. melitensis pMR 10-aiid). 
piste 4: contrôle positif(pJQ200 UCl-arnplicon). 
M :marqueur de poids moléculaire. 

piste 1 : candidat B. melitensis 16M !iexoY rejeté. 
pistes 2-3 : candidats B. melitensis 16M !iexoY 
piste 5: contrôle positif(pJQ200UCl-amplicon). 
piste 6 : contrôle négatif (B. melitensis 16M). 
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L'amplification de l'ADN des candidats !1exoYa donné un amplicon correspondant à la 
taille cumulée des régions amont et aval du gène, c'est-à-dire 113 lpb. Parmi les clones 
présentés, nous en concluons que les clones Al, B2 et B3 sont délétés pour le gène exoY. 

La taille du gène exoF est de 1176 pb. Les pistes Al, A3 et A4 de la figure 11 
présentent une bande correspondant à la taille des régions qui bordent le gène exoF, à savoir 
1032 pb. Ces clones sont donc délétés pour le gène exoF. De la même manière, nous avons 
obtenu un clone !1exoF dans la souche sauvage (B 1 ). La PCR sur lysat clair réalisée sur les 
clones de la souche sauvage indique la présence d'amplification non spécifique. 

A B 

1234M56 2 3 4 M 

- 2208 pb 

- 1032 pb - 1032 pb 

Figure 11 : PCR sur lysats clairs réalisées avec les amorces 1 et 4 sur les clones candidats pour la 
mutation 11exoF dans les souches B. melitensis pMRl 0-aiids (A) et B. melitensis 16M (B). 
A: B: 
pistes I : candidat B. melitensis t.exoF pMRIO-aiids. 
piste 2 : candidat B. melitensis t.exoF pMR I 0-aiids rej eté. 
pistes 3-4 : candidats B. melitensis t.exoF pMRI 0-aiids. 
piste 5 : contrôle positif: pJQ200 UC 1-amplicon. 
piste 6 : contrôle négatif (B. melitensis pMR 1 0-aiids ). 
M : marqueur de poids moléculaire. 

pistes 1-2 : candidats B. melitensis 16M t.exoF. 
piste 3 : contrôle positif (pJQ200UC 1-amplicon). 
piste 4 : contrôle négatif (B. melitensis 16M). 

Un seul clone !iexoP 1 a été obtenu dans la souche B. melitensis pMRl 0-aiids (piste 2 de 
la figure 12). L'amplification de son ADN a généré un amplicon de 1017 pb. Par contre, 
aucun clone !iexoP 1 n' a été obtenu au terme de la sélection dans la souche sauvage. 

1 2 345M 6 7 M 

- 3200 pb 

- 3200 pb - 101 7 pb 

-l017pb 

Figure 12 : PCR sur lysats clairs réalisées avec les amorces 1 et 4 sur les clones candidats pour la 
mutation 11exoP 1 dans la souche B. melitensis pMRl 0-aiids. 
piste 1 : candidat B. melitensis t.exoQ pMR I 0-aiids rejeté. 
piste 2: candidat B. melitensis MxoQ pMRIO-aiids. 
pistes 3-5 : candidats B. melitensis t.exoQ pMRI 0-aiids rejetés. 
piste 6: contrôle positif(pJQ200 UCI -amplicon). 
piste 7 : contrôle négatif (B. melitensis pMR 10-aiids). 
M : marqueur de poids moléculaire. 

Les PCR sur lysats clairs réalisées sur les clones candidats pour la mutation !iexoP 2 se 
sont avérées négatives aussi bien chez la souche B. melitensis pMRl 0-aiids que chez la 
souche sauvage. 
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En conclusion, nous avons obtenu des candidats pour la mutation des gènes exoF, exoQ, 
exoY chez les deux souches B. melitensis sauvage et B. melitensis pMRlO-aiids. La délétion 
/j.exoP 1 n'a été obtenue que pour la souche B. melitensis pMRlO-aiids et aucun candidat 
/j.exoP2 n'a été observé lors de la PCR de validation des clones recombinants. La 
caractérisation des clones 11exoF, .6.exoQ et .6.exoY obtenus dans la souche sauvage se limitera 
pour l' instant à l'observation macroscopique de leur phénotype. En effet, les conditions dans 
lesquelles la souche sauvage est susceptible de produire un ou des EPS restent à définir. Dès 
lors, à l'heure actuelle, nous ne sommes pas en mesure de mettre en évidence une éventuelle 
altération de la synthèse d'EPS chez cette souche. Dans le cadre de ce mémoire, nous nous 
sommes donc exclusivement concentrés sur la caractérisation des clones recombinants 
obtenus dans la souche B. melitensis pMRlO-aiids. 

1.2. Caractérisation du phénotype des délétants obtenus 

Afin de déterminer si les gènes exoF, exoP 1, exoQ et exo Y sont impliqués dans la 
biosynthèse de l'EPS produit par Brucella, plusieurs études ont été menées. Tout d'abord, 
nous avons observé si les mutants obtenus dans la souches B. melitensis pMRl 0-aiids étaient 
toujours capables d' agréger en culture liquide. Pour ce faire, la présence ou l'absence 
d'agrégats a été évaluée macroscopiquement et microscopiquement en agarose pad. Ensuite, 
nous avons réalisé un double marquage iodure de propidium/concanavaline A-FITC afin de 
visualiser les bactéries et l' exopolysaccharide éventuellement présent. Enfin, nous avons 
purifié l' éventuel exopolysaccharide produit par chaque souche et avons mené une étude 
qualitative entre les différentes souches. 

1.2.1. Observation des cultures macroscopiquement et par la technique 
agarose pad 

Afin d' observer l' état d'agrégation de chaque mutant, nous avons ensemencé 10 ml de 
milieu 2YT liquide avec un prélèvement de bactéries provenant d'une culture réalisée sur 
milieu 2YT solide. Après 24 heures de culture, le phénotype d'agrégation des cultures a été 
apprécié à l'œil nu (figure 13). 

Souche Degré d' agrégation 
B. melitensis 16M -

B. melitensis pMRl 0-aiids +++ 
t'J.exoF pMR 10-aiids +++ 

t'J.exoP 1 pMRl 0-aiids +++ 
t'J.exoQ pMRl 0-aiids + 
t'J.exo Y pMR 10-aiids + 

B. melitensis 16M t'J.exoF -
B. melitensis 16M t'J.exoQ -
B. melitensis 16M t'J.exoY -

J Figure 13 : Phénotype d'agrégation observé en milieu 2YT liquide après 24 heures de culture. 

Les résultats obtenus confirment les observations précédemment réalisées et faisant état 
de l' absence d' agrégation pour la souche sauvage (B. melitensis 16M) et de l' abondance 
d'agrégats dans la souche B. melitensis pMRlO-aiids (contrôle positif). Les souches /j.exoF 
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pMRlO-aiids et tiexoP 1 pMRIO-aiids présentent un degré d'agrégation comparable à celui de 
la souche B. melitensis pMRI0-aiids. Les souches tiexoQ pMRIO-aiids et tiexoY pMRlO
aiids semblent, quant à elles, agréger dans une moindre mesure. L 'observation du phénotype 
des mutants tiexoF, ti exoQ et tiexoY obtenus dans la souche sauvage ne révèle pas 
d'agrégation. 

Un échantillon de chacune de ces cultures a ensuite été observé en agarose pad en 
contraste de phase à un grossissement de 1000 fois (figure 14). 

B. meltunsis ll.exoF pMRlO-aiid, 

B. 'pMIUO-atidf 

Figure 14 : Observation des souches en agarose pad. Souches : B. melitensis 16M (contrôle négatif 
d' agrégation) ; B. melitensis pMRIO-aiids (contrôle positif d' agrégation) ; B. melitensis !)..exoF 
pMRlO-aiids ; B. melitensis !)..exoPJ pMRlO-aiids ; B. melitensis t.exoQ pMRlO-aiids et B. melitensis 
t.exo Y pMRl 0-aiids. Grossissement 1 000x. 
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Nous observons que les cellules de la souche sauvage sont uniformément réparties sur 
l'ensemble du plan d'observation. Nous notons la présence de quelques bactéries agrégées. La 
souche B. melitensis pMRl 0-aiids présente, quant à elle, un phénotype assez différent. En 
effet, des cellules planctoniques sont disséminées parmi des amas de bactéries plus imposants. 

Les souches B. melitensis ôexoY pMRl 0-aiids et ôexoF pMRl 0-aiids ne présentent pas 
autant d'agrégats, mais une proportion non négligeable de bactéries sont disposées sous forme 
de chaînettes. Les cellules de la souche B. melitensis ôexoP 1 pMRlO-aiids semblent 
s'organiser majoritairement sous la forme d'agrégats au même titre que le délétant 
B.melitensis ôexoQ pMRl0-aiids. Le phénotype de cette dernière souche est tout à fait 
particulier dans la mesure où la taille des cellules paraît plus importante que la normale. 

Afin d' obtenir des données plus quantitatives, nous avons réalisé un comptage des 
bactéries sur trois images d'agarose pad de cahque souche comptant minimum 100 cellules. 
Nous les avons réparties en quatre catégories : les cellules organisées en agrégats, les 
bactéries formant des chaînettes de moins de 5 cellules, les bactéries formant des chaînettes de 
plus de 5 cellules et les cellules isolées (figure 15). 

Figure 15: Distinction entre l'agencement des cellules sous forme de chaînettes (gauche) et 
d ' agrégats (droite). 
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Figure 16: Quantification de l' agencement des bactéries en agarose pad. Les résultats sont exprimés 
en % de cellules par catégorie. Catégories : cellules formant des agrégats, cellules formant des 
chaînettes de moins de 5 cellules, cellules formant des chaînettes de plus de 5 cellules et cellules 
individuelles. La barre d'erreur représente 1 écart-type. 

Les observations indiquent une répartition des cellules très différente entre la souche 
sauvage et la souche surexprimant l'acylase (figure 16). Pas moins de 62,8% des bactéries de 
la souche sauvage ( contrôle négatif) se présentent sous forme planctonique tandis que 60,6% 
des cellules de la souche B. melitensis pMRl 0-aiids ( contrôle positif) forment des agrégats. 
Le graphique obtenu confirme également la présence d'agrégats pour les mutants B. 
melitensis ôexoP 1 pMRl 0-aiids et ôexoQ pMRl 0-aiids dans des proportions comparables 
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(40%), bien qu' inférieures, à la souche B. melitensis pMRlO-aiids. Les pourcentages obtenus 
pour les souches B. melitensis ~exoYpMRlO-aiids et ~exoF pMRlO-aiids témoignent d'une 
forte proportion de cellules ordonnées sous forme de chaînettes. Les chiffres atteignent 35,2% 
(~exoY) et 29,1% (~exoF) pour les chaînettes de plus de 5 cellules alors qu'on ne dépasse pas 
5% pour les autres souches. Ces deux souches semblent donc privilégier ce mode 
d'organisation au détriment de la formation d'agrégats. 

1.2.2. Double marquage concanavaline A-FITC/iodure de propidium 

De façon à mettre en évidence la présence d'EPS, en partie responsable du phénotype 
d'agrégation, un marquage à la concanavaline A, une lectine fixatrice des résidus a
glucopyranosyl et a-mannopyranosyl, a été effectué. Nous avons choisi ce marquage car il 
s' est révélé positif lors de la caractérisation des souches B. melitensis ~vjbR et B. melitensis 
pMRlO-aiids. Couplée au fluorochrome FITC émettant dans le vert, cette lectine permet de 
visualiser les résidus qu'elle cible au microscope à fluorescence. De plus, afin de localiser les 
bactéries préalablement fixées à la paraformaldéhyde dans l' échantillon, un second marquage 
à l' iodure de propidium (agent intercalant de l ' ADN émettant dans le rouge) a été effectué 
(figure 17). 

Figure 17 : Double marquage iodure de propidium/concanavaline A-FITC des souches mutantes. Les 
photographies ont été prises au microscope confocal. Le marquage rouge correspond à l 'ADN des 
bactéries mortes. La fluorescence verte représente la lectine couplée au flurochrome FITC. B. 
melitensis 16M : contrôle négatif de la synthèse d'EPS. B. melitensis pMRIO-aiids : contrôle positif de 
la synthèse d'EPS. La barre d'échelle représente 8 µm. 
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Les populations B. melitensis sauvage et B. melitensis pMRlO-aiids présentent un 
phénotype très différent. Dans la souche B. melitensis pMRl 0-aiids ( contrôle positif), nous 
remarquons un marquage vert très compact, correspondant aux résidus glucoses et/ou 
mannoses marqués par la concanavaline A-FITC. Au sein de cette fluorescence verte, on 
distingue des bactéries marquées en rouge par l' iodure de propidium. La souche sauvage 
présente, quant à elle, un marquage d'ADN disséminé avec seulement quelques zones 
relativement confinées de fluorescence verte. Ce marquage, identique à ceux précédemment 
réalisés, renforce l'idée selon laquelle il existerait une agrégation basale chez cette souche. 
Les zones noires correspondent à des zones non marquées. 

Les souches mutantes B. melitensis t,,.exoF pMRl0-aiids, t,,.exoP 1 pMRI0-aiids et 
t,,.exoYpMRI0-aiids présentent un marquage vert au sein duquel des bactéries sont présentes. 
Ces marquages ne se différencient pas fondamentalement du marquage observé pour la 
souche B. melitensis pMRI0-aiids. Le phénotype du mutant B. melitensis t,,.exoQ pMRlO
aiids se distingue, quant à lui , des autres mutants et des souches contrôles par la présence 
d'une couronne de fluorescence verte en périphérie des bactéries. 

De ces observations, nous pouvons donc conclure que les souches mutantes produisent 
toutes de l' exopolysaccharide puisque le marquage à la concanavaline A se révèle positif. 
Afin de mettre en évidence d'éventuelles différences qualitatives au niveau de la composition 
de cet exopolysaccharide, nous avons extrait ce dernier pour le soumettre à une analyse par 
chromatographie liquide haute performance (HPLC). 

1.2.3. Extraction de l'EPS et analyse HPLC. 

Afin d'obtenir des données qualitatives sur la nature des monomères constituant 
l'exopolysaccharide produit par les différentes souches mutantes et la souche B. melitensis 
pMRI0-aiids, nous avons isolé cette molécule par une méthode de précipitation des EPS à 
l'éthanol (Nordrnark et al., 2005). 

• Précipitation de l'exopolysaccharide 

La précipitation de l'exopolysaccharide a été réalisée par précipitation du surnageant de 
culture bactérienne avec de l'éthanol 95 % froid. Pour ce faire, les bactéries ont été cultivées 
dans le milieu RPMI. Nous avons choisi ce milieu de culture de composition connue afin de 
ne pas nous encombrer de polysaccharides interférents présents dans les milieux de culture 
classiques comme le yeast extract. Ce milieu contient une source de carbone sous forme de 
glucose qui n'est pas facilement utilisée par B. melitensis. Dès lors, afin de satisfaire les 
besoins en substrat carboné des Brucella, nous avons réalisé un apport additionnel en xylose 
de 10 g/L. Dans un premier temps, nous avons réalisé la précipitation de l 'EPS produit par la 
souche B. melitensis pMRl 0-aiids au départ d'une culture de 600 ml (RPMI). Dans les 
semaines qui ont suivi, nous avons réalisé la même démarche chez les souches mutantes mais 
en cultivant chacune d 'entre elles dans 200 ml de milieu. Pour toutes les souches, après 48 h 
de culture, le surnageant de culture contenant les exopolysaccharides a été additionné 
d'éthanol 95%. Ces exopolysaccharides ont été récupérés et une étape de dialyse a permis 
d'éliminer les monomères saccharidiques contaminants. 
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• Extraction du LPS au phénol 

Le protocole d ' extraction des exopolysaccharides utilisé extrait aspécifiquement tous les 
polysaccharides du milieu. Cela inclut les exopolysaccharides mais aussi les polysaccharides 
comme le LPS libre ou associé à des vésicules membranaires. Nous avons donc utilisé une 
méthode d ' extraction au phénol afin d'éliminer de notre échantillon le LPS. Du phénol chaud 
a été additionné à l'échantillon préalablement chauffé. Après mélange avec le phénol, nous 
avons obtenu deux phases : la phase aqueuse contenant l'EPS et la phase phénol contenant le 
LPS. 

• Vérification de la qualité des échantillons par dot-blots 

La qualité de 1' échantillon a été contrôlée par immunodétection. Des dilutions sériées de 
2 en 2 de chaque échantillon ont été déposées sur une membrane de nitrocellulose. La 
présence de LPS et de vésicules membranaires a été testée grâce à l' utilisation d'anticorps 
dirigés contre le LPS et les Omp majoritairement présentes sur les MV' s (Omp25 et Omp31 ). 
La figure 18 illustre les dot-blots obtenus pour chacun des trois anticorps chez la souche B. 
melitensis pMRIO-aiids (A, B et C). La détection a été réalisée sur l' échantillon avant l'étape 
de dialyse (ligne 1), sur la phase contenant l'exopolysaccharide après extraction au phénol du 
LPS (ligne 2) et sur la phase phénol contenant le LPS (ligne 3). Nous observons que le LPS a 
bien été éliminé au cours de l'extraction au phénol. Les protéines Omp25 et Omp3 l semblent, 
quant à elles, avoir été éliminées avant cette étape de purification au phénol puisqu' elles sont 
absentes de la phase phénol et de l'échantillon final. 
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Figure 18 : Dot-blots illustrant la qualité de l 'échantillon purifié de la souche B. melitensis pMRl0-
aiid. Trois dot-blots ont été effectués en utilisant les anticorps monoclonaux anti-LPS (A), anti-Omp25 
(B) et anti-Omp3 l (C) (dilution l00X). L'anticorps secondaire utilisé est l'anticorps anti-IgG de souris 
dilué l 0000X. Chacune des trois membranes comporte trois lignes représentant des dilutions sériées 
de deux en deux de l'échantillon avant l'étape de dialyse (1), de l'échantillon final contenant l'EPS 
purifié (2) et de la phase phénol contenant le LPS (3) . 
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• Détermination de la concentration en sucre des échantillons 

L'EPS ainsi isolé a été quantifié par la méthode à l'anthrone (Dische, 1962). Cette 
méthode est basée sur la coloration des dérivés issus de la déshydratation intramoléculaire des 
oses en milieu acide. Une réaction colorimétrique permet de quantifier les sucres totaux dans 
notre échantillon d' intérêt grâce à la réalisation d'une gamme étalon en glucose. La quantité 
en sucres totaux mesurée pour la souche B. melitensis pMRl0-aiids est de 3,6 mg. Les 
concentrations obtenues pour les souches 11.exoQ pMRlO-aiids et 11.exoY pMRl0-aiids sont 
respectivement de 0,9 mg et 0,6 mg. Si on rapporte cette quantité au volume initial de culture, 
à savoir 600 ml pour la souche B. melitensis pMRl 0-aiids et 200 ml pour les souches 
mutantes, ces dernières semblent produire moins d'EPS. Le dosage de l'exopolysaccharide 
des souches B. melitensis 11.exoF pMRl 0-aiids et 11.exoP 1 pMRl 0-aiids n'a pas été effectué. 

• Hydrolyse acide et analyse HPLC de l'exopolysaccharide 

Les échantillons ont été soumis à une hydrolyse à l'acide tri-fluoroacétique afin de 
dissocier les monomères de l'EPS et de les identifier par HPLC. Les monomères sont séparés 
sur colonne échangeuse d'anions et détectés par ampérométrie pulsée. Ces monosaccharides 
sont identifiables par le temps de rétention qui leur est spécifique et qui se manifeste sur les 
profils par l' apparition d'un pic. Ces temps de rétention sont préalablement définis par 
l' injection de standards. Un échantillon de 20 µl a été injecté pour chacune des souches 
testées. Les profils 1 à 5 illustrés dans la figure 19 présentent les courbes obtenues pour 
chaque souche. 
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Figure 19 : Profils HPLC. Les courbes 1 à 5 sont décalées l' une de l'autre afin de faciliter la lecture 
du graphe. Axe des abscisses : temps de rétention. Axe des ordonnées : courant généré. 20 µl 
d'échantillon ont été injectés pour les souches 1 : ~exoF pMRl0-aiids ; 2 : ~exoP 1 pMRl0-aiids ; 3 : 
B. melitensis pMRlO-aiids; 4: ~exoQ pMRl0-aiids ; 5 : ~exoYpMRl0-aiids. Encadré: standards à 
une concentration de 10 mg/L (glucosamine, galactose, glucose, mannose, xylose et fructose). 
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Les courbes ont été volontairement décalées les unes des autres vers la droite afin de 
limiter leur superposition. Dès lors, seuls les pics de la courbe 1 sont directement corrélables 
aux valeurs de temps de rétention mentionnées en abscisses et exprimées en minutes. 
L'encadré de la figure 20 illustre les temps de rétention correspondant à chacun des standards. 
Injectés à une concentration de 10 mg/L, ces sucres sont la glucosamine, le galactose, le 
glucose, le mannose, le xylose et le fructose. 

La première constatation est la faible amplitude des pics observés pour la souche B. 
melitensis pMRl0-aiids. Cela paraît contre intuitif dans la mesure où cette souche constitue 
notre contrôle positif et qu'elle a été cultivée dans trois fois plus de milieu (600ml) que les 
souches mutantes (200 ml) . D'autre part, la quantité d'exopolysaccharide mesurée après 
purification était de 3,6 mg. Ces sucres ont peut être subi une dégradation au cours de la 
période de stockage comprise entre la précipitation et l' analyse HPLC. 

Pour chaque souche mutante, l' intervalle compris entre les temps de rétention 2,5 
minutes et 12,5 minutes comporte cinq pics. Cette configuration est commune à toutes les 
souches mais la surface délimitée par ces pics diffère d'une souche à l' autre. Cependant, il 
convient de rester très prudent quant à l' interprétation quantitative des profils dans la mesure 
où les échantillons n'ont pas été injectés à même concentration en sucres. Le premier pic 
observé à 5 min. est associé au temps de rétention de la glucosamine. Le second pic témoigne 
de la présence de galactose (6,25 minutes) et le troisième pic correspond au glucose (6,75 
minutes). Le quatrième pic est plus difficilement identifiable vu la proximité des temps de 
rétention des sucres mannose et xylose ( encadré de la figure 19). 

Afin d' identifier la nature du monomère du pic n°4, nous avons mélangé l'échantillon 
test avec le standard mannose dans une proportion 3 : 1. Le profil obtenu a été comparé à 
celui observé pour l' injection de l'échantillon seul (figure 20A). 
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Figure 20: (A) Profils HPLC de l' échantillon B. melitensis /).exoP 1 pMRl0-aiids (courbe bleue) et de 
l'échantillon !).exoP 1 pMRl0-aiids (3 /4) additionné de mannose 10 mg/L (1/4) (courbe noire). (B) 
Profils HPLC de l' échantillon B. melitensis !).exoP 1 pMR 10-aiids (bleu) et de l'échantillon B. 
melitensis !).exoPJ pMRl0-aiids (3/4) additionné de xylose 10 mg/L (1/4). 

L'addition exogène de mannose à l'échantillon !J,,exoP 1 pMR 10-aiids se traduit par le 
pic représenté en noir. Ce dernier se superpose au pic illustré en bleu, obtenu pour 
l'échantillon !J,,exoP 1 pMR 10-aiids seul. Le même test a été réalisé mais en utilisant cette fois 
le sucre xylose. Le profil obtenu fait l'objet de la figure 20B. Nous observons que l'ajout de 
mannose à l' échantillon induit une augmentation de la hauteur du pic caractéristique de 
l'échantillon issu de la souche B. melitensis l'.!exoP 1 pMRlO-aiids. L' addition de xylose à 
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l'échantillon tiexoPJ pMR IO-aiids (courbe noire) se manifeste par l ' apparition d'un pic 
surnuméraire qui semble se détacher de la courbe mannose. Dès lors, nous en inférons que 
l'apparition du deuxième pic est due à l' ajout de xylose. Cette observation constitue une 
seconde indication en faveur du fait que le quatrième pic est associé à la présence de 
mannose. 

En ce qui concerne l'amplitude des pics, nous remarquons que les profils des souches B. 
melitensis !).exoP 1 pMRlO-aiids (figure 19, courbe 2), !).exoQ pMRlO-aiids (courbe 4) et !).exoY 
pMRlO-aiids (courbe 5) indiquent une proportion de mannose et/ou xylose plus importante que 
celle du glucose. Cette tendance est inversée pour les profils des souches B. melitensis pMRI 0-
aiids (courbe 3) et !).exoF pMRIO-aiids (courbe 1). Les ratios entre les différents sucres d'une 
même souche sont présentés dans la figure 21. Ces ratios mettent en évidence une grande 
variabilité d 'une souche à l'autre. Le ratio glucose/mannose est de 1/5 pour la souche B. 
melitensis !).exoP 1 pMRI 0-aiids alors que ce ratio est de 1,9/2 pour la souche contrôle B. melitensis 
!).exoF pMR 10-aiids. 

■ .0.exoF pMRlO-aiids 

■ .0.exoPl pM RlO-ai ids 

■ B. melitensis pMRlO-aiids 

■ .0.exoQ pMRlO-aiids 

■ .0.exoY pMRlO-a iids 

Gin. Gal. Glu. Man. 

Figure 21 : Graphique illustrant les ratios entre les différents sucres d'une même souche déterminés 
sur base des surfaces délimitées par les pics. Abréviations : Gin. : glucosamine ; Gal. : galactose ; 
Glu. : glucose ; Man. : mannose ; non ident. : pic non identifié. 
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2. Etude des vésicules membranaires produites par B. melitensis 

Le phénotype d'agrégation observé en culture liquide chez la souche B. melitensis 
pMRI0-aiids laisse entrevoir la possibilité de formation d'un biofilm par B. melitensis. Or, 
des études récentes indiquent que les vésicules membranaires sont des constituants communs 
des biofilms formés par des bactéries Gram-négatives (Schooling et al. , 2006). Chez Bruce/la, 
la présence de ces vésicules a été mise en évidence dans des conditions de culture acides et il 
semble que la membrane de ces structures soit enrichie en Omp25, Omp31 et Omp36 
(Boigegrain, 2004). Sur base de ces informations, nous avons cherché à montrer si les souches 
B. melitensis sauvage et B. melitensis pMRl 0-aiids présentaient un comportement différentiel 
au niveau de la production de vésicules membranaires. 

2.1. Détection des Omp25, Omp31 et Omp36 par dot-blot 

Dans un premier temps, nous avons réalisé des dots-blot afin de mettre en évidence un 
éventuel enrichissement en Omp25 et Omp31 chez la souche B. melitensis pMRl0-aiids. Pour 
ce faire, des dilutions sériées de deux en deux d'extraits totaux des souches sauvage et 
agrégative ont été déposées sur une membrane de nitrocellulose. La membrane a été incubée 
en présence de l' anticorps monoclonal dirigé contre la protéine de membrane externe, puis en 
présence de l'anticorps secondaire. Les signaux obtenus après révélation sont représentés dans 
la figure 21. Chacune des quatre membranes, incubées en présence de quatre anticorps 
différents, comporte une première rangée de signaux correspondant à la souche sauvage et 
une deuxième ligne correspondant à la souche B. melitensis pMRl 0-aiids. 

wt 
wt + pMRl 0-aiid 

wt 
wt + pMRl0-aiid 

wt 
wt + pMRl0-aiid 

wt 
wt + pMRl0-aiid 

Anti-Omp16 

Anti-Omp25 

Anti-Omp31 

Anti-Omp36 

Figure 21 : Dots blots mettant en évidence une surexpression des protéines de membrane externe 
(Omp25, Omp31 et Omp36) dans la souche B. melitensis pMRl 0-aiids par rapport à la souche B. 
melitensis 16M. Dilutions sériées de deux en deux de la culture de la souche concernée. 

Les résultats obtenus montrent une surproduction des protéines Omp25, Omp31 et 
Omp36, toutes trois majoritairement représentées sur les MV' s de Bruce/la, pour la souche B. 
melitensis pMRl 0-aiids. Ces résultats sont comparés aux protéines de membrane externe 
Omp 16. Cette dernière est une protéine associée au peptidoglycan ne présentant pas 
d'enrichissement particulier au niveau de la membrane des MVs. Toutefois, les dots-blots que 
nous avons réalisés avec l'anticorps anti-Omp16 pour les 2 souches montrent un léger 
enrichissement de cette Omp dans la souche B. melitensis pMRI0-aiids. Les protéines de 
membrane externe Omp25, Omp31 et Omp36 étant caractéristiques des vésicules 
membranaires de Bruce/la, ces résultats suggèrent que la souche B. melitensis pMRIO-aiids 
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produit plus de vésicules membranaires que la souche sauvage. Afin de vérifier cette 
hypothèse, nous avons observé ces souches en microscopie électronique à transmission. 

2.2. Observation des bactéries en microscopie électronique à transmission 

Avant la réalisation de ce mémoire, les souches B. melitensis sauvage et pMRl 0-aiids 
ont été observées en microscopie électronique à transmission (M. Godefroid, thèse en cours). 
Les premières observations ont permis de mettre en évidence la présence d'appendices 
semblables aux MV 's aux abords des cellules chez la souche B. melitensis pMRlO-aiids et, 
dans une moindre mesure, chez la souche B. melitensis 16M (figure 22). Ces appendices 
possèdent un contour relativement bien délimité et pourraient être assimilées à des vésicules 
membranaires. 

• 

Figure 22 : Observation des cellules de Bruce/la au microscope électronique à transmission. Gauche : 
souche B. melitensis 16M. Droite: souche B. melitensis pMRl0-aiids. Les flèches désignent les 
vésicules membranaires potentielles. La barre d' échelle représente 1000 nm. 

Lors de ce mémoire, nous avons réalisé un marquage immunogold avec les anticorps 
dirigés contre les Omp25 et Omp31 afin de vérifier que ces appendices sont bien des vésicules 
membranaires. Pour localiser les zones marquées par l' Omp25 et Omp31 , nous avons utilisé 
la protéine A couplée à des billes d'or colloïdal de 16 nm de diamètre. 
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Figure 23 : A: Marquage immunogold de la souche B. melitensis 16M (barre d' échelle de 500 nm) et 
B. melitensis pMRl0-aiids (droite, barre d'échelle de 200 nm) et agrandissement de la zone désignée 
par la flèche (B). C: Marquage immunogold de la souche B. melitensis pMRI0-aiids (barre d'échelle 
de 200 nm). Les cellules ont été marquées avec la protéine A couplée à l' or, capable de lier l' anticorps 
anti-Omp31 (dil. l00x). 

Les marquages effectués ont partiellement fonctionné dans la mesure où seulement une 
partie des bactéries ont été marquées. L'observation des coupes au microscope a permis de 
retrouver la présence de zones de bourgeonnement en surface des bactéries (figure 23). Ces 
structures, en partie marquées par les billes d'or, possèdent une taille compatible avec celle 
des vésicules membranaires déjà observées chez Bruce/la. La technique immunogold nous a 
donc permis de mettre en évidence la présence de vésicules membranaires dans les souches B. 
melitensis pMRlO-aiids et sauvage sans que l'on puisse tirer des conclusions sur le plan 
quantitatif. 
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Conclusions et perspectives 
La souche Bruce/la melitensis pMRl 0-aiids produit un exopolysaccharide (EPS) et 

agrège en culture liquide (M. Godefroid, thèse en cours). Au cours de la réalisation de ce 
mémoire, nous nous sommes intéressés aux gènes potentiellement impliqués dans la 
biosynthèse de cet EPS : nous avons muté une sélection de cinq gènes potentiellement 
impliqués dans la synthèse de l 'EPS et tenté de caractériser les mutants obtenus. 
Parallèlement, nous avons cherché à mettre en évidence la présence de vésicules 
membranaires, constituants communs des biofilms, chez cette même souche et chez la souche 
sauvage. 

1. Recherche de gènes impliqués dans la biosynthèse de l'EPS produit par 
B. melitensis 

1.1. Délétion de cinq gènes homologues à des gènes impliqués dans la 
synthèse d 'exopolysaccharide 

Bruce/la melitensis l 6M possède neufs gènes homologues à des gènes impliqués dans la 
voie de biosynthèse du succinoglycan chez S. meliloti. Pour déterminer l'éventuelle 
implication de ces gènes dans la synthèse de l'exopolysaccharide produit par B. melitensis, 
nous avons délété cinq d 'entre eux chez la souche B. melitensis pMRlO-aiids. Nous avons 
choisi de déléter deux gènes intervenant dans les étapes initiales de biosynthèse du 
succinoglycan (exoF et exoY). Les protéines encodées par ces deux gènes catalysent l'addition 
du galactose sur un lipide ancré en membrane (Gonzalez et al., 1996). Trois autres gènes 
intervenant dans les étapes de polymérisation des unités octosaccharidiques du succinoglycan 
et dans l'exportation de cet EPS (exoQ et les deux homologues du gène exoP: exoP 1, exoP2) 
ont également fait l'objet d' une mutation. Au terme des étapes de construction et de sélection, 
nous avons obtenu des clones délétants pour les gènes exoF, exoP 1, exoQ et exo Y. 

Nous avons également réalisé ces cinq mutations dans la souche sauvage. Au terme de 
la mutagenèse, trois mutants ont été obtenus : exoF, exoQ et exo Y. Ces souches nous seront 
utiles lorsque nous aurons déterminé les conditions dans lesquelles la souche B. melitensis 
sauvage (16M) produit l'EPS. Pour les gènes exoP 1 et exoP2, les clones obtenus au terme de 
la sélection se sont révélés négatifs lors de la PCR diagnostique de validation des mutants. 

L'impossibilité d'obtenir des souches mutantes pour le gène exoP2 pourrait provenir 
d'une intégration préférentielle. En effet, la stratégie de mutagenèse utilisée a fait appel à un 
double évènement de recombinaison impliquant les régions amont et aval du gène à déléter. 
Si, pour des raisons d'accessibilité, les deux recombinaisons se déroulent préférentiellement 
au même site (amont ou aval), le plasmide vecteur s'intègre préférentiellement dans la région 
amont/aval du gène à déléter et est ensuite excisé lors de la seconde recombinaison sans 
affecter le gène visé par la délétion. Le résultat de ce processus se traduit par l'obtention de 
clones non délétés. 

1.2. Caractérisation du phénotype des délétants 

1.2.1. Observation macroscopique et agarose pad 

Intéressons-nous tout d'abord aux profils agarose pad des souches contrôle. Les profils 
obtenus pour les souches B. melitensis sauvage et pMRlO-aiids montrent des phénotypes 
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diamétralement opposés. Dans la littérature, les cellules de Brucella sont connues pour se 
développer sous forme de cellules individuelles et moins souvent par paires et petits groupes 
(Moreno et Moriyon, 2006). Au premier abord, ce mode d'organisation classique semble 
concorder avec celui observé pour la souche sauvage. Par contre, les cellules de la souche B. 
melitensis pMRIO-aiids semblent plutôt s'organiser sous forme de microcolonies. Cette 
observation coïncide avec le phénotype d'agrégation de cette souche observable 
macroscopiquement en culture liquide. Le comptage des bactéries agrégées, en chaînettes ou 
isolées de chaque souche confirme ces observations. La souche sauvage présente 3 fois plus 
de cellules isolées que la souche B. melitensis pMRIO-aiids et possède 12 fois moins de 
cellules organisées sous forme d'agrégats que la souche agrégative. 

Les mutants l'iexoF, l'iexoQ et l'-,.exo Y réalisés dans la souche sauvage ne forment pas 
d'agrégats en culture liquide. Ce phénotype est celui auquel nous nous attendions puisque la 
souche sauvage dont ces mutants sont issus n'agrège pas. La caractérisation de ces mutants 
s'est limitée à la vérification de ce phénotype en microscopie. 

A première vue, les mutants B. melitensis l'iexoF et l'iexoY pMRl 0-aiids présentent des 
profils agarose pad différents de ceux des souches contrôles. En effet, l' organisation 
graphique des données indique une forte proportion des cellules organisées sous forme de 
chaînettes dans ces deux souches. Ce phénotype pourrait résulter de l' impossibilité des 
bactéries à former des microcolonies. En effet, pour ces deux souches, l' attachement des 
bactéries à la surface se limiterait à la formation d'une monocouche de cellules par 
l' intermédiaire d'adhésines primaires. L'altération de la production d'EPS empêcherait la 
formation des microcolonies. Un taux basal d'attachement serait maintenu par l' intermédiaire 
d'adhésines telles que les Omp. Par exemple, chez la bactérie Azospirillum brasiliense, 
certaines Omp semblent responsables de l'agrégation (Burdmann et al. , 2000). Cette 
hypothèse est d'autant plus vraisemblable qu' il existe un enrichissement en certaines Omp 
dans la souche agrégative B. melitensis !'ivjbR (Uzureau et al. , sous presse, J. Bacteriol.). Si ce 
phénotype résulte bien d'une atténuation de l' agrégation, cela coïncide avec ce même 
phénotype observé macroscopiquement en culture liquide chez la souche B. melitensis l'-,.exo Y 
pMRl 0-aiids. Par contre, cela paraît contradictoire pour le mutant l'iexoF pMRl 0-aiids dans 
la mesure où celui-ci présente une forte agrégation en culture liquide. 

Les mutations des gènes exoQ et exoP 1 dans la souche agrégative semblent, quant à 
elles, avoir peu d' impact sur la capacité à agréger dans la mesure où l' organisation des 
bactéries est comparable à celle des bactéries de la souche B. melitensis pMRI0-aiids. 
Cependant, nous observons sensiblement plus de cellules individuelles par rapport au contrôle 
positif et il semble que les agrégats formés par le délétant B. melitensis l'iexoP 1 pMRl 0-aiids 
soient de plus petite taille. Globalement, ces deux mutations semblent donc avoir un impact 
limité sur l' agrégation cellulaire. S' il s'avère que ces deux gènes interviennent dans les étapes 
finales de la synthèse de l'exopolysaccharide, comme c'est le cas chez S. meliloti, on pourrait 
imaginer que la synthèse de l'EPS soit stoppée suffisamment tard pour permettre la synthèse 
d' intermédiaires saccharidiques. Dès lors, ces derniers seraient capables de médier 
l' attachement des cellules de manière comparable à celle de l' exopolysaccharide 
complètement formé. Cependant, bien que l'observation macroscopique du délétant B. 
melitensis !'iexoP 1 pMRl 0-aiids indique une agrégation similaire au contrôle positif, le 
mutant B. melitensis l'iexoQ pMRl 0-aiids semble agréger dans une moindre mesure. Cette 
observation pourrait résulter du fait que l' agrégation est maintenue, mais n'est pas suffisante 
pour qu'elle soit observable macroscopiquement. 
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Une autre particularité de la souche B. melitensis ~exoQ pMRl 0-aiids a trait à la taille 
des bactéries. En effet, la taille de celles-ci paraît plus importante que celle des bactéries des 
autres souches. 

1.2.2. Double marquage concanavaline A-FITC/iodure de propidium 

Après avoir observé l'organisation cellulaire, nous avons tenté de mettre en évidence la 
présence d'exopolysaccharide entre les bactéries en le marquant avec la lectine concanavaline 
A couplée au fluorochrome FITC. Afin de visualiser les bactéries par rapport à l 'EPS, nous 
avons marqué leur ADN grâce à l ' iodure de propidium. Lorsque l'on observe le marquage de 
la souche B. melitensis pMRIO-aiids (contrôle positif d' agrégation), nous remarquons des 
agrégats de bactéries (rouge) enfouies dans une matrice d'EPS (verte). Au sein de cette 
matrice, on distingue des zones de rassemblement cellulaire qui pourraient être assimilées à 
des microcolonies de biofilms. Ce marquage est en accord avec les marquages précédemment 
réalisés faisant état d' une forte abondance d'EPS (Uzureau et al. , sous presse, J. Bacteriol.). 
Le marquage de la souche sauvage (contrôle négatif d ' agrégation) révèle, quant à lui, la 
présence de cellules disséminées dans un environnement contenant de l 'EPS à un taux 
moindre par rapport à la souche B. melitensis pMRIO-aiids. Cette observation renforce les 
observations précédentes suggérant que l'EPS est produit à un taux basal (Uzureau et al. , sous 
presse, J. Bacteriol.). 

Au premier abord, seule la souche B. melitensis ~exoQ pMRlO-aiids se distingue 
significativement de la souche consitutant le contrôle positif. En effet, on distingue un 
marquage de l'EPS en périphérie cellulaire (figure IA). 

Figure 1 : A : Double marquage des agrégats de la souche B. melitensis ô.exoQ pMRIO-aiids par la 
concanavaline A-FITC/iodure de propidium. Les photos sont prises au microscope confocal. B: 
micrographie de l' agarose pad de la souche B. melitensis ô.exoQ pMRlO-aiids (grossissement 1 000x). 

Pour autant que le gène exoQ ait bien un rôle dans l' exportation de l'EPS, une des 
hypothèses que l'on pourrait formuler est que la mutation du gène exoQ rendrait la protéine 
ExoQ non fonctionnelle et cela se traduirait par une accumulation de l' exopolysaccharide au 
niveau de l ' espace péri plasmique. Cette hypothèse semble être en accord avec les 
photographies agarose pad réalisées sur cette même souche (figure 1B). En effet, ces photos 
révèlent une taille cellulaire plus grande que la normale. L'aspect des cellules serait alors en 
quelque sorte assimilable à un état de turgescence. Cet état pourrait résulter d'une pression 
exercée par l'EPS s' accumulant au niveau de l' espace périplasmique suite à l ' incapacité des 
bactéries à exporter l' exopolysaccharide produit. La présence d'exopolysaccharide dans les 
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agrégats de cette souche pourrait résulter de la lyse liée aux contraintes mécaniques exercées 
au niveau de l' espace périplasmique. 

Il est intéressant de noter que le locus du gène homologue à exoQ (BMEII 1127) se 
situe à proximité d'autres gènes homologues à des gènes impliqués dans la synthèse d'EPS. 
Parmi ceux-ci, on distingue, entre autres, des homologues de glycosyltransférases (BMEII 
1128, BMEII 1129) ainsi que l'homologue du gène exoP2 (BMEII 1132). La mutation de 
l' homologue d'exoQ pourrait donc affecter l'expression des gènes qui lui sont adjacents et 
cela se repercuterait globalement sur la synthèse d'EPS. 

La production d'exopolysaccharide ne semble pas significativement affectée pour les 
souches B. melitensis tJ..exoF pMRl 0-aiids, tJ..exoY pMRl 0-aiids et tJ..exoP 1 pMRIO-aiid. Le 
marquage paraît parfois moins abondant que la souche B. melitensis pMRl0-aiids, mais il est 
présent. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer ces observations. D'une part, ces gènes 
pourraient ne pas être impliqués dans la synthèse d'EPS . D'autre part, l' implication du gène 
pourrait n'être perceptible que par la réalisation de double mutants. En effet, dans la voie de 
biosynthèse du succinoglycan chez S. meliloti, il semble que plusieurs enzymes catalysent une 
même étape de la synthèse (Gonzalez et al., 1996). Dès lors, celles-ci pourraient avoir des 
fonctions redondantes et la perte de fonction d'une des enzymes serait compensée par 
l'activité d'une autre enzyme. Enfin, il se pourrait que plusieurs voies de synthèse puissent 
conduire à la synthèse de plusieurs EPS. Par conséquent, la perte de la synthèse d'un EPS 
pourrait être masquée par le marquage associé à la production d'un deuxième type d'EPS. 

1.2.3. Extraction de l'exopolysaccharide de Brucella et analyse HPLC 

Dans le but de comparer la nature des monomères de l' exopolysaccharide produit par B. 
melitensis, nous avons d'abord extrait celui-ci à partir d'une culture de la souche B. melitensis 
pMRI 0-aiids. Après précipitation, cet échantillon a été dosé puis stocké deux mois à 4 °C. Le 
protocole de précipitation de l'EPS utilisé a déjà fait ses preuves auparavant et une fois de 
plus on observe qu'il est fonctionnel dans la mesure où le dosage à l'anthrone révèle la 
présence de sucres chez cette souche à raison de 3,6 mg. La technique d'extraction au phénol 
s'est également avérée être efficace dans la mesure où les dot-blots obtenus après purification 
indiquent l'absence de LPS dans l'échantillon final. 

Par la suite, l'extraction de l'EPS a été effectuée pour les souches B. melitensis !'!,.exoF 
pMRl0-aiids, 6exoPJ pMRl0-aiids, t,.,.exoQ pMRl0-aiids et 6exoY pMRl0-aiids et 
l'ensemble des échantillons a alors été analysé par chromatographie, sans période préalable de 
stockage. Les quantités de sucres mesurées par le dosage à l' anthrone pour les souches !'!,.exoQ 
pMRl 0-aiids et tJ..exo Y pMRl 0-aiids sont respectivement de 0,9 mg et 0,6 mg pour 200 ml de 
culture. Ces quantités apparaissent atténuées par rapport à la souche agrégative puisque nous 
avons purifié chez cette dernière 3,6 mg de sucres au départ de 600 ml de culture. 

L'analyse par chromatographie liquide haute performance (HPLC) s'est révélée moins 
informative qu'attendu dans la mesure où l'amplitude des pics observée pour la souche B. 
melitensis pMRl 0-aiid est faible. Or, cette souche, cultivée dans trois fois plus de milieu de 
culture que les souches mutantes, constitue notre contrôle positif. Cela laisse penser que la 
période de stockage de l'exopolysaccharide comprise entre la purification et l' analyse HPLC 
a été préjudiciable à la préservation de l'échantillon. Vu l'absence de données fiables 
concernant ce contrôle positif (B. melitensis pMRl0-aiids), il convient de rester extrêmement 
prudent en ce qui concerne l'interprétation des profils HPLC obtenus pour les souches 
mutantes. 
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L'analyse HPLC des souches mutantes, réalisée immédiatement après purification, 
indique la présence de quatre pics associés à la présence de glucosamine, de galactose, de 
glucose et de mannose. On distingue un cinquième pic pour chacune des souches mutantes. 
Celui-ci ne correspond à aucun des standards et n'a donc pas pu être identifié. Ce pic 
constitue peut-être une fraction de l'échantillon non hydrolysée par le traitement acide ou à 
des monosaccharides substitués par des groupements qui modifient l'affinité du sucre pour la 
colonne. Le mannose, le galactose et la glucosmaine semblent être produits par les bactéries 
dans la mesure où ces sucres étaient initialement absents du milieu. La présence résiduelle de 
xylose, initialement présent dans le milieu, ne peut pas être exclue en ce sens où les sucres 
mannose et xylose possèdent des temps de rétention très proches. Cependant, cette quantité 
apparaît faible vu l'absence d'épaulement au niveau du pic correspondant au mannose. Ce 
xylose a donc été éfficacement éliminé du milieu au cours de la dialyse. Cela signifie que le 
glucose a dû l'être également et donc la présence de glucose semble bien résulter d'une 
production de la part des bactéries. 

Ces résultats concordent avec les données précédemment acquises par analyse par 
résonance magnétique nucléaire réalisée sur la souche B. melitensis pMRl 0-aiids montrant 
que la composition de l' exopolysaccharide purifié est : glucose ; mannose ; galactose ; 
glucosamine (M. Godefroid, thèse en cours). 

De plus, ces résultats semblent être en accord avec le double marquage concanvaline A
FITC/iodure de propidium. En effet, la présence de glucose et de mannnose semble expliquer 
le marquage postitif obtenu avec la protéine lectine concanavaline A. 

Au niveau de l' amplitude des pics observés, les proportions relatives entre les différents 
monomères détectés pour une même souche varient parfois considérablement d'une souche à 
l' autre. Par exemple, les profils des souches B. melitensis !1exoP 1 pMRl 0-aiids, !1exoQ 
pMRlO-aiids et !1exoY pMRlO-aiids indiquent une proportion de mannose plus importante 
que celle du glucose avec des ratios glucose/mannose valant respectivement 1/5, 1/3 et 1/1 ,7. 
Inversement, nous détectons plus de glucose que de mannose pour la souche !1exoF pMRl 0-
aiids (ratio glucose/mannose : 1,9/1 ). Au vu de ces résultats, il semble que l' effet de la 
mutation se manifeste différemment selon le gène concerné. Parmi les monomères de sucres, 
on retrouve deux des résidus présents dans le succinoglycan produit par S. meliloti : le glucose 
et le galactose. 

1.4. Conclusions 

La caractérisation des souches mutées pour les gènes exoF, exoP 1, exoQ et exo Y chez la 
souche B. melitensis pMRlO-aiids suggère que le gène exoQ semble impliqué dans la 
synthèse de l'EPS et plus précisément dans l'exportation de celui-ci. De plus, nos 
observations semblent indiquer que ces souches mutantes présentent des degrés différentiels 
d'agrégation cellulaire. En effet, les bactéries des souches B. melitensis !1exoF et !1exoY 
pMRl 0-aiids ont tendance à former des chaînettes. Cette organisation pourrait constituer une 
forme d'adhésion intermédiaire entre la souche sauvage et la souche agrégative. L'analyse 
HPLC réalisée sur l 'EPS des souches mutantes a permis de révéler la présence de mannose, 
de glucose, de galactose et de glucosamine. La nature des monomères constitutifs de cet ou 
ces EPS semble donc conservée entre les différents mutants bien que les ratios soient 
différents. 
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1.5. Perspectives 

Afin d'obtenir les mutants manquants, il est prévu de recommencer la mutagenèse du 
gène exoP 1 dans la souche sauvage et celle du gène exoP 2 dans les souches sauvage et 
agrégative. Dans le but de mettre en évidence une éventuelle intégration préférentielle, nous 
pourrions réaliser une PCR diagnostique après le premier évènement de recombinaison, ce qui 
permettrait de définir l'occurrence de la recombinaison au niveau des régions amont et aval. 
Dès lors, nous ne garderions, pour la deuxième recombinaison, que les clones qui présentent 
un faible taux de recombinaison au niveau de la région amont ou aval. 

Une deuxième série de gènes potentiellement impliqués dans la synthèse d'EPS vont 
être délétés. Une approche à large échelle utilisant les puces à ADN permettrait de mettre en 
évidence les gènes différentiellement transcrits dans la souche sauvage et dans la souche B. 
melitensis pMRlO-aiids. Cette approche permettrait donc de mettre en évidence des gènes 
impliqués dans la biosynthèse de l'EPS produit par B. melitensis. 

La caractérisation des souches mutantes pourrait se poursuivre par l' évaluation de la 
quantité d'EPS produite par la technique ELLSA (Enzyme-Linked Lectin-Sorbent Assay). 
Cette technique se base sur le même principe que le test ELISA (Enzyme linked Immuno
Sorbent Assay), mais elle utilise une lectine plutôt qu'un anticorps. Elle permet de quantifier 
l'EPS produit grâce à l'utilisation de la lectine concanavaline-A couplée à la peroxydase. De 
plus, si cet EPS est produit in vivo, il existe peut-être des anticorps dirigés contre cet EPS. 
L'analyse du sérum d'organismes atteints d' infections aiguës, chroniques et d' organismes 
sains permettrait de les identifier. 

Il serait également intéressant de réaliser un marquage de l 'EPS des cellules déposées 
sur agarose pad afin de confirmer la relation directe entre l'état d'agrégation et la production 
d'EPS. 

La caractérisation du mutant B. melitensis ôexoQ pMRlO-aiids, devrait, quant à elle, 
être approfondie en observant cette souche en microscopie électronique à transmission de 
manière à pouvoir confirmer l'implication du gène exoQ dans l'exportation de l'EPS. Un 
espace périplasmique plus large suggérerait l' implication d'ExoQ dans l' exportation. De plus, 
l' examination du locus, conservé chez B. melitensis, dont fait partie le gène exoQ devrait être 
approfondie. 

De manière à obtenir un contrôle positif valable, la purification de l ' exopolysaccharide 
de la souche contrôle B. melitensis pMRl 0-aiids devrait être répétée. Cet exopolysaccharide 
pourrait de nouveau être caractérisé par chromatographie, mais aussi par résonance 
magnétique nucléaire. Cette dernière technique, puissante et non destructive, permet de 
déterminer la structure des molécules biologiques et en particulier celle des oligosaccharides. 
Il serait également utile de réaliser un contrôle négatif en analysant par HPLC le produit issu 
de la purification réalisée sur le milieu de culture seul. 

Afin de comparer les souches mutantes sur base des analyses chromatographiques, il 
serait nécessaire de standardiser au maximum les conditions de culture et de purification. 
L'injection des échantillons à même concentration en exopolysaccharides permettrait 
d'étendre l' interprétation au niveau quantitatif en ne se limitant plus à la comparaison des 
ratios. 
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Enfin, une perspective plus générale a trait à l'extraordinaire plasticité des génomes 
bactériens qui constitue un obstacle à l'adéquation entre les études menées sur les souches 
cultivées en laboratoire et celles réalisées sur des souches soumises à la pression de sélection 
du milieu naturel. La plupart du temps, la formation de biofilms s'avère être un comportement 
mis en place pour faire face aux stress environnementaux. Dès lors, il est indispensable de 
définir des conditions de culture promouvant l'organisation des bactéries sous forme 
d'agrégats dans la souche B. rnelitensis sauvage. 

l 2. Etudes des vésicules membranaires 

La détection des vésicules membranaires chez Bruce/la s' inscrit dans le cadre de l'étude 
des constituants matriciels des biofilms. 

2.1. Détection des Omp25, Omp31 et Omp36 par dot-blots 

Il est bien établi que les vésicules membranaires produites par Bruce/la sont emichies 
en protéines de membrane externe Omp25, Omp31 et Omp36 (Boigegrain, 2004). De plus, 
Schooling et ses collaborateurs ont souligné le fait que ces vésicules membranaires (MV' s) 
étaient des consitutants communs des biofilms (Schooling et al., 2006). Afin de mettre en 
évidence l' éventuelle surproduction de ces MV's dans la souche présentant un phénotype 
agrégatif (B. rnelitensis pMRl0-aiids), nous avons réalisé des dot-blots avec des extraits 
totaux des souches sauvage et agrégative remises à même DO. Les différentes dilutions de ces 
échantillons ont été mises en présence d'anticorps dirigés contre les Omp25, Omp31 , Omp36 
et l'Omp16 en contrôle. Les résultats obtenus mettent en évidence une surproduction de ces 
Omp chez cette souche par rapport à la souche sauvage. Cette surproduction n'est pas dûe à 
une différence de densité cellulaire entre les deux souches puisqu' elle est appréciée en 
comparaison à l'Omp16 qui ne présente pas d'emichissement au niveau de la membrane des 
vésicules membranaires. Nous avons donc utilisé cette Omp comme contrôle et les dot-blots 
obtenus pour celle-ci ne montrent qu'un léger emichissement dans la souche agrégative. Cette 
première indication est favorable à l'hypothèse selon laquelle la souche B. rnelintensis 
pMRl 0-aiids surproduirait des vésicules membranaires. Cependant, à ce stade, rien ne nous 
permet d'affirmer avec certitude que cet emichissement est bien dû à une production de 
vésicules membranaires. 

2.2. Observation des bactéries en microscopie électronique à transmission 

L'observation des bactéries de la souche B. rnelitensis pMRlO-aiids en microscopie 
électronique à transmission indique une abondance de petites structures globulaires 
bourgeonnant en surface de certaines cellules (Marie Godefroid, thèse en cours). Elles sont 
également présentes dans la souche sauvage, mais dans une moindre mesure. Ces structures, 
potentiellement assimilables à des vésicules membranaires, sont visuellement comparables 
aux vésicules membranaires présentes dans les biofilms produits par P. aeruginosa (figure 2). 

53 



Conclusions et perspectives 

Figure 2 : Micrographie électronique d'une section de biofilms de P. aeruginosa mettant en évidence 
la présence de vésicules membranaires. Les cellules ont été cultivées sur TSA (Trypticase soy agar). 
Les flèches désignent les vésicules membranaires présentes dans l'espace entre les cellules ou 
bourgeonnant à la surface des cellules. La barre d'échelle représente 100 nm. (Schooling et al., 2006). 

Les structures que nous avons visualisées semblent bien être des vésicules 
membranaires dans la mesure où le marquage des protéines de membrane externe Omp25 et 
Omp31 par la technique immunogold s' avère positif. En effet, l'or colloïdal colocalise en 
périphérie de ces structures. 

Nous observons que toutes les bactéries ne sont pas marquées, ce qui nous laisse penser 
que ce marquage non uniforme pourrait résulter d'un problème d'accessibilité des anticorps 
lié à la présence d'une matrice. 

Sur le plan fonctionnel, plusieurs hypothèses sont envisageables. Ces vésicules 
pourraient participer à la virulence de Brucella. En effet, les Omp 25, majoritairement 
représentées sur les MV's, possèdent une action inhibitrice sur la libération de TNF-a par les 
macrophages (Boigegrain et al. , 2004 ). En outre, cette protéine est également impliquée dans 
les propriétés membranaires conditionnant le processus de libération de protéines 
péri plasmiques (Boigegrain et al. , 2004 ). De la même manière, la protéine Omp31 pourrait 
jouer un rôle de porine (Moreno et Moriyon, 2006). Cette hypothèse résulte de la constatation 
faite que cette protéine est capable de former des oligomères résistants à la dénaturation. Or, 
cette faculté est une propriété caractéristique de certaines porines. Cette idée est confortée par 
le fait que le double mutant !1vjrR-!J.Omp31 n'agrège plus en culture liquide (Uzureau et al. , 
sous presse, J. Bacteriol.). Dès lors, on pourrait imaginer que cette Omp31 soit impliquée 
dans l' export de l 'exopolysaccharide. 

Ces vésicules pourraient également contenir divers facteurs de virulence susceptibles de 
médier le cycle infectieux de la bactérie. A titre d'exemple, le transit des molécules du 
Quorum Sensing au sein de ces vésicules constituerait un moyen de gouverner le cycle 
infectieux à l' échelle de la population bactérienne. 

2.3. Conclusion 

Les dot-blots effectués indiquent une surexpression des protéines de membrane externe 
Omp25, Omp31 et Omp36, protéines enrichies au niveau de la membrane des MV's, chez la 
souche B. melitensis pMRI0-aiids. Nous avons montré, par un marquage immunogold, que 
les protéines de membrane externe Omp25 et Omp31 sont bien représentées sur la membrane 
d' appendices apparaissant comme des vésicules membranaires. Ces résultats confirment que 
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ces appendices sont bien des vésicules membranaires et confortent donc l'hypothèse selon 
laquelle les MV's sont plus abondantes dans la souche B. melitensis pMRI0-aiids. 

2.4. Perspectives 

Le principal objectif est de purifier les vésicules membranaires afin de pouvoir les 
quantifier et les caractériser. Cette purification serait utile à plusieurs niveaux. Cela 
permettrait d'identifier les constituants présents au sein de ces vésicules membranaires. Par 
exemple, elles pourraient être à l'origine de la présence d'ADN matriciel observée dans la 
souche B. melitensis pMRl0-aiids (M. Godefroid, thèse en cours). De plus, en définissant la 
nature de ces constituants, nous serions en mesure d'inférer les fonctions de ces blebs chez 
Bruce/la. 

3. Fonctions hypothétiques conférées par la formation de biofilms par B. 
melitensis 

Bruce/la est capable de produire un exopolysaccharide et celui-ci semble responsable 
de l' agrégation des bactéries. Ces constatations nous amènent à nous pencher sur les aspects 
fonctionnels d'un tel comportement. Quelles seraient les fonctions de la formation d'un 
biofilm chez une bactérie pathogène intracellulaire facultative? Si on se réfère aux fonctions 
décrites chez d'autres bactéries formant des biofilms, plusieurs hypothèses sont 
envisageables : 

• Rôle protecteur des biofilms 

Brucella est une bactérie dite pathogène intracellulaire facultative particulièrement bien 
adaptée à son hôte et dont le but ultime est de se propager au sein de sa niche de réplication 
préférentielle, la cellule (Moreno et Moriyon, 2006). Cependant, dans des zones tempérées, il 
semble que Bruce/la puisse survivre dans le sol, le fumier ou encore dans l'eau, le principal 
facteur conditionnant étant la température. A des températures de l'ordre de 2 à 8°C, la 
bactérie peut vivre plusieurs semaines à plusieurs mois pour autant que la disponibilité en 
matière organique soit satisfaite et que la bactérie soit protégée des rayons du soleil (Moreno 
et Moriyon, 2006). Dans ce contexte, on imagine en quoi l'organisation des bactéries sous 
forme de biofilms confèrerait un avantage sélectif au niveau des capacités de dissémination et 
de survie de la bactérie. 

Outre la survie en milieu ouvert, l'organisation sous forme de biofilms pourrait 
également conférer une protection à la bactérie au sein même de l'organisme qu'elle colonise. 
En effet, Bruce/la est une bactérie intracellulaire confrontée au milieu extracellulaire avant 
d'atteindre sa niche. Dès lors, en phase extracellulaire, la bactérie est exposée à l'attaque de 
substances bactéricides présentes dans le plasma et les fluides du corps. On peut donc 
imaginer que la bactérie ait développé des mécanismes pour se protéger des défenses 
immunitaires de son hôte en élaborant des stratégies d'échappement au complément et aux 
anticorps ou encore en masquant ses antigènes afin d'échapper à la réponse immune 
spécifique 4. 

4 Immunité encore dite « adaptative » impliquant les lymphocytes T et B. 
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Enfin, la survie intracellulaire pourrait également être conditionnée par cette 
organisation sous forme de biofilms. Cela constituerait peut-être un moyen pour la bactérie de 
faire face à l ' acidité du milieu intracellulaire. 

• Rôle d'attachement des biofilms 

A l'heure actuelle, toutes les bactéries du genre Brucella sont décrites comme 
immobiles (Moreno et Moriyon, 2006) et dépourvues de système de chémotaxie. Dès lors, la 
production d'une matrice de biofilm constituerait une alternative promouvant l ' attachement 
sur les surfaces abiotiques, mais aussi sur les cellules de l'hôte. Vu la capacité qu'ont les 
Brucella à adhérer, nous pensons que les biofilms de ces bactries pourraient les aider à se 
fixer à leurs cellules hôtes que sont les cellules phagocytaires professionnelles ou non. 

• Rôle dans la chronicité 

Ces fonctions de protection et d' attachement peuvent également être considérées dans le 
contexte de la chronicité de la brucellose. 

La chronicité de la brucellose est causée par la persistance de foyers de bactéries qui 
échappent au système immunitaire. Dans le milieu intracellulaire, cette chronicité est 
entretenue par la résistance de la bactérie aux espèces oxygénées radicalaires et à l' oxyde 
nitrique libérés au sein des cellules phagocytaires suite à l' internalisation de la bactérie 
(Moreno et Moriyon, 2006). La synthèse d' exopolysaccharide par la bactérie pourrait être un 
moyen pour elle de faire face à ces mécanismes biocides mis en place par la cellule. Le 
polysaccharide constituerait donc une forme de protection de la bactérie au sein même de la 
cellule hôte, mais également dans les granulomes. 

Les formes chroniques de la brucellose peuvent évoluer vers des complications sévères 
comme l' inflammation de l' endocarde (enveloppe interne du cœur). Or, il s' avère que 
certaines endocardites sont associées à la formation de biofilms (Hall-Stoodley et al. , 2004). 
Cette pathologie débute par la mise à nu de la membrane basale sous-jacente à un 
endothélium endommagé. Cette membrane basale, constituée de lamine, de vitronectine et de 
fibronectine, constitue un substrat pour l'adhérence des bactéries. Le tissu endommagé est 
également à l' origine de la stimulation du système de coagulation qui conduit au dépôt de 
fibrine et de plaquettes sous forme d' un complexe insoluble. 
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Matériel et méthodes 

1. Matériel 

1.1. Solutions et milieux 

1.1.1. Solutions d'antibiotiques et autres 

Noms et abréviations 
Solution de Concentration Concentration 
dissolution stock finale 

Acide nalidixique (Na!) NaOH0,2N 25 mg/ml 25 u!!i'ml 
Ampicilline (Amp) H2O I00m_g/ml 100 u!!i'ml 
Chloramphénicol (Cm) Ethanol l 00% 30 mg/ml 30 µg/rnl 
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) H2O IM lM 
Kanamycine (Kan) H2O 40 m_g/rnl 40 µ _g/ml 
Streptomycine (Sm) H2O 10 mg/ml 10 u!!i'ml 
5-bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D-galactopyranoside (X-Gal) diméthylformamide 20mg/ml 20 u!!i'ml 
Concanvaline A-FITC NaCI 0,9% 1 m_g/ml lm_g/ml 

1.1.2. Milieux de culture 

Brucella : milieu 2YT E. coli : milieu Luria Bertani 
Constituants pour 1 L Forme liquide Forme solide Forme liquide Forme solide 
d'H2O désionisée 
Hydrolysat de caséine 20 g 35 g 10 g 10 g 
NaCl 6g 6g 5g 5g 
Y east extract 5g 5g 5g 5g 
Agar - 1 g - 15 g 

Le milieu est autoclavé 20 minutes à 120°C. Ce milieu est refroidi (55°C) puis coulé 
dans des boîtes de Petri avec les éventuels antibiotiques. 

1.2. Souches bactériennes et plasmides 

Souche Caractéristiques Utilisation Référence/origine 
E.co/i DHl0B Génotype :F-, mcrA /1 (mrr-hsdRM:S- Utilisation pour la Gibco BRL 

mcrBC), <l>80dlacZ/1lacX7 4, endAl , transformation de 
recAl , deoR 11 (ara, leu), araD139, divers plasmides et 
J,:alU, J,:a!K, nupG, rpsL À·. produits de ligation. 

Sl7 Bactérie donneuse four conjugaison. Bactérie donneuse Simon, 1983 
Génotype : SpR, Tp , SmR, recA, thi pour conjugaison 
pro hsdR·M+, RP4 ::2-Tc ::Mu ::Km 
Tn7 lysogenisée avec le phage Àpir 

Bruce/la melitensis Souche sauvage, Nal", virulente, Ce mémoire A. Macmillan, 
16M smooth LPS isolée sur le 

terrain (1955) 
melitensis Souche mutante surexpirmant le gène Ce mémoire Marie Godefroid, 

16MpMR10- BRA1089 de Bruce/la suis sur le 2006 
aiids plasmide pMRl 0-aiid (CmR) 

Plasmide pGEM-T Origine de réplication du phage fl , Clonage de produits Proméga 
s easy Amp\ lacZ (3015bp) PCR 

pJQ200 UCl GentaK , sacB, lacZ (5562bp) Plasmide suicide Vecteur dérivatif 
chez Brucella du pJQ200. 

Quandt, 1993. 
pMRIO-cat- Oriîine de réplication RK2oriV, Kan", Régis Hallez 
Gateaway Chi , dérivé du pMRI0 mCSI. 
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Composition Concentration Rôle 
Tampon de Tris-HCL 50mM Maintient du pH constant (pH 8.0). 

resuspension S 1 EDTA l0mM Protection de l 'ADN vis-à-vis des 
DNAses par chélation des ions 
bivalents nécessaires à l' activité des 
DNAses. 

RNAseA 100 µg/ml Elimination del ' ARN. 
Tampon de lyse S2 NaOH 200mM Rupture des cellules (lyse alcaline) 

et dénaturation de l 'ADN en 
simples brins. 

SDS 1% Rupture de la membrane lipidique 
et solubilisation des protéines 
cellulaires ( détergent). 

Tampon S3 Acétate de 2,8M Précipitation du SDS de la solution 
potassium pH5,2 précédente qui entraine avec lui les 

débris cellulaires. 

1 Figure 1 : Tampons utilisés pour la minipréparation d'ADN plasmidique chez E. coli. 

Enzyme Site de restriction Caractéristiques Tampon Firme To 

Not! GC!GCCCGC Une des rares enzymes H Roche 31°c 
Génère des fragments reconnaissant une séquence 

avec extrémités octamérique comprenant 
cohésives 5' seulement des résidus G et 

C. 

Figure 2 : Caractéristiques de l'enzyme de restriction Not! utilisée au cours de la réalisation de ce 
mémoire: séquence constituant le site de restriction, le tampon, la firme et la température d'activité. 
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2. Méthodes 

2.1. Protocoles relatifs à I' ADN 

2.1.1. Préparation d'ADN plasmidique 

Cette méthode permet d ' isoler et de purifier les plasmides produits par les bactéries. Le 
protocole comporte cinq grandes étapes : la lyse alcaline des bactéries, l 'élimination des 
protéines et des débris cellulaires, la précipitation de l ' ADN plasmidique, le lavage de I 'ADN 
et enfin sa resuspension. Les tampons utilisés pour extraire l' ADN plasmidique des cellules E. 
coli sont repris dans la figure 1. Le protocole complet de la minipréparation d 'ADN, 
disponible dans le manuel« Plasmid DNA Purification » de Macherey-Nagel, est le suivant: 

Ensemencer 5 ml de milieu LB liquide ( + antibiotique approprié) avec une colonie 
isolée. 
Laisser les cultures se développer pendant une nuit à 3 7°C, sous agitation. 
Centrifuger 1,5 ml de culture (5' à 5000 rpm). 
Jeter le surnageant et ajouter de nouveau 1,5 ml de culture sur le culot. 
Centrifuger et éliminer le surnageant. 
Resuspendre le culot dans 300 µI de solution 1. 

- Ajouter 300 µl de solution 2 et retourner les tubes 5 fois. Incuber 5 minutes à 
température ambiante. 
Ajouter 300 µl de solution 3, retourner 5 fois et incuber 10' sur glace. 
Centrifuger 15' à 12500 rpm. 

- Ajouter 630 µl d'isopropanol au surnageant contenant l' ADN plasmidique afin de 
précipiter ce dernier. Homogénéiser. 
Centrifuger 15 ' à 12500 rpm. 
Ajouter 300 µl d ' éthanol 70% et centrifuger 5' à 12500 rpm et éliminer le surnageant. 
Sécher le culot d 'ADN et le resuspendre dans 60 µl d 'H20 stérile. 

2.1.2. Restriction d'ADN plasmidique et restriction diagnostique 

La restriction d 'ADN plasmidique consiste à cliver l' ADN bicaténaire. Elle est réalisée 
par des endonucléases qui reconnaissent de courtes séquences qui leur sont spécifiques, 
souvent palindromiques, de 4 à 6 paires de bases. Les extrémités résultant de la scission 
peuvent être décalées d 'un brin à l' autre. Dans ce cas, on les caractérise de bouts protrudants. 
Dans la situation où elles ne sont pas décalées, on parle de bouts francs. La compatibilité entre 
ces deux types de bouts nécessite une opération de filling (prolongement de l' extrémité 3' du 
fragment protrudant grâce à la T4 polymérase de E. coli). Les enzymes de restriction et leurs 
tampons sont fournis par Roche Molecular Biochemical et Biolabs (figure 2). 

La restriction diagnostique permet de s' assurer qu'un plasmide contient l'insert d' intérêt 
en comparant les tailles observées après migration sur gel à celles attendues. Elle se déroule 
par incubation à 37°C pendant 1h30 des constituants suivants : 

2 µl d ' ADN plasmidique purifié en suspension dans l' eau distillée. 
- 2 à 10 unités d'enzyme de restriction par µg d 'ADN (1 unité correspondant à la 

quantité d ' enzyme nécessaire pour restreindre complètement 1 µg d'ADN du phage À 

en 1 h. à 37°C dans un volume de 25 µl) . 
1,5 µl de tampon dE\restriction 1 0X associé à l ' enzyme. 
Porter à 15 µl avec de l 'H20 distillée stérile et déposer sur gel 1,5 µl ; 
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1 Figure 3 : Marqueur de taille pour gel d'agarose (Hyperladder I, Bioline). 

Bromure d'éthidium 
Solution de 2 mg/ml H20 

Tarn on de char ement 
Glycérol 50% 
EDTA lO0mM 
SDS 1% 
Méthylorange 0, 25% 

1 Figure 4 : Solutions pour électrophorèse en gel d'agarose. 

Tarn on T AE SOX 
Tris-HCl pH 8,0 40mM 
EDTA50mM 
Acide acétique glacial 57,1 ml/L 
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2.1.3. Electrophorese en gel d'agarose 

L'électrophorèse en gel d ' agarose permet de séparer des fragments d'ADN en fonction 
de leur taille, suite à l' application d'un courant électrique. La taille est estimée en référence à 
la comigration de fragments d ' ADN de taille connue (marqueur Hyperladder I (Bioline) dont 
les tailles associées aux différentes bandes sont reprises dans la figure 3). Les fragments sont 
visualisés grâce au bromure d'éthidium, un agent intercalant de l' ADN bicaténaire, qui 
fluoresce (Àémission : 622nm) sous exposition aux rayons ultra-violet (Àexcitation: 370-
530nm). Outre l'aspect qualitatif, l'intensité de la fluorescence nous renseigne également sur 
la quantité de matériel biologique. En effet, une échelle d'intensité de fluorescence des 
marqueurs relie cette intensité à la quantité d' ADN exprimée en nanogrammes. 

La préparation et le coulage du gel s'effectuent de la manière suivante : 

Dissoudre 0,8 g d'agarose (Molecular Biology Grade) dans 80 ml de tampon TAE lX 
(figure 4) où Y /Z représente le pourcentage en agarose compris entre 0,8 et 2%. 

- Laisser tiédir la solution préalablement portée à ébullition. Couler le gel sur un support 
approprié en disposant les peignes délimitant les puits et ajouter 5 µl de bromure 
d'éthidium (figure 4). 

- Après polymérisation du gel, immerger le gel dans la cuve d 'électrophorèse contenant 
le tampon TAE lX. 
Additionner les échantillons de 1/ lüème de tampon de chargement 1 0x (figure 4) avant 
de les déposer dans les puits (puits à charger côté cathode) 

- Appliquer une différence de potentiel avoisinant les 100 volts. 
- Au terme de la migration, observer l' ADN sur banc ultra-violet. 

2.1.4. Purification sur gel d'agarose 

Cette technique permet de récupérer un fragment d ' ADN en gel d ' agarose isolé au cours 
de l' électrophorèse. Pour ce faire, la section de gel contenant le matériel d ' intérêt est 
découpée et l'ADN est purifié en suivant le protocole relatif au Kit MBI Fermentas. Cette 
méthode repose sur l 'utilisation de billes de silice auxquelles l' ADN adhère spécifiquement, 
permettant ainsi l ' élimination des sels et des impuretés. Le protocole à suivre est le suivant: 

Exciser le fragment d ' intérêt du gel à l ' aide d'un scalpel et peser le morceau 
d ' agarose. 
Ajouter 3 volumes de Binding solution pour 1 volume de gel. 
Incuber 10 minutes à 5 5 °C pour dissoudre l' agarose. 
Passer la solution de silice du kit au vortex pour bien resuspendre les billes de silice. 
Ajouter 5 µl de cette solution de silice et passer au vortex. 
Incuber 10 minutes à 55°C et centrifuger 2 minutes à 12000 rpm. 
Retirer le surnageant et ajouter au culot 500 µl de solution de lavage du kit 
Resuspendre au vortex. 
Centrifuger 2 minutes à 12000 rpm. 
Répéter 3 fois le lavage. 
Resuspendre le culot dans 20 µl d'eau stérile 
Incuber à 55°C pendant 10 minutes et centrifuger 2 minutes à 12000 rpm. 
Récupérer le surnageant et conserver l' ADN à-20°C. 
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Nom de l'amorce Séquence (5 '-+3 ') Taille (pb) 
exoü 1 CGGTTCGATGCAAGCCTCGTC 24 
exoü 2 GAAGATCTTCGGAATTCCGTTCTTGTCCGGGTTACG 36 
exoF 1 GGCAACATGCAGTCTTTGATCGGC 24 
exoF 2 GAAGATCTTCGGAATTCCCGATGAAAGCAAAGCCGC 36 
exoY 1 GGTTGATCGTTATCGTCC 18 
exoY 2 GAAGATCTTCGGAATTCCCGAATTGCAGGACTATAC 36 
exoP I 1 GTCGGCAATTATCTGAAAAACCTC 24 
exoP I 2 GAAGATCTTCGGAATTCCCTGATGAAGCTATTGCAG 36 
exoP2 1 CAAATGGCCAGAGCATCCGGTGTG 24 
exoP2 2 GAAGATCTTCGGAATTCCCGTGCTTTTAAGAATACC 36 

Nom de l'amorce Séquence (5 '-+3 ') Taille 
exoü 3 GGAATTCCGAAGATCTTCAGTGACTTCATGAACATC 36 
exoü 4 GCCCGCATGTTCCAATGTGCAGCC 24 
exoF 3 GGAATTCCGAAGATCTTCTGTGATACAATAATAGCG 36 
exoF 4 CCAGGATGAGAGGTGCGGAAGAAG 24 
exoY 3 GGAATTCCGAAGATCTTCACATTATCGCCCTGTTAG 36 
exoY 4 GGTCCATATAGCATAGGCGGTGCC 24 
exoP I 3 GGAATTCCGAAGATCTTCTAGGGGGAAACCGTGTCG 36 
exoPI 4 CAAATCGGCATATTCCTGCTGCGC 24 
exoP2 3 GGAATTCCGAAGATCTTCAGGGTTCCATTAAAACAG 36 
exoP2 4 GCACAGGCCTATGGCATGGCGATCTTC 27 

Figure 5 : Amorces utilisées dans le cadre de ce mémoire. Le prem ier tableau regroupe la paire 
d' amorces s' hybridant au niveau de la région amont de chacun des gènes. Le second tableau illustre la 
paire d ' amorces ayant pour cible la région aval de chacun des gènes. 

Réactifs 
Matrice d ' ADN 

Tampon IOX correspondant à l ' enzyme 
Mix dNTP ( 5 mM chacun) 

Primer amont (20 µM) 
Primer aval (20 µM) 

Taq polymérase ou High Fidelity 
DMSO (dans le cas d 'AND génomique) 

H2O bidistillée 

1 Figure 6: Constituants du mix PCR 

Quantité 
~20 ng 

5 µl 
3 µl 
1 µl 
1 µl 

0,3 µl 
5 µl 

Porter à 50 µl 
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2.1.5. Réaction de ligation 

La liaison covalente des fragments d'ADN est effectuée par l' intermédiaire de l' enzyme 
ADN ligase du phage T4. Cette dernière catalyse la formation des liens phosphodiesters entre 
!'hydroxyle 3'd'une extrémité d'ADN et le phosphate 5' d'une extrémité qui lui fait face. 
L' activité de l' enzyme est conditionnée par la présence d'ATP et de Mg++. Le protocole 
utilisé, faisant appel à la T4 DNA Ligase d' Invitrogen, est le suivant : 

- Ajouter 3 µl d'insert par µl de vecteur 
- Ajouter 1 µl de T4 DNA ligase (Invitrogen. 
- Ajouter 2 µl de tampon de ligation 5X (Invitrogen). 
- Porter le volume à 10 µl avec de l'eau distillée. 
- Incuber une nuit à l 6°C 

2.1.6. Polymerase chain reaction (PCR) 

La réaction en chaîne de la polymérase (PCR) permet d'amplifier rapidement des 
fragments d 'ADN à partir d' une quantité de matériel de départ parfois très faible. Cette 
méthode repose sur la répétition de cycles de transition de température. Chaque cycle 
comporte trois étapes: la dénaturation, l'hybridation et l ' élongation. 

1) Dans un premier temps, la matrice d'ADN est dénaturée par chauffage (95°C) en 
présence d'un excès d'oligonucléotides et d 'acides désoxyribonucléiques (dNTP's). 

2) Le mélange est alors soumis à une diminution de température de manière à ce que les 
amorces complémentaires à la séquence se trouvant de chaque côté de la région cible puissent 
s'hybrider chacune à un des deux brins (température dépendant de la T0 de melting des 
amorces utilisées et comprise entre 50 et 72°C). Les amorces utilisées dans le cadre de ce 
mémoire sont reprises dans la figure 5. La longueur de la séquence cible est déterminée par la 
distance entre les deux amorces. 

3) Cette séquence est ensuite amplifiée par une ADN Polymérase thermorésistante (Taq 
DNA Polymerase de Biotools ou Expand High Fidelity de Roche) à 72°C et pendant une 
durée adaptée à la taille du fragment à amplifier (}minute par kb). Contrairement à la Taq 
polymérase qui engendre un taux de mutation relativement élevé, l'enzyme High Fidelity 
permet une reproduction fidèle de la matrice et est donc utilisée dans des cas de clonage. 
L'amplification exponentielle du fragment d'intérêt est obtenue par la répétition de 30 cycles 
de dénaturation/hybridation/élongation. 

Pour vérifier l ' amplification du fragment cible, 1 /1 Oème de la réaction PCR est déposée 
sur gel d'agarose. Une PCR est réalisée sans ADN à amplifier (témoin négatif). Cela permet 
de vérifier que les composés nécessaires à la réaction ne sont pas contaminés par l' ADN 
étranger. 

La température de melting (Tm) des amorces de moins de 20 pdb vaut 4 (G+C) + 2 
(A+T). La température d'hybridation est inférieure à cette température de melting. Les 
amorces devront contenir le même pourcentage de bases G-C que l' ADN cible. Le mélange 
des constituants impliqués dans la réaction est réalisé dans des tubes spécialement conçus 
pour l' appareillage PCR et est repris dans la figure 6. 
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Dans le cadre de la PCR sur lysat clair, une colonie est prélevée, resuspendue dans 50 µl 
des PBS 1 X et centrifugée 3 min. à 10000 rpm. Le surnageant est récupéré et la réaction 
s'effectue alors en présence de DMSO afin d'empêcher la formation de structures secondaires 
après refroidissement et la première étape de dénaturation engendre la lyse des bactéries. 

2.1.7. Transformation bactérienne par choc thermique 

La transformation bactérienne est un transfert génétique au cours duquel de l' ADN 
plasmidique est intemalisé dans une bactérie. Des bactéries E. coli en début de phase 
exponentielle de croissance sont rendues artificiellement compétentes par passage dans une 
solution hypotonique de chlorure de calcium (CaClz). Le calcium déstabilise la paroi de la 
bactérie et celle-ci gonfle en prenant l' aspect d'un sphéroblaste. Cette méthode a été utilisée 
lors de l'utilisation des souches E. coli DHIOB et S 17. 

Méthode : 50 µl de cellules E. coli compétentes sont incubées 30 minutes sur glace en 
présence de 5 µl de plasmide à transformer. Ce dernier est adsorbé à la surface des bactéries 
pour lesquelles les phospholipides de la membrane sont figés . La fluidité membranaire est 
restaurée par un choc thermique à 42°C pendant 1 minute permettant au plasmide de franchir 
l'enveloppe bactérienne. Le métabolisme et la croissance des bactéries sont restaurés par une 
incubation à 3 7°C en présence de 500 µl de LB liquide. Après 1 heure, 100 µl de ce milieu est 
étalé sur milieu LB agar contenant l'antibiotique approprié. Afin de concentrer les cellules, les 
400 µl restants sont centrifugés, resuspendus dans 100 µl de LB liquide et étalés sur LB agar. 

2.1.8. Conjugaison bactérienne 

La conjugaison est un transfert horizontal de matériel génétique entre bactéries Gram
négatives. Le transfert de plasmide se déroule entre une bactérie donneuse vers une bactérie 
receveuse par l'intermédiaire d'un pilus sexuel. La bactérie donneuse possède le plasmide 
RP4 dans son chromosome encodant les protéines nécessaires pour le transfert conjugatif. Le 
plasmide d' intérêt doit posséder une origine de transfert. 

Protocole: 

Ensemencer 10 ml de LB liquide additionné d'antibiotique(s) approprié(s) avec des 
bactéries donneuses E. coli S 17, contenant le plasmide d' intérêt. Parallèlement, 
ensemencer 10 ml de 2YT liquide avec une colonie de bactéries receveuses Brucella 
(NalR). Incuber ces deux cultures 1 nuit à 37°C, sous agitation. 
Le lendemain, mélanger 1 ml de culture de Bruce/la à 50 µl de culture de cellules E. 
coli S 17. 
Centrifuger 1 min à 7000 rpm. 

- Resuspendre le culot dans 1 ml de 2YT liquide (lavage). 
Centrifuger de nouveau et resuspendre le culot dans un fond de surnageant (100 µl) . 

- Déposer sous la forme d'une goutte sur une boite de 2YT. 
- Incuber 4 h à 37°C (plasmide réplicatif) ou une nuit à température ambiante (plasmide 

intégratif). 
- Après l'incubation, utiliser une anse stérile pour strier la goutte séchée sur une boîte de 

2YT (acide nalidixique + marqueur du plasmide). L'acide nalidixique est utilisé pour 
sélectionner les B. melitensis et éliminer les E. coli S 17 donneuses qui y sont 
sensibles. 

- Incuber 3-4 jours à 3 7°C. 
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2.1.9. Séquençage de plasmides 

Le séquençage est réalisé dans le but de vérifier qu'aucune mutation n' est survenue lors 
de l' amplification par PCR d'un fragment d'ADN d'intérêt. Le principe se base sur une 
amplification incomplète d'ADN par PCR dûe à l'assimilation de didéoxyribonucléotides 
marqués à la fluorescéine. Chacun de ces nucléotides possède un fluorochrome de longueur 
d'onde d'émission qui lui est propre. Un séquenceur automatique sépare ensuite les différents 
fragments d'ADN en fonction de leur taille et détermine la séquence à partir de l ' extrémité 3' 
sur base de la fluorescence émise. Cette étape est réalisée par la firme Genome express. 

2.2. Techniques de microscopie 

2.2.1. Agarose pad 

La technique agarose pad est utilisée dans le cadre de l'observation de bactéries 
vivantes au microscope optique en contraste de phase. Cette technique rapide et facile à 
mettre en œuvre consiste à immobiliser les bactéries sur une couche d'agarose recouvrant une 
lame de verre. L'immobilisation des bactéries en un plan focal rend possible la mise au point 
du microscope et donc l 'observation des bactéries. 

Pratiquement, 700 µl d'agarose 1 % sont chauffés et coulés entre 2 lames de verre. 
Après polymérisation de l' agarose, les deux lames sont ensuite décollées et 5 µl de culture 
sont déposés entre l ' agarose sur la lame et une lamelle. Le montage est scellé au V ALAP 
( vaseline, lanoline, paraffine dans les proportions 1 : 1 : 1) et les bactéries sont observées au 
microscope Nikon Eclipse El000 (objectif l00X, plan Apo) équipé d' une caméra permettant 
la prise de micrographies (Hamamatsu ORCA-ER). 

2.2.2. Double marquage concanavaline A-FITC/iodure de propidium 

Ce marquage réalisé au moyen de la concanavaline A couplée au fluorochrome FITC 
permet de visualiser l 'EPS de Brucella. La concanavaline A est une protéine lectine 
reconnaissant spécifiquement les résidus a-mannopyranosyl et a-glucopyrannosyl. La 
fluorescéine isothiocyanate (FITC) est une molécule fluorescente qui émet à une longueur 
d'onde de 523 nm (vert) suite à une excitation par une longueur d'onde de 490 nm (bleu). 
Utilisée en combinaison avec la concanavaline A, ce fluorochrome permet de visualiser 
l' éventuelle présence de polysaccharides. 

L' ADN des bactéries présentes au sein des agrégats est marqué par l' iodure de 
propidium. Ce fluorochrome est un agent intercalant de l' ADN des cellules dont la 
perméabilité membranaire est altérée (À-excitation : 518 nm ; À-émission : 608 nm). 

Protocole: 

Transférer les agrégats dans 100 µl de culture dans des eppendorfs. 
- Ajouter 500 µl de paraformaldéhyde (PF A) 4% et incuber 20 minutes à température 

ambiante. Cette molécule fixe les cellules tout en préservant les sites antigéniques. 
Centrifuger 3 min. à 7000 rpm et resuspendre le culot dans 50 µl de concanavalineA
FITC (lmg/ml) et 1 µl d' iodure de propidium. 
Incuber 30 minutes dans l'obscurité et à 37°C. 
Centrifuger 3 min. à 7000 rpm et resuspendre le culot dans 100 µl de PBS pH 8,4. 
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Déposer 5 µl entre lame et lamelle et sceller le montage au moyen de vernis pour 
observation au microscope confocal Leica SP-1 (principe décrit en annexe). 

2.2.3. Préparation des extraits pour la microscopie électronique à transmission 

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons utilisé le microscope électronique à 
transmission pour observer des coupes de bactéries marquées avec des anticorps d' intérêt. Le 
marquage est visualisé grâce à la protéine A couplée à des billes d'or colloïdal de 16 nrn 
(imrnunogold). Cette protéine A est capable de se lier à l ' anticorps primaire spécifique de 
l' antigène à localiser. Cette protéine possède de l ' affinité pour le fragment Fe de l' anticorps 
primaire. La préparation des échantillons et leur examen au microscope électronique à 
transmission comportent plusieurs étapes : le marquage des bactéries, la fixation de celles-ci, 
la déshydratation des bactéries pour en éliminer l' eau constitutive, l ' inclusion-enrobage au 
moyen d 'une résine et la coupe. 

• Marquage des bactéries 

- Ensemencer 10 ml de milieu 2YT avec une culture de Bruce/la (DO6oonm de 0,05). 
- Après 24 h de culture (agrégats), centrifuger la culture et déposer 100 µl de 5 dilutions 

différentes de bactéries dans les puits d'une plaque 96 puits à fond conique (Nunc). 
Centrifuger la plaque 10 minutes à 3500 rpm afin de culoter les bactéries. 
Resuspendre le culot dans 70 µl d' anticorps monoclonaux (anti-Omp 25 ou anti-Omp 
31 produits en chèvre) dilués 2 fois en PBS. 

- Incuber 1 h. à 4 °C. 
- Laver les échantillons avec 130 µl de PBS et centrifuger 10 minutes à 3500 rpm. 
- Resuspendre le culot dans 70 µl de protéineA-or diluée 1 0x en PBS. 
- Incuber 1 h. à 4 °C. 

Ajouter 130 µl de PBS lx et centrifuger 10 minutes à 3500 rpm. 
Garder le culot et ajouter le fixateur. 

• Fixation 

Le but de la fixation est de maintenir les structures aussi proches que possible de l'état 
vivant. La glutaraldéhyde est utilisée comme premier fixateur en raison de sa pénétration 
rapide. Le culot de cellules est donc mis en présence de 200 µl de glutaraldéhyde 2,5% en 
tampon phosphate 0.lM. Les échantillons sont centrifugés 10 minutes à 3500 rpm et incubés 
1 nuit à 4°C. La faible température utilisée pour la fixation diminue les processus d' autolyse 
en ralentissant les processus enzymatiques. Après rinçage dans du tampon phosphate 0.2M 
(pH 7,4), les échantillons sont plongés dans un second fixateur à pénétration plus lente, le 
tétroxyde d' osmium (OsO4) 1 % ( dans du tampon phosphate 0.1 M) pendant 1 heure. Cette 
post-fixation favorise particulièrement la conservation des membranes. Après rinçage au 
moyen de tampon phosphate 0.2M, débute la déshydratation. 

• Déshydratation 

La déshydratation a pour but d'enlever l' eau des échantillons et de la remplacer par un 
solvant miscible au milieu d'inclusion utilisé par la suite. Ce processus doit impérativement 
être progressif afin d' éviter une contraction brutale des éléments cellulaires. Pour ce faire, les 
échantillons sont placés dans des concentrations croissantes en éthanol : 30°, 50°, 70°, 90° 

64 



Matériel et méthodes 

pendant lx5' et lxl0' pour chaque traitement. La déshydratation se termine par deux 
passages dans l'éthanol 100° (lxl0' et lx20'). 

• Inclusion et enrobage 

Les échantillons sont placés 2x15' dans un mélange d'alcool 100° et de résine Epoxy 
(Epon) puis dans l'Epon pur une nuit à 37°C. Les échantillons recouverts d'Epon sont placés 
24 h et 48 h dans une étuve respectivement à 45°C et 60°C afin de polymériser la résine. Cette 
dernière étape constitue l'enrobage et rend l'échantillon prêt pour la coupe. 

• Coupe 

Des coupes semi-fines de 1 à 2 µm sont réalisées par un pyramitome tandis que les 
coupes ultra-fines de 400 à 800 Â sont débitées à l' aide d'un ultrotome. Les coupes sont 
recueillies sur des grilles Formvar-carbone Copper/Palladium afin d'être colorées. 

• Coloration des grilles 

Les grilles sont contrastées par le dépôt de métaux lourds principalement sur les 
structures membranaires. Dans ce but, les grilles sont colorées avec une solution alcoolique 
d'acétate d'uranyle à 1 % pH4,2 pendant 1 min ou d'acide phosphotungstique 1 % pH7,4 
pendant 20 sec. 

• Examen au microscope électronique à transmission 

Le microscope utilisé pour la visualisation des échantillons est le Leica 10 PHILIPS 
(principe décrit en annexe). 

2.3. Techniques relatives à la caractérisation de l'EPS 

2.3.1. Précipitation de l'exopolysaccharide 

La purification de l' exopolysaccharide est réalisée par précipitation à l' éthanol suivie 
d'une étape de filtration au moyen d'un dispositif de concentration (Amicon Bioseparation 
8050, Millipore ). 

Protocole: 

- Ensemencer 200 ml de milieu RPMI 1640 additionné de 1 0g/L de xylose avec une 
culture de Brucella (DO6oOnm de 0,05). Incuber pendant 24h (formation d'agrégats). 

- Additionner 8 ml d'acide trichloroacétique (TCA) 100% (4% final v/v) afin de 
précipiter les protéines. Laisser la solution 2 heures sous agitation à 25°C. 

- Bien agiter de façon à détacher les polysaccharides restant liés au niveau de la 
membrane cellulaire. 

- Ultracentrifuger 30 minutes à 20.000 rpm 4°C ( +5 min. pour atteindre 20000 rpm). 
Récupérer le surnageant et le filtrer afin d'éliminer les bactéries résiduelles (filtre 
Stericup 0,22 µm, Millipore). 

- Précipiter l' exopolysaccharide lentement avec de l' éthanol 96% froid. Incuber 2 nuits 
à4°C. 
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Glacer l' échantillon (carboglace et méthanol) et le lyophiliser afin d'éviter tout risque 
de contamination. 
Glacer l'échantillon (carboglace et méthanol) et le lyophiliser (Lyovac GT2, principe 
décrit en annexe). 

- Resuspendre le lyophilisat dans 10-15ml d'eau distillée. 
Débarrasser la solution des monomères saccharidiques fournis par le milieu au moyen 
du dispositif concentrateur (Amicon Bioseparation 8050, Millipore) muni d'une 
membrane de nitrocellulose (limite d'exclusion : 3000 Da). 

La méthode de précipitation des sucres à l' éthanol extrait aspécifiquement tous les 
sucres du milieu. Dans le but d'éliminer de l'échantillon les lipopolysaccharides libres (LPS) 
ou associés à des fragments de membrane (vésicules membranaires), une extraction à base de 
phénol est réalisée. Enfin, la pureté de l'échantillon est vérifiée par dot-blot et les sucres sont 
dosés par la méthode à l' anthrone. 

2.3.2. Purification du LPS 

Du phénol chaud est additionné en quantité équivalente à celle de la solution 
préalablement chauffée. Le mélange est incubé à 66°C pendant 15 min. avec agitation 
régulière. Au terme de ce laps de temps, le mélange est refroidi sur glace et centrifugé 30 min. 
à 8000 rpm (4°C). Deux phases sont obtenues: une phase phénol contenant le LPS et une 
phase aqueuse contenant l'EPS. La phase aqueuse supérieure est dialysée (membrane de eut
off 1000 Dal) contre 5 litres d'eau à 4°C et sous agitation afin d' éliminer le phénol résiduel. 
Au terme de la dialyse, l' échantillon est lyophilisé et conservé à 4°C jusqu'à l'analyse HPLC. 

2.3.3. Dot-blot 

Cette technique permet de détecter la présence d'une protéine sans séparation préalable 
sur gel d'électrophorèse comme c'est le cas pour le Western blot. Le dot-blot consiste à 
déposer directement un extrait de l'échantillon sur une membrane de nitrocellulose sous 
forme de gouttes. Après dépôt, les étapes de détection classiques sont réalisées. L'utilisation 
d'anticorps spécifiques de la biomolécule d'intérêt permet de confirmer l' absence ou la 
présence de la molécule en question. Dans ce dernier cas, l' intensité du signal donne un 
aperçu de l'abondance de la molécule. 

2.3 .4.1. Préparation des échantillons 

200 µl d'échantillon sont déposés dans un puits d'une plaque 96 puits pour chaque 
souche d' intérêt. Des dilutions sériées de 2 en 2 sont ensuite effectuées pour les 11 puits 
restants de la ligne. 2 µl de chaque puits sont prélevés et adsorbés sur la membrane de 
nitrocellulose en respectant le même schéma que celui de la plaque multipuits. La membrane 
est séchée à température ambiante avant l'étape d' immunodétection. 

2.3.4.2. Immunodétection 

Cette étape se base sur une technique de révélation dite indirecte où un anticorps 
primaire de la protéine d' intérêt reconnaît son épitope et s'y fixe. Un anticorps secondaire, 
couplé à la peroxydase (une enzyme qui catalyse une réaction produisant de la lumière) et 
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Anticor s rimaires Dilution de l'anticor s 
anti-LPS 1/ l00eme 

anti-Omp16 1/10 me 
anti-Omp25 1/ IO0eme 

1/100 me 

Horse Radish Peroxidase 1/ lO000eme 

1 Figure 7 : Liste des anticorps utilisés au cours de ce mémoire et dilutions adéquates de ces anticorps . 
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Peroxidase Labeled 
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Figure 8 : Catalyse de la réaction de chimiluminescence du luminol par la peroxydase. En milieu 
alcalin, l'oxydation du luminol (5-amino-2,3-dihydrophthalazine- l ,4-dione) produit une émission 
lumineuse. L'agent oxydant le plus utilisé est le peroxyde d'hydrogène. Cette réaction de 
chimiluminescence peut être catalysée par la peroxydase de raifort et la quantité de lumière émise est 
proportionnelle à la quantité de catalyseur pour autant que les substrats de la réaction soient en excès. 
(extrait de www.sigmaaldrich.com) 
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reconnaissant l' anticorps primaire, permet de détecter la protéine d'intérêt. Les anticorps et la 
dilution à laquelle ils sont utilisés sont représentés dans la figure 7. 

• Etape de saturation 

Avant de mettre la membrane de nitrocellulose en présence de l' anticorps primaire, une 
étape préliminaire consiste à saturer les sites non spécifiques de la membrane pour éviter un 
bruit de fond important lors de la révélation. Pour cela, la membrane est incubée pendant 1 
heure à température ambiante et sous agitation dans une solution de saturation (PBS IX lait 
5% ). Par la suite, une réaction de compétition permettra un déplacement des protéines du lait, 
fixées de manière non spécifique, en faveur des anticorps primaires dirigés spécifiquement 
contre un épitope. La membrane est lavée trois fois dix minutes avec du PBS-Tween 0,05%. 

• Incubation avec l'anticorps primaire 

La membrane de nitrocellulose est déposée dans une solution de PBS-lait 1 % contenant 
l'anticorps spécifique de la protéine d'intérêt à la dilution adéquate, pendant une heure sous 
agitation. La solution contenant les anticorps est conservée à -20°C. La membrane est lavée 
trois fois avec du PBS-Tween 0,05% pendant 10 minutes. 

• Incubation avec l'anticorps secondaire 

L'anticorps secondaire est dirigé contre le fragment F(c) de l' anticorps primaire. Il est 
conjugué à la peroxydase, enzyme permettant l' ernission de lumière par l'oxydation d'un 
substrat peracide (lurninol) en un composé oxydé (figure 8). L' émission de lumière est 
amplifiée par la présence d'agents chimiques comme les phénols. 

L'anticorps secondaire utilisé est une IgG de chèvre anti-IgG de souris ou de lapin 
(Horse Radish Peroxidase (DAKO)). La membrane est mise en présence de l' anticorps 
secondaire à la dilution recommandée par le fabriquant dans du PBS - lait 1 % sous agitation 
pendant 1 heure. La membrane est lavée trois fois avec du PBS -Tween 0,05% pendant 10 
minutes. 

• Révélation 

La technique de détection utilise les réactifs du kit Western chemilurninescence Reagent 
Plus de Pekin Elmer TM (Cat. No. NEL 104) et se déroule en chambre noire selon le 
protocole suivant : 

- Mélanger en volume éfal chaque réactif du kit. Ce volume est fonction de la surface à 
couvrir (surface en cm x 0,125 ml). 

- Incuber durant 1 minute. 
- La solution de détection est éliminée et la membrane recouverte d'un film plastique 

(type SaranWrap) est placée dans une cassette de révélation. Un film 
autoradiographique est alors exposé. 

- Le film est ensuite révélé dans un bain de révélateur (Kodak) pendant quelques 
minutes. 
Le film est enfin plongé dans un bain de fixateur pendant une dizaine de secondes 
avant d'être rincé à l' eau et séché. 
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Sucre pKa 
Galactose 12.39 
Glucose 12.28 
Xylose 12.15 

Mannose 12.08 
Fructose 12.03 
Sorbitol 13.60 

A-Methyl glucoside 13.71 

1 Figure 9 : Constantes de dissociation de quelques hydrates de carbone communs. (Dans l' eau à 25°C). ! 
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2.3.4. Dosage des sucres à l'anthrone 

Le dosage à l ' anthrone est une des méthodes permettant de doser les sucres présents au 
sein d'un échantillon est. Cette méthode est basée sur la déshydratation intramoléculaire des 
oses en milieu acide (H2SO4 100%). Les dérivés qui en résultent se condensent avec 
l'anthrone pour donner des produits colorés. Une gamme d'étalonnage est tout d'abord 
réalisée à partir d 'une solution étalon en glucose (2 g/L). Les concentrations de la gamme sont 
comprises entre O et 200 mg/L. L'anthrone est préparé à une concentration de 2g/L en milieu 
H2SO4 et ajouté à raison de 800 µl aux 400 µl des échantillons de la gamme et de chaque 
échantillon d'intérêt. La réaction s'effectue à 37°C pendant 10 minutes au terme desquelles la 
DO est mesurée à 620 nm. 

2.3.5. Analyse HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 

D'une manière générale, cette technique est utilisée pour séparer les constituants d'un 
mélange sur base d' interactions entre les substances d' intérêt et la phase stationnaire de la 
colonne de chromatographie. L'échantillon est entrainé dans une phase mobile et les analytes 
sont retardés suite à l ' établissement d' interactions chimiques et physiques avec la phase 
stationnaire. Un gradient d' élution permet de détacher les biomolécules en modifiant l' affinité 
de ces dernières pour la phase stationnaire. Le temps de rétention, spécifique à chaque 
analyte, permet d' identifier le composé en question. La diffusion des constituants au sein de la 
colonne est limitée par l'application d'une forte pression (107 Pascals) qui augmente ainsi la 
résolution. 

Plus spécifiquement, la technique HP AE (High Performance Anion Ex change) a été 
développée afin de séparer les hydrates de carbone par l' intermédiaire de colonnes de 
chromatographie adaptées. Couplée à l' ampérométrie pulsée, cette technique permet une 
quantification directe des hydrates de carbone à des concentrations de l'ordre de la picomole. 

• Hydrolyse acide 

Avant l' analyse HPLC, les échantillons sont soumis à une hydrolyse acide afin 
d'hydrolyser les polymères en monomères. Celle-ci est réalisée par addition d' 1 ml d'acide 
trifluoroacétique 4 M (TF A) à 1 ml d'échantillon. Après 2 heures de réaction à 120°C, l' acide 
est évaporé par un système utilisant la force centrifuge, la chaleur et le vide d'air (Speedvac). 
L'échantillon est évaporé une première fois puis rincer avec 1 ml d'eau avant d'être de 
nouveau évaporé. L' échantillon est enfin additionner de 1 ml d'eau. 

• HPLC 

Cette technique comprend deux étapes : la séparation des hydrates de carbone sur la 
colonne CarboPac P A20 et leur détection par ampérométrie pulsée après leur passage dans la 
colonne. 

a) Séparation 

Les monosaccharides neutres sont des acides faibles. Pour les séparer, ils doivent être 
chargés, chose faisable que si le pH dépasse leur valeur de pKa (figure 9). A des valeurs de 
pH comprises entre 12 et 14, ces sucres sont partiellement ou complètement chargés et il est 
donc possible de séparer ces sucres par échange anionique. La nature chimique de la colonne 
utilisée (CarboPac ™ P A20, Dionex) est adaptée à ces valeurs de pH élevées. Il s' agit de billes 
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Temps (min) NaOH 0,5 M (%) 
- 3 4 
0.0 4 
10.0 4 
10.1 30 
20.1 30 
21.1 4 
66.1 4 

Figure 10 : Gradient d'élution utilisé dans le cadre des analyses par chromatographie liquide haute 
performance (colonne CarboPac PA20). 
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de 6,5 µm constituées d'une résine d'éthylvinylbenzène et de divinylbenzène sur laquelle sont 
greffés des ions ammonium. Les sucres à doser sont chargés négativement dans une solution 
de NaOH 20 mM. 

L'échantillon est injecté dans la colonne et l' élution est réalisée avec un gradient de 
NaOH (figure 10). Dans le cadre de nos analyses, 20 µl d'échantillons ont été injectés et la 
vitesse d'élution a été fixée à 0,5 ml/min. 

b) Détection 

La détection des hydrates de carbone est réalisée par la mesure du courant électrique 
généré par leur oxydation à la surface d'une électrode en or. L'oxydation de ces hydrates de 
carbone fait appel à une séquence répétée de trois potentiels appliqués entre l' électrode de 
travail en or et l'électrode de référence (Ag/AgCl). Un potentiel de travail El est appliqué à 
l' électrode de travail et le courant résultant de l'oxydation des fonctions hydroxyles est 
mesuré. Les produits résultant de l'oxydation des sucres recouvrent la surface de l'électrode. 
La désorption des ces produits est réalisée par l' application d'un potentiel plus positif au 
niveau de l' électrode de travail. Enfin, cette électrode est portée à un potentiel négatif afin de 
réduire la surface métallique sous forme d'or natif et permettre ainsi la détection au cours du 
cycle suivant. Le processus est répété automatiquement par le détecteur et la méthode 
s'appelle l' ampérométrie pulsée. 
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