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INTRODUCTION

INTRODUCTION

E.coli sont naturellement sensibles aux antibiotiques actifs sur les bacilles a Gram
négatif. C’est une bactérie intestinale (Gram négatif) des mammiféres, trés commune chez
I’étre humain. En effet, elle compose environ 80% de notre flore intestinale aérobie. Certaines
souches d’E.coli peuvent étre pathogenes, entrainant alors des gastroentérites, infections

urinaires ou meningites.

Les souches d’E.coli acquises ces génes au cours de 1’évolution de leur génomes. En
effet, les genes de résistance aux antibiotiques correspondent a des séquences d’ADN
bactérien, codant pour une protéine impliquée dans un processus menant a inactiver
I’antibiotique oubien protéger la bactérie contre 1’action 1étale de ces antibiotiques. On parle

alors de la résistance bactérienne aux antibiotiques.

En pratique; dans les laboratoires de recherche spécialisés dans 1’étude des
mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques, afin de détecter les génes impliqués,
les chercheur on adopté une stratégie tres efficace, basée sur le criblage de la région contenant

le géne d’intérét et ce par une approche « PCR-électrophorese ».

Dans ce sens, nous nous sommes intéressés a la recherche de quelques génes contenu
dans le génome de souches d’E. coli phénotypiquement résistantes aux antibiotiques, et ce en
suivant 1’approche PCR-éléctrophorése, en ciblant par des amorces spécifiques les genes
TEM et CTX-M par PCR simplex et les trois génes constituants les intégrons de classe 1 par
PCR multiplex.

Ce travail s’insert dans le cadre d’un travail de recherche, mené au laboratoire de Biologie
Cellulaire et Moléculaire, Equipe de Génétique, Université des Sciences et de la Technologie
HOUARI Boumedien d’Alger, portant sur la virulence et la résistance aux antibiotiques de

souches cliniques d’Escherichia a I’origine d’infections urinaires communautaires.
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|. Escherichia coli

Escherichia coli a été décrit pour la premiére fois en 1885 apreés avoir été isolée dans
des selles de nourrissons par 1’allemand Theodor Escherich. Son nom actuel lui est ensuite

donné en 1919 par Castellani et chambers (Grimont, 1987).

Le genre Escherichia appartient a la famille des Enterobacteriaceae (tableau I). Ce
sont des bacilles a Gram négative, aéroanaérobies facultatifs qui peuvent fermenter les nitrates

et qui ne produisent pas d’oxydase (Le minor et al., 1990).
I.1. Classification

Tableau | : Classification d’Escherichia coli selon le Bergey’smanual 2012

Reégne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espéce Escherichia coli

|.2. Caracteres culturaux

E.coli pousse sur milieu ordinaire a une température optimale de 37°C. Incubées 24
heures sur gélose agar a 37°C, les colonies sont convexes, lisses et incolores. Elles ont en
général un diameétre compris entre 1 et 3 mm avec une structure granulaire et une marge

intacte. La surface est brillante et la consistance gluante (Le minor et al., 1990).
1.3. Génome d’E.coli

E.coli posséde un chromosome circulaire unique, longe de 4,6 Mb. Parmi ses 4 000
genes dépourvus d’introns, environ 35% n’ont pas de fonction connu. Le cycle sexué est
possible en raison de 1’action d’un plasmide extragénomique appelé F, qui détermine un type
de « masculinité ». D’autres plasmides portent des geénes dont les fonctions fournissent a la
cellule ce qu’il lui faut pour vivre dans des environnements spécifique, tels que des geénes de

résistance a certaines substances chimiques. Ces plasmides ont été transformés en vecteurs de

v
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génes, a la base des transferts des génes, au cceur du génie génétique moderne (Griffiths et

al., 2013).
1.4. Plasmides

Les plasmides sont définis comme étant des structures d’ADN double brin, circulaire
et autonome du chromosome bactérien par rapport a leur contréle et leur réplication. Leur
taille varie de quelques kilobases a quelques centaines de kilobases. 1ls peuvent étre transférés
horizontalement par conjugaison ou mobilisation, entre bactéries de méme espece ou non. Ce

sont les eléments du génome les plus mobiles (Kern-Bernaibout, 2006).
Il. Réplication de I’ADN

La réplication de I’ADN est un mécanisme trés important qui permet la duplication du
patrimoine génétique pour obtenir deux exemplaires identiques, chacun transmis a une des
deux cellules filles lors de la division cellulaire. La réplication a donc lieu avant la division
cellulaire : se fait lorsque I’ADN est a I’état de chromatine, pendant la phase S de
I’interphase. Chez les eucaryotes, I’ADN est répliqué par cing ADN polymérase a, B, v, 6, €
Alors que chez les procaryotes, comme E.coli, deux enzymes sont essentielles, les ADN

polymérases | et I11 ( Winter et al.,1999).
I1.1. Les étapes de réplication de ’ADN chez les procaryotes
11.1.1. Initiation

L’initiation de la réplication a lieu a 1’origine de réplication. Il n’y a qu’une seule
origine de réplication dans les chromosomes bactériens alors qu’il en existe plusieurs chez les

eucaryotes. Lors de cette étapes il y a implication de :

-Une hélicase : elle sépare les deux brins de la double hélice d’ADN dans les deux sens en
rompant les liaisons hydrogéne entre les bases. Deux fourches de réplication sont ainsi

créees.
-Les proteines SSB : sont des protéines se liant a I’ADN simple brin (monocaténaire) formé et

évitent la reformation de double hélice. Ce sont les protéines SSB chez les bactéries.

-Les topoisomérases (gyrases) : elles agissent derriére 1’action de I’hélicase, qui induit des
surenroulements positifs (en avancant) pour les supprimer et introduire des surenroulements

négatifs de part et d’autre des deux fourches de réplications.

-
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-Les primases : ce sont des ARN polymérases ADN-dépendante capables de synthétiser de
courtes séquences d’ARN (de 5 a 15 ribonucléotides) complémentaire & I’ADN matrice et
nécessaires pour 1’élongation des nouveaux brins d’ADN par I’ADN polymérase. La synthése
de I’amorce d’ARN se fait dans le sens 5°— 3’ (création d’un groupement OH libre). Chez
E.coli, la primase et I’hélicase froment un seul complexe appelé la « primosome » (Winter et
al., 1999).

11.1.2. Elongation

Ce processus fait intervenir une enzyme de polymérisation nucléotidique (formation
de la liaison phosphodiester) qui est I’ADN polymérase incapable d’initier la synthése sans

une extrémité 3°’OH libre.

L’ADN polymérase a besoin des composés suivant pour synthétiser une chaine d’ADN :
-Les quatre désoxyribonucléotides (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) et du Mg2+ .

-Une amorce d’ARN

-L”ADN matrice (les deux brins parentaux).

Le brin avancé ou précoce : il s’allonge continuellement a partir d’une seule amorce d’ARN
dans le sens 5°— 3’, qui coincide avec le sens de déplacement de la fourche (copie du brin

parental orienté le sens 3°— 5”) « Synthése continue ».

Le brin retardé : puisque la polymérase agit comme un dimére d’enzyme, les deux brins
matrices sont répliqués simultanément. La synthese du brin retardé est plus compliquée
puisque la polymérisation doit suivre le sens de déplacement de la fourche, et que ’ADN
polymérase n’attache les désoxyribonucléotides que dans le sens 5’— 3’. Le brin parental,
matrice du brin retardé, formerait une boucle auteur de I’ADN polymérase II1. Il se produirait
ainsi une inversion de sens de brin retardé¢ si bien que I’addition de nucléotides (en 3”) dans le
sens 5°— 3’ pourrait se faire simultanément sur les deux brins. Ceci a été résolu en
syntheétisant le brin retardé de facon discontinue sous forme de petits fragments greffes sur
autant d’ « amorces ». Les fragments ARN-ADN ainsi formés, sur le brin retarde sont appelés

fragments d’Okasaki. « Synthese discontinue »

<
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Les amorces d’ARN sur les deux brins néosynthétisés sont ensuite éliminees,
hydrolysées et remplacées par de ’ADN. C’est I’enzyme polymérase I qui élimine les

amorces d’ARN par son activité exonucléase 5°— 3’ et qui resynthétise a la place de I’ADN.

Finalement, les fragments d’ADN, libérés de leur amorce d’ARN vont étre soudé par
une ligase (Winter et al., 1999).

11.1.3. Terminaison

Les mécanismes impliqués dans la terminaison n’est pas été encore ¢lucide. Un site de
terminaison TER ou se fixe une protéine Tu5 qui met a la réplication a été déterminée chez
E.coli (Winter et al., 1999).

I11. Réaction de polymeérisation en chaine (PCR)

La technique de réaction de polymeérisation en chaine ou PCR est basée sur le méme

principe de réplication (Maftah et julien, 2002).

Cette méthode de Biologie Moléculaire a été mise au point en 1985 par Kary Mullis,
qui obtient pour ces travaux le prix Nobel de Chimie en 1993, Aujourd’hui, ce procédé
révolutionnaire couplé a 1’utilisation d’une ADN polymérase thermorésistante permet
d’obtenir, sans amplification considérable d’un fragment donné d’ADN (Maftah et julien,
2002).

La technique de PCR a été développée fabriquer n’importe quelle séquence d’ADN
en un nombre treés élevé de copies a ’aide d’une simple réaction enzymatique. L’ADN peut

étre amplifié de fagon spécifique, ce qui I’analyse des génes (Etrod et Stausfield, 2003).
I11.1. Principe

Le principe de la méthode d’amplification génique in vitro, nommé également PCR, est
relativement simple mais d’une utilisation considérable en génétique moléculaire, elle
consiste & réaliser in vitro la réplication d’un cycle de synthése d’un fragment d’ADN

(polymérisation) a partir d’un ADN donnée (Martin et al., 2012).

Elle permet d’amplifier de maniere sélective une séquence d’ADN choisie, méme si
cette dernicre est présent dans un mélange complexe d’autres molécules d’ADN et sans avoir

a la purifier au préalable (Martin et al., 2012).

v
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I11.2. Constituants d’une réaction PCR
L’ ADN matrice : il contient la séquence d’ADN qu’on cherche a amplifier.

Des amorces oligonucléotidiques : ce sont de petites molécules d’ADN simple brin (20 bases)
obtenus par synthese chimique. Les séquences des primers sont choisies de fagon a ce qu’ils
se fixent par appariement des bases complémentaires a des brins d’ADN opposés de chaque

coté de la séquence qu’on désire amplifier.

Une ADN polymérase : toutes les ADN polymérases qui sont utilisées en PCR sont
thermostables, C’est-a-dire qu’elles ne sont pas dénaturées a des hautes températures requises

(jusqu’a 100°C). La Taq polymérase est I’enzyme la plus utilisée (Winter et al., 1999).

Le role de I’ADN polymérase en PCR est de copier les molécules d’ADN. L’enzyme
se fixe a ’ADN simple brin et synthétise un nouveau brin complémentaire du brin d’origine.
Les ADN polymérases ont besoin d’une courte région d’ADN double brin pour initier la
synthese (Winter et al., 1999).

En PCR, ce sont les primers qui créent des petites régions d’ADN double brin, en se
fixant de chaque coté de la séquence a amplifier. De cette fagon, les primers obligent I’ADN

polymérase a ne copier que la séquence cible (Winter et al., 1999).

Des désoxyribonucléotides triphosphate (DNTP) : ces molécules correspondent aux
quatre bases de I’ADN (adénine, guanine, thymine, cytosine) et ce sont les substrats de I’ADN
polymérase. Tout PCR nécessite la présence des quatre dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
qui sont utilisés par I’ADN polymérase comme des briques pour construire le nouveau brin

d’ADN (Winter et al., 1999).

Cofacteur : un cofacteur est une substance dont la présence est nécessaire en plus d’une
enzyme pour qu’une réaction se déroule. Le magnésium (Mg) est le cofacteur le plus

couramment utilise (David et Urlotte, 2002).

Tampon : le tampon utilisé pour la réaction PCR sert a maintenir stable le pH du milieu
réactionnel au niveau optimal pour la Tag polymérase. Il contient souvent des cations

bivalents Mg2+ servant de cofacteur (David et Urlotte, 2002).

111.3. Comment fonctionne la PCR

v
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D'aprés Winter et al. (1999), ont conclu que la PCR permet I'amplification de la
séquence d'ADN par la répétition des cycles de synthése d’ADN. Chaque molécule d'ADN
synthétisée joue le role d'un ADN matrice pour la synthése de nouvelles molécules cibles au
cycle suivant. Au cour des premiers cycles, la quantité d'/ADN augmente en force puis il
atteint un plateau. Dans les cycles suivants, et suite a I’augmentation de la quantit¢ d'ADN,
des duplexes risques de se former entre les brins néosynthétisés et que les composants de la

réaction commencent a diminuer, ce qui ralenti la vitesse de synthése de I’ADN.
Notion de température de fusion « Tm » :

Quand un ADN double brin est chauffé au-dela d'une certaine température, les deux
brins d'/ADN se séparent par rupture des liaisons hydrogenes. L'ADN devient simple brin. La
valeur de la température correspondant a ce phénomene s'appelle la température de fusion ou
Tm ("melting température™). En pratique, la Tm correspond a la température ou 50 % de
I'ADN est sous forme simple brin et 50 % de I'ADN sous forme double brin. Cette Tm dépend
de plusieurs facteurs :

-la composition en bases : les appariements A-T (deux liaisons hydrogénes) sont moins

stables que les appariements G-C (trois liaisons hydrogéne) en milieu salin (NaCl).

-la composition en sels du milieu : une diminution de la concentration en sels du milieu
diminue la force ionique et par conséquent diminue la Tm et inversement. Par convention, on

parle de solution stringent quand la concentration en sels est faible (la Tm diminue alors).

- le taux de mésappariements (ou mismatches) : on considére qu’il y a une diminution du Tm
de 1°C pour 1% de mismatch dans I’ADN.

- la longueur du fragment : cet effet est minime quand la taille des fragments hybridés est
supérieure a 500 Pb.

- la présence d’agents "déstabilisants" (par exemple la formamide) (Begard et al., 1998).

I11.4. Etapes de PCR

111.4.1. Etape de dénaturation

-
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Dans cette étape les deux brins d'ADN que I'on veut amplifier sont dénaturés par la
chaleur a plus de 99°C, cette température permet la déstabilisation de la double hélice et la
séparation des deux brins de la molécule d'ADN qui peuvent étre copiés par I'ADN

polymeérase (figure 1) (Winter et al., 1999).
111.4.2. Etape d’hybridation

Dans cette étape, une paire d'amorces spécifiques et complémentaires des extrémités
3’ des brins matrices est ajoutée. La température est abaissée vers 40 a 60°C, ce qui permet de
refroidir le milieu réactionnel et permet la fixation des primers a I'ADN simple brin sans la
reformation d'une double hélice entre les brins matrice. La température d’hybridation est

déterminée par le nombre de base dans les amorces et la séquence (Winter et al., 1999).
Criteres d’optimisation des amorces pour la PCR :
L’optimisation des amorces doit tenir compte des paramétres suivants :

- Taille des amorces : elle influe sur température d’hybridation et sur spécificité : en

générale, 18 a 30 nucléotides.

- Spécificité : les amorces doivent correspondre a des séquences uniques dans I’ADN

matrice.

- Possibilité de formation de duplex : nécessité d’absence de zones de complémentarité inter-

amorces (< 3 base).
- Contenu en G+C : il doit étre compris entre 40 et 60 %.

- La Tm des hybrides amorces-ADN : elles doivent étre proches et comprises entre 52 et 65
°C.

La détermination de Tm des hybrides amorces-ADN est trés importante car elle influe

sur le choix de la température d’hybridatio (figures) (Coutouly et al., 2012).

v
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111.4.3. Etape d’élongation

Dans cette étape, une ADN polymeérase particuliere, la Taq polymérase va synthétiser
un nouveau brin d'’ADN a une température de 72°C. L'ADN polymérase est guidée par les
amorces, en utilisant I'ADN simple brin comme modele pour copier la séquence cible d'ADN.
L'amplification de gene par PCR couvre environ 20 a 40 cycles de chauffage (Winter et al.,
1999).

Selon Susan Elrod et Willim Stansfield (2003), ont rapporté qu’apres 20 cycles, une
molécule d'/ADN peut étre amplifiée a environ 1million de copies (appelées les amplicons) et
apres 30 cycle, la molécule peut étre amplifiée a environ Imilliard de copies. L’amplification
est donc exponentielle. Le séquencage de nucléotide peut étre fait facilement a partir ces
grandes quantités d'ADN (Winter et al., 1999).

Cette réaction PCR permet a partir d’un échantillon présent en trés faible quantité au
départ d’amplifier de fagon considérable cette région d’intérét. Ainsi en débutant la PCR
par une copie, aprés 40cycles,on obtiendra en théorie en fin de réaction 2*° copies de cette
séquence (soit 10* copies) (Winter et al., 1999).

32me cycle 4éme cycle
2eme cycle <
lercycle e/ > 40 cycles
= <1— = 40
= = Ne=N,.2
—— Séquence a amplifier

Figure 1 : LaPCR, une amplification exponentielle (Corinne.S, 2012)
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Temperatire: "G Dénaturation —_—— _ - -
04" <
Elongation
72° -
C110
Hybridation @
55" <«
90 @
@ Dénaturation
LR G B sl @ Hybridation 70
(3) Elongation
50 @

Figure 2: étapes de PCR (Corinne.S, 2012)
I11.5. Types de PCR
111.5.1. PCR multiplexe

La PCR multiplexe (multiplex PCR) est un protocole congu pour augmenter plus d'un
amplicon a la fois, par l'utilisation d'au moins trois amorces par réaction de PCR. Les produits
de PCR ne seront alors compétitifs que pour la polymérase, les dNTP et, peut-étre, le
marqueur d’ADN. Il est aussi envisageable d'augmenter différents types d’ADN reconnus par
un méme couple d'amorces. La PCR multiplexe peut se faire en point final (les produits de
PCR étant habituellement différenciés par leur taille ou la présence d'un site de restriction) ou
en temps réeel (chaque produit étant mesuré par une sonde spécifique couplée a un fluorophore
dont le spectre d'émission est différent des autres). Ses applications qualitatives sont
nombreuses (détection de souche virale, de mutations, ...) mais son aspect quantitatif ne fait
pas l'unanimité, malgré de fortes pressions industrielles pour ce marché particulierement
lucratif (David et Urlotte, 2002).

111.5.2. PCR simplexe

Ces technologies sont souvent sélectionnés lorsque le nombre de marqueurs est faible
et le nombre d’échantillons important. Elles ne nécessitent pas d’équipement particulier en
dehors d’un thermocycleur et d’un lecteur de fluorescence en temps réel ou en point final
indépendant ou pas. Les PCR simplex (utilisant un seul couple d’amorces) et leur tests
diagnostiques moléculaire distinctes a une seule cible, témoins internes le plus souvent

intégrés, la sensibilité est plus que la PCR multiplexe (Tagu et al., 2018).

0
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111.5.3. PCR point final

Amplification d’une séquence d’ADN (1 a 2 Kb) délimitée par des amorces
spécifiques. L’ADN polymérase utilisée est thermorésistante, ce qui une automatisation des
cycles d’amplification. Elle ne posséde pas de fonction d’édition (activité exonucléasique
3’—>5’ permettant la correction des erreurs de copie (proofreading), et commet une erreur

toutes les 10* a 10° bases (Coutouly et al., 2012).

Dans le cas d'une PCR point final, aprés amplification, on effectue une migration par
électrophorese sur un gel d'agarose contenant du bromure d'éthidium. Ce dernier deviendra
fluorescent en présence de nucléotides sous lumiére UV et permettra de visualiser les
différents fragments ayant migré. On obtient une lecture qualitative: il y a ou non présence du
fragment de la longueur attendue. Une lecture semi-quantitative peut étre effectuée par
comparaison des intensités des signaux visualises. En PCR point final on observe les résultats

seulement a la fin de la totalité des cycles (Rampaud, 2009).
111.5.4. PCR en temps réel

C’est une technique destinée a pouvoir quantifier la quantit¢ d’un type d’ARN

initialement présent dans un échantillon (Tellaa, 2013).

La réaction en chaine par polymérase en temps réel est une technologie ayant de
nombreuses applications, basée sur une réaction enzymologique, la PCR et sur la mesure en
continue de son produit. A chaque cycle d’amplification, la quantit¢ d’ADN total ou

d’amplicon est mesurée grace a un marqueur fluorescent (Tellaa, 2013).

L’obtention de la cinétique complete de la réaction de polymérisation permet d’obtenir
une quantification absolue ou relative de la quantité initiale d’ADN cible, ce qui était tres

difficile a obtenir sans biais en PCR en point final (figure 3) (Tellaa, 2013).

<
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Produit

formé

« temps réel » P
Information
quantitative

Temps (cycles)

Point final > IS d

gel d’agarose

Figure 3: PCR en temps reel versus PCR en point final (Corinne.S, 2012)
111.5.5. RT-PCR

L'acronyme RT-PCR signifie Reverse Transcriptase PCR, soit une PCR aprés
transcription inverse d'un acide ribonucléique (ARN) en ADN complémentaire (ADNCc). En
réalité, il s'agit d'une PCR "classique™ réalisée sur un ADN complémentaire (ou ADNc), qui

est une copie d'un ARN obtenue par une transcription inverse (Tellaa, 2013).

La RT-PCR a été mise au point pour utiliser les ARN comme matrice d'amplification
de la PCR. Elle est certainement la méthode la plus sensible pour détecter (et éventuellement
quantifier), les ARN messagers au niveau d'un organe, d'un tissu ou d'une cellule. Dans ce but
elle est souvent réalisée in situ, c'est a dire sur du matériel biologique fixé. Elle est également
utilisée pour la construction de banques d’ADNc, le tri d'ARNm (Differencial Display RT-
PCR) ainsi que la construction de sondes d'’ADN (figure 4) (Tellaa, 2013).

L'une des difficultés de cette méthode concerne la préparation des ARN qui peuvent étre tres

facilement dégradés et contaminés par de I'ADN génomique (Tellaa, 2013).

5 AR a amplifier AAAAAAA 3
. Transcriptase Inverse
TTTTTTITTT + amorce poly T
1 1 1 + desoxyrbonudeotides
5 AAAAAAA 3T
~ah TTTTT
ADNc en cours d’elongation

Figure 4: RT-PCR (Corinne.S, 2012)
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111.5.6. PCR-Elisa

Le produit amplifié est marqué au cours de la PCR grace a une des deux amorces
marquées (par exemple, par un résidu de digoxigénine). Apres fixation en microplaque a
I’aide d’une sonde capture, la révélation est effectuée a I’aide d’un anticorps spécifique (par

exemple, antidigoxigénine) (Lamoril et al., 2007).
111.5.7. PCR nichée (ou nested PCR)

Pour obtenir une plus grande sensibilité lors de la PCR, il est possible d'effectuer deux
PCR successives. La « nested PCR » une meilleure spécificité: le produit issu de la premiere
PCR est de nouveau amplifié au cours d'une deuxieme PCR. Dans cette technique, deux

couples d'amorces différents sont successivement utilisés:

*un couple d'amorces externes : Ce couple d'amorces permet tout d'abord d'obtenir un premier
fragment d'/ADN amplifié, selon une PCR classique. Les fragments d’ADN obtenus servent
alors de matrice pour une seconde PCR (Tellaa, 2013).

sun couple d'amorces internes : Ce couple d'amorces borne une région située a l'intérieur (ou
nichée) du fragment nucléotidique obtenu avec le ler couple d'amorces, et donnera des
fragments de taille inférieure a ceux obtenus avec la 1ére (Tellaa, 2013).

Dans la nested-PCR, on commence par amplifier le fragment entre deux amorces, comme
dans la méthode classique, pendant 30 a 40 cycles. On transfere alors un échantillon de
I'amplifiat dans un tube pour une seconde PCR, avec des amorces internes aux premieres.
Apres une nouvelle série de 30 a 40 cycles, I'élément amplifié est donc raccourci Du fait d'un
nombre de cycles d’amplification plus important, la sensibilit¢ de cette méthode est
augmentée. De plus, quatre amorces doivent reconnaitre le fragment et non deux, ce qui
diminue les risques d'hybridation parasite et donc augmente la spécificité (figure 5) (Tellaa,
2013).

Nested-PCR
Premier jeu d'amorces
(extermes)
—

—  ———

Figure 5: Nested-PCR (Corinne.S, 2012)
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111.6. Détection

La détection des produits de PCR varie selon le mode de PCR (Adama Sounkalo
DIARRA, 2014).

Dans la PCR classique, la détection est faite en end-point (& la fin des réactions de
PCR) soit en couplant un test ELISA, soit en réalisant une migration électrophorétique sur gel
d’agarose (Adama Sounkalo DIARRA, 2014).

Dans la migration électrophorétique, un agent intercalant comme le bromure
d’éthidium (BET) ou le Syber®Green est associé pour la visibilité des bandes. Un marqueur
de poids moléculaire est utilis¢é comme échelle aidant dans I’identification de nos bas
d’intérét. Une bande contrdle de la taille de notre bande d’intérét doit étre utilisée. Dans

certains cas, des témoins faibles sont utilisés (figure 6) (Adama Sounkalo DIARRA, 2014).

Dans la PCR en temps réel, la détection est fait en méme temps que les PCR par
utilisation des sondes fluorescentes. Ce sont des oligonucléotides couplés a leurs extrémités a
des fluorophores. Les sondes les plus connus sont : les sondes Tagman, les sondes FRET, les

sondes scorpions, les balises moléculaires (Adama Sounkalo DIARRA, 2014).

ybrGreen™ libre

SybrGreen SybrGreen™ libre
Amorce
2 = a o= <
=
o o Deénaturation 99°C
Le SybrGreen libre émet
peu de fluorescence =N
__——/-
\
=

> 9 Hybridation 55°C
L'amorce s'hybride
sur sa séquence cible

Armorce hybrideée

111
6 6 Elongation 55°C
Accroissement
de la fluorescence
OOt Soruvid SybrGreen™ incorpors active =
a I'intégration N
oo e csuR__su>. -uud
=4 e la

Figure 6: méthode de détection (Corinne.S, 2012)
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111.7. Applications du PCR

La PCR est tres utilisé en génétique moléculaire pour étudier les génes , elle a des
applications trés nombreuses dans plusieurs domaine de la biologie et de la médecine . la PCR
est trés utilisé aux domaines suivants:
111.7.1. Les maladies héreditaires

Qui sont causés par des mutations des génes transmises des parents aux enfants. On
citera, par exemple, I'nemophilie ou la fibrose cystique. Dans ce cas on utilise la PCR pour
amplifier les séquences des genes qui peuvent étre sondees pour voir si elle portent des
mutations associées a ces maladies (Winter et al., 1999).
La recherche contre le cancer: l'utilisation de PCR dans ce cas intervienne dans les études
concernant le rble des genes dans le cancer. Par exemple, on a pu identifier en suivant des
stratégies reposant sur la PCR, des mutations des oncogenes ou des genes suppresseurs de
tumeur. Ceci a permis d'améliorer notre compréhension des mécanismes de développement du
cancer (Winter et al., 1999).
I11.7.2. Les sciences médico-légales

Dans ce cas, la PCR peut étre utilisé pour identifier des individus a partir
d'échantillons de leur ADN. L’analyse des séquences variables est également utilisée pour
associer des donneurs d'organe avec des receveurs et en anthropologie pour étudier les
origines des (races) humaines (Winter et al., 1999).
111.7.3. Les biotechnologies

En biotechnologie la PCR joue un role important dans la production de protéines
recombinantes comme l'insuline ou I'hormone de croissance, qui ont une utilisation tres

important pour la fabrication des vaccins et des médicaments (Winter et al., 1999).

0
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IV. Electrophorese

Est une méthode de séparation des molécules chargés électriquement (ADN, ARN,
Protéine) sous l'action d'un champ électrique, la séparation des particules se fait en fonction
de leurs formes, leurs charges électriques ou leurs pois moléculaires sur les supports pleins ou
semi-solides comme le papier ou I'agarose (Elord et Stansfield, 2003).

Cette technique a été employée la premiere fois en 1994 pour différencier
I'némoglobine en forme de faucile de I'némoglobine normal. L'analyse de la séquence
protéique a plus tard indiqué que la différence dans des mobilités électrophorétiques de ces
protéines était due a une différence d'un seul acide aminé dans les chaines béta (Elord et
Stansfield, 2003).

Actuellement I'électrophorése est utilisée dans des diverses applications d'analyse
d’ADN et de protéine. Le séquencage d'ADN est le plus souvent réalisé sur un gel de
polyacrylamide. Des gels d'agarose sont eux utilisés pour isoler et estimer la taille des
fragments d’ADN (Elord et Stansfield, 2003).

IV.1. Principe

Les méthodes connues sous le nom d'électrophorése, sont basées sur le déplacement
des molécules chargées sous l'effet d'un champ électrique. Dont les molécules chargés
négativement (anions) migrent vers I'électrode positive ou anode. Alors que les molécules
chargés positivement (cations), ils se dirigent vers I'électrode négative ou cathode. Le champ
électrique est obtenu par un générateur de courant continu, dont les bornes sont reliées a la
cathode et a I'anode. Le support du champ électrique est constitué par un tampon de PH et
d'une concentration convenables, dont les ions conduisent le courant. Les phénomeénes de
séparation se produisent dans un support poreux approprié, il peut s'agir de papier filtre
(électrophoréese sur papier), d'un dérivé de la cellulose(acétate de cellulose), d'un gel extrait
d'algue (agarose) ou d'un gel de polymére organique (polyacrylamide) dont le calibre des
micro-canalicules internes des mailles du réseau de polymeére, gouverne la vitesse de
migration des molécules a travers ce réseau (figure) (Chrambach,1985).

On peut visualiser le résultat obtenu en ajoutant (dans le gel ou aprés la migration
selon les cas) du bromure d'éthidium, molécule ayant beaucoup d'affinité pour I'ADN et
fluorescent en orange sous une lumiére incidente en UV .il suffit alors de déposer le gel
d'électrophorése sur un transillumination UV pour visualiser la séparation des fragments.
quant le mélange est constitue d'un trés grand nombre de fragments différents, la
transillumination aux UV ne permettra de voir qu'une trainée continue, mais si le mélange ne

contient qu'un nombre limité de types de fragments, il sera alors possible de les dénombrer et

.
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d'en mesurer la taille en rapportant leur distance de migration aux distances de fragments

étalons ayant migré dans un puits paralléle (Jean-Louis SERRE, 2002).

Figure 7: principe d’¢électrophorése (Huynh Vu Phi, s.d.).

IV.2. Les différents supports utilises
En électrophorése de zones, les protéines se déplacent dans un support hydraté solide (ce qui
limite la diffusion) et réticulé (effet de tamisage moléculaire). Le grand pouvoir de résolution
de cette technique est précisément di a ce que les protéines sont séparées en fonction de leurs
deux caractéristiques physicochimiques les plus importantes :

Charge électrique nette et encombrement moléculaire.

Depuis les débuts de 1’électrophorése, divers types de supports ont été utilisés : papier,
acétate de cellulose, gel d’agar, gel d’amidon, gel de polyacrylamide, gel de polyacrylamide-
agarose, etc. Selon le type de protéine étudié et le type de probléme a résoudre, on s’oriente
vers le type de support que 1’on juge le plus favorable aprés des essais souvent empiriques.
Les supports qui sont actuellement les plus utilisés pour 1’étude des protéines sont les gels de
polyacrylamide (PAGE) continus ou discontinus, ¢’est-a-dire avec gel de concentration et gel
de séparation. Les bandes d’acétate de cellulose, les gels d’agar. L’¢lectrophoreése en gel
d’amidon est de moins en moins utilisée mais peut fournir une trés bonne résolution avec
certaines protéines ou enzymes. Les gels d’agarose sont également utilisés pour

I’électrophorése des acides nucléiques (Autran et Morel, s.d.).
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IV.3. Types d’électrophorese
1V.3.1. L’électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE)

L’¢lectrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE) est une méthode de routine
employée dans le domaine de 1’analyse protéomique pour la séparation des protéines car elle
demeure une technique robuste et reproductible (Garfin, 2003). Elle a connu son essor suite
au développement de la PAGE bidimensionnelle (O’Farrell, 1975). La 2D-PAGE repose sur
la combinaison de deux électrophoreses sur gel successives, présentant 1’avantage d’étre des
séparations selon deux parametres indépendants et d’avoir une haute résolution. Ainsi, selon
la premiére dimension, les protéines sont séparées selon leur point isoélectrique par
focalisation isoélectrique. Selon la seconde dimension, elles sont séparées selon leur masse
par PAGE au sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE) (Sylviane, 2009).

IV.3.2. Electrophorése sur gel d’agarose

L’¢lectrophorése en gel d’agarose est une technique de base au laboratoire de biologie
moléculaire. Elle est utilisée :

-soit a des fins analytiques : pour séparer et identifier des fragments d’ADN, pour déterminer
leur taille, pour en estimer la quantité

-soit a des fins préparatives, pour purifier un fragment d’ADN de taille connue.

La taille des fragments qu’il est possible de séparer est compris entre 0,2 et 50 Kb.

Les fragments d’ADN sont facilement détectés sur le gel grace a un colorant fluorescent, le
bromure d’éthidium (BEI). On peut ainsi visualiser en lumieére UV des quantités tres faibles
d’ADN (de I’ordre de 5-10 ng). L’¢électrophorése en gel d’agarose est donc une technique tres
sensible ; elle est de plus rapide et simple a mettre en ceuvre (figure 9) (Aude, 2007).

Analyse des produits d’amplification

Gels d’agarose

Figure 8 : électrophorése sur gel d’agarose (Corinne.S, 2012)

0
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IVV.3.2.1. Le principe de I’électrophorése d’ADN en gel d’agarose

I'électrophorese sur gel est le moyen le plus efficace pour séparer des fragments
d'’ADN de différentes tailles (Lee et al., 2012).

En milieu légeérement basique, I’ADN se comporte comme une chaine polyanionique
(groupements phosphates ionisés). Placés dans un gel d’agarose et soumis a un champ
¢lectrique, des fragments d’ADN de taille différente migrent plus ou moins rapidement
suivant leur masse moléculaire. La charge relative des fragments étant la méme, c’est
essentiellement ’effet de tamisage exercé par le gel qui influe sur la migration. La vitesse de
déplacement diminue donc avec la taille des fragments, celle-ci étant exprimée en nombre de
paires de bases (Pb) ou en Kb (1 Kb = 1000 Pb) (Aude, 2007).

IV.4. Electrophoreése des acides nucléiques

Les techniques en gel d'agarose et en gel de polyacrylamide ont été extensivement
utilisées ces derniéres années pour analyser la taille, la structure et la fonction des molécules
d'’ARN et d'’ADN. En particulier, les récents développements des techniques d'ADN
recombinants, de cartes de restriction, de séquence des nucléotides, utilisent toutes
I'électrophorése comme un outil analytique de sensibilité particulierement élevée. Les
enzymes de restriction, qui coupent les molécules d'ADN en des points spécifiques sont ainsi
utilisées pour engendrer des fragments parfaitement définis d'’ADN, dont la taille est ensuite
déterminée par électrophorese. Ces techniques sont extrémement sensibles puisqu'elles
permettent de détecter moins de 10 ng par bande apres coloration par 1 pug/ml de bromure
d'éthydium (Autran et Morel, s.d.).

0



MATERIEL ET METHODES

MATERIEL ET METHODES
I. Souches étudiées

Cette étude a été réalisée sur 20 souches non redondantes d’Escherichia coli (une par
patient) isolées a partir des urines de patients externes (non hospitalisés), au laboratoire

central de I’hdpital Sidi Belloua de Tizi Ouzou.

Cette collection inclue les souches pour lesquelles les données des patients étaient
disponibles. Les critéres d’inclusion ont été: age >10 ans, culture des urines positive,
symptomes d’infections urinaires non compliquées (un ou plusieurs des symptomes suivants:
fréquence et urgence de la miction, dysurie, douleur sus-pubienne, brilures mictionnelles).
Cette collection comprend des souches provenant de patients femelles (n=15) et males (n=5).
Les informations concernant les patients chez qui les souches ont été isolées sont indiquées
dans le tableau 11
Une étude antérieure, menée au laboratoire de Génétique de 1’université Houari Boumediene
d’Alger, a permis d’identifier ces souches et de caractériser sur le plan phénotypique leur

résistance aux antibiotiques, y compris les bétalactamines.

Tableau I1: informations concernant les patients chez qui les souches ont été prélevées

Référence Référence A g Signes
Laboratoire Hapital ge | nexe cliniques

E1l 675 F BM

E2 1 30 F GROSSESE

E3 51 67 M BM

E4 666 A M BM

ES 644 30 F BM

F6 30 12 F SUSPICION
I4

E7 645 30 F GROSSESE

ES 39 4 F BM

E9 656 40 M BM

E10 870 20 F /

E11 188 A F /

E12 59 28 F /

E13 862 80 M /

E14 602 32 F /

E15 13 A F /

El6 204 13 F /

E17 58 86 M /

E18 442 24 F GROSSESE

E19 574 A F GROSSESE

E20 580 A F GROSSESE

.
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I1. Objectif du travail

L’objectif de ce présent travail est de rechercher les génes codant pour la résistance aux
antibiotiques de la famille bétalactamines, chez 20 souches d’E. coli résistantes aux
bétalactamines, et les génes des intégrons de classe 1, et ce, par une approche PCR-

électrophorese.

I11. Culture des souches bactériennes

Un total de 20 souches d’E. coli résistantes aux antibiotiques de type bétalactamines ont

fait I’objet de matériel biologique dans ce travail.

Un contrdle positif des réactions PCR a ¢été aussi utilisé. Il s’agit d’une souche d’E. coli
résistante aux bétalactamines et positives pour les génes TEM, CTX-M et les intégrons de
classel. La présence de ces géenes chez cette souche a été confirmé par le séquencage dans une

étude menée par Yahiaoui et al. (2015).

Un contrdle négatif a été aussi utilisé pour la validation des résultats des différentes réactions
PCR. 1l s’agit d’une souche d’E. coli de référence (E. coli K12), phénotypiquement sensible
aux antibiotique, et dont le génome est dépourvu des genes TEM, CTX-M et des intégrons de

classe 1.

L’ensemble des souches ont été mises en culture dans un bouillant LB (Luria-Bertani)
pendant 24h a 37°C, puis, ensemencées sur milieu gélosé du type MH (Muller Hinton) et
incubées pendant 24h a 37°C. Les colonies obtenues apreés culture bactérienne (pure), ont fait

I’objet d’une extraction de I’ADN génomique total.

1V. Extraction de PADN

Plusieurs techniques d’extraction d’ADN sont possibles. Certaines permettent une
extraction rapide et directe de ’ADN a partir des cellules. D’autres indirectes nécessitent de
recourir a un protocole en plusieurs étapes. Le choix de ces méthodes dépend de la nature de
I’ADN cibl¢ et de [D’objectif de la manipulation (identification interspécifique ou

intraspécifique d’une culture pure, résolution de mélange microbien) (Vincent et al., 2006).

L’ADN est obtenu par un chauffage de 10 minutes a 95°C d’une suspension bactérienne
dans 100 pl d’eau distillée ultra-pure, préparée a partir d’une culture de 24 heures sur gélose

Mueller-Hinton. Apreés lyse cellulaire et libération de I’ADN, la suspension est ensuite

-
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centrifugée pendant 3 minutes a 12000 rpm. Le surnagent obtenu, utilisé comme source
d’ADN pour les réactions PCR, est conservé a -20°C (Feria et al., 2002).

V. Recherche de genes par PCR

Différentes PCR peuvent étre réalisées pour la détection spécifique d’espéces ou de genes.
Elles ont en commun [’appareillage : thermocycler (Vincent et al., 2006). La PCR
(Polymerase Chain Reaction) est une méthode permettant I’amplification d’une séquence
spécifique d’ADN. La réaction PCR nécessite 2 amorces oligonucléotidiques entourant la
séquence cible d’ADN, chacune étant complémentaire a un des deux brins d’ADN. Les
amorces sont généralement ajoutées en exceés par rapport a la quantité d’ADN a amplifier
dans le mélange réactionnel. Ce dernier est également composé de ’ADN polymérase, de
dNTPs (désoxyribonucléotides triphosphate), de sels (MgCI2, KCI), d’'un tampon et de
I’échantillon d’ADN. La PCR est effectuée a 1’aide d’une suite de cycles, comportant trois
étapes chacun, la dénaturation, 1’hybridation et ’extension. La premiere étape consiste a
dénaturer I’ADN double brin en ADN simple brin a 1’aide de la chaleur, 94°C. Lors de la
deuxiéme étape, le mélange réactionnel est refroidi a 45-60°C, chacune des amorces reconnait
et se lie a sa séquence complémentaire. Les amorces sont positionnées de maniére a ce que
leur extrémité 3’ soit face a face afin que la synthése d’ADN ait lieu dans la région se
trouvant entre les deux amorces. Lors de la derniere étape, ’ADN polymérase se lie a
Iextrémité 3’ de chaque amorce liée et utilise le dNTPs afin de pouvoir synthétiser un
nouveau brin d’ADN dans la direction 5’ a 3°. Lors de cette étape, I’ADN polymérase possede
une température optimale pour la réplication d’ADN de 72°C. (Reece et al., 2004). Apres un
cycle de la réplication PCR, une nouvelle copie de chaque brin d’ADN produit est synthétisée

et le nombre de cycle peut varier entre 20 et 40.

V.1. Recherche de génes par PCR simplex

Les PCR simplex (utilisant un seul couple d’amorces) ont été réalisées en utilisant des
amorces specifiques ciblant les genes codant pour la résistance aux antibiotiques de la famille

bétalactamines chez E. coli.

Deux genes codant pour la résistance aux bétalactamines chez E. coli ont été recherchés. Il

s’agit des génes TEM et le gene CTX-M.

Les séquences des amorces utilisées pour amplifier ces deux génes sont données dans le
tableau V.

S
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Les conditions des réactions PCR pour I’amplification de ces deux geénes sont données dans le

tableau VI

V.1.1. Composants des réactions PCR

Les réactions PCR simplex ont été realisées dans un volume final de 12,5 pl qui comporte
(Tableau I11):

Tampon de la GoTaq plymérase (1x),

MgCl;, (1,5 mM),

Quatre désoxyribonuléotides (200 M),

Amorces sens (0,5 uM),

Amorces reverse (0,5 uM),

GoTaq DNA polymérase fournie par Promega (0,312 unites),
2,5 ul d’ADN matrice.

YV V V V V V V

Les concentrations indiquées pour chaque composant de la réaction PCR sont celles

recommandées par la firme fournisseur.
V.1.2. Calcul des volumes et concentrations des composants des réactions PCR

Pour chaque réaction PCR, les composants doivent étre a des concentrations adéquates
aux exigences de ’amplification du gene recherché. Pour cela, les volumes de chaque

composant inclus dans les réactions d’amplification doivent étre précis.

Nous avons alors procédé au calcul des concentrations finales, ainsi que les volumes de tous

les composant des réactions PCR, et ce, selon les recommandations d’amplification des deux

génes TEM et CTX-M :

e Tag polymérase :
Pour reéaliser des réactions PCR de 12.5 plavec les ingrédients de Mix (mélange des
composants de la réaction PCR, commercialisé a des concentrations définies et standards):
- On cherche la concentration de Taq dans une réaction de 12.5 pl, sachant que le Mix PCR
contient la Taq a une concentration de 50 unité/ml (50unité/1000ul).
- Le Mix est concentré 2x on doit le rendre 1x concentré : donc le volume de Mix a prendre
pour une réaction de 12.5 pl est de 6.25 pl.
- On cherche la concentration de Taqg dans ces 6.25 pl de Mix : on a 50 unité de Taqg dans
1000 ul de Mix, donc dans 6.25ul de Mix on aura 0.3125 unités de Tag.

- Laconcentration de Taq finale dans notre réaction de 12.5 pl est de 0.3125 uniteés.

-
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- On va chercher le volume de Taq a prendre pour avoir la concentration de 0.3125 unités :
On a: la Tag est commercialisée & une concentration de 5unités/pl. Donc 0.3125 unités
correspondre a 0.0625ul de Tag.

e dNTP
On cherche la concentration des DNTP dans le Mix :
- Sachant que le Mix contient les DNTP a une concentration de 400uM.
- Le Mix est concentré 2x on doit le rendre 1x concentré : donc le volume de Mix a prendre
pour une réaction de 12.5 pl est de 6.25 pl. donc la concentration des DNTP dans 6.25 pl du
Mix est de 200 pM.
- Donc on cherche la concentration des DNTP qu’il ya dans ces 6.25ul de Mix.
- La solution mere des DNTP est commercialisée a une concentration de 20mM=10000M.
- La concentration finale de DNTP dans notre réaction est de 200uM. donc le volume de
DNTP a prendre de la solution mere pour avoir cette concentration est de 0.25ul pour une
réaction PCR de 12.5 pl.

e MgCl,
On cherche la concentration des MgCl, dans le Mix :
- Le Mix est concentré 2x on doit le rendre 1x concentré : donc le volume de Mix a prendre
pour une réaction de 12.5 pl est de 6.25 pl.
- La concentration finale de MgCl, dans une réaction PCR de 12.5 pl est de 1.5mM.
- Lasolution mére de Mgcl; est concentrée a 25mM.
- Donc le volume de MgCl, a prendre de la solution mére pour atteindre cette concentration
finale est 0.75pl.

e Tampon de la GoTaq polymérase

Le Tampon de I’enzyme est commercialisé 5x concentre. Dans nos reactions PCR de 12.5pl
on I’utilise concentré 1x. ceci revient a prendre 2.5ul du Tampon pour une réaction PCR de
12.5pl.

-
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e Amorces
Elles sont commercialisées a une concentration de 25uM. Dans des réactions PCR standards
dont la concentration en amorces n’est pas exigée, on les utilise concentré a 0.5uM.
Dans des réactions PCR de 12.5ul on prend alors un volume d’amorce de 0.25pl.

Tableau I11: Composant d’une réaction PCR simplex de 12.5pl.

) . Volumes pour une ] ]
Concentrations méres o Concentrations finales
réaction de 12.5pl

H,0 5.94ul (gsp) /
5X GoTaqgFlexi buffer 2.5ul 1X
MgCl, 25mM 0.75ul 1.5mM
dNTPs 10mM 0.25 pl 200pM
Amorces sens (25uM) 0.25ul 0.5uM
Amorces reverse (25uM) 0.25ul 0.5 uM

GoTaq Flexi DNA

0.0625pl 0.3125 unité
polymerase 5u/pl

Par faute de pipetage des petits volumes des différents réactif, nous avons procédé a la
réalisation d’un mélange réactionnel dans un tube eppendorf, contenant, I’eau, le Tampon de
la GoTaq plymérase (1x), le MgCl, (1,5 mM), les quatre désoxyribonuléotides (200 uM),
I’amorces sens (0,5 uM), I’amorces reverse (0,5 uM), et la GoTaq DNA polymérase fournie
par Promega (0,312 unités) aux concentrations calculées a I’effet de I’amplifications des deux
génes TEM et CTX-M. Par la suite, nous avons réparti le contenu du mélange réactionnel dans
des puits d’une microplaque dédiée a la PCR. Dans chaque puits nous avons déposé 10ul du
mélange réactionnel, auxquels, nous avons rajouté 2.5ul d’ADN matrice. Le volume total

dans chaque puits est alors 12.5ul (Figure 10).

La microplaque est ensuite placée dans un thermocycler pour enchainer les étapes

d’amplification des genes.
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Figure 9: Schéma des étapes de réalisation du mélange réactionnel pour PCR.
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V.2. Recherche de genes par PCR multiplex

Les réactions PCR multiplex (utilisant deux ou plus couples d’amorces) ont été réalisées dans

un volume final de 25 pl qui comporte (Tableau 1V):

Tampon de la GoTaq plymérase (1x),

MgCl; (1,5 mM),

Quatre désoxyribonuléotides (200 pM),

Amorces sens (0,5 uM),

Amorces reverse (0,5 uM),

GoTaq DNA polymérase fournie par Promega (0,625 unités),
5 ul d’ADN matrice.

YV V.V V V V V
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Les PCR multiplex ont été réalisées en utilisant des amorces spécifiques ciblant les génes

codant pour les intégrons de classe 1.

La présence des intégrons de classe 1 a été recherchée en ciblant le géne intl codant
I’intégrase spécifique de ces intégrons (région 5°-CS) et des genes sull (codant une
dihydroptéroate synthase conférant la résistance aux sulfamides) et gacEA1 (résistance aux

ammoniums quaternaires) constitutifs de la région 3°-CS (Figurell) (Murinda et al., 2005).
La souche E. coli TN19 a été utilisée comme contr6le positif (Eckert et al., 2006).
Les conditions utilisées sont : 1 cycle de 94°C/4 min, 10 cycles de 94°C/1 min, 65°C/30 sec

(diminution de 1°C/cycle), 70°C/2 min, 24 cycles de 94°C/1 min, 55°C/30 sec, 70°C/2 min, et
1 cycle final de 70°C/5 min (Tableau V).

Les séquences des amorces utilisées pour amplifier ces deux génes sont données dans le
tableau V1.

orf5 tniA

NS & -7 —
3a HS458

-
F165 R476

Figure 10: Représentation schématique de la structure des intégrons de classe 1 indiquant les

trois génes recherchés par PCR multiplex.
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Tableau IV: Composant d’une réaction PCR multiplex de 25ul.

Concentrations meres VVolume pour une Concentration finales
réaction de 25pl
H,O 12.6pl (gsp) /
5X GoTaqgFlexi buffer 5ul 1X
MgClI2 25mM 0.75ul 1.5mM
dNTPs 10mM 0.5 ul 200puM
Amorces sens 1 (25uM) 0.5ul 0.5uM
Amorces reverse 1 (25uM) 0.5ul 0.5 uM
Amorces sens 2 (25uM) 0.5ul 0.5uM
Amorces reverse 2 (25uM) 0.5ul 0.5 uM
Amorces sens 3 (25uM) 0.5ul 0.5uM
Amorces reverse 3 (25uM) 0.5ul 0.5 uM
GoTaq Flexi DNA 0.125 pl 0.625 unité
polymerase 5u/ul

Pour le calcul des concentrations des différents composant de la PCR multiplex ; nous avons

procédé de la méme maniére que la PCR simplex.

La réalisation du mélange réactionnel est aussi faite de la méme maniére que la PCR simplexe

(Figure).
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Tableau V: Amorces utilisées pour la recherche des genes de résistance aux antibiotiques et
des intégrons

) Taille de Concentrations o
Cible Séquences des amorces (5°— 3°) Références
I’amplifiat (pb) (uM)
PCR SIMPLEX
blajeyy | TEM-UP: ATGAGTATTCAACATTTCCG 858 0,5 Yates et al. (2004)
TEM-LOW: CAATGCTTAATCAGTGAGG
blacrxm | CTX-MF: ACCGCGATATCGTTGGT 550 0,5 Messai et al. (2008)
CTX-MR: CGCTTTGCGATGTGCAG
PCR MULTIPLEX
intl Inl1-F: CCTTCGAATGCTGTAACCGC 248 0,5 Murinda et al. (2005)
Inl11-R: ACGCCCTTGAGCGGAAGTATC
sull SULI1-F: TCAGACGTCGTGGATGTCG 346 0,5
SULI1-R: CGAAGAACCGCACAATCTCG
gacEAI | QACEAL-F: GAGGGCTTTACTAAGCTTGC 200 0,5
QACEA1-R: ATACCTACAAAGCCCCACGC

Tableau VI: Conditions des réactions PCR des genes de résistance aux antibiotiques et des

intégrons
Cible Dér?atcu.ration Dénaturation | Hybridation | Elongation Nombre Elor]gation
initiale de cycles finale
PCR SIMPLEX
blarem 94°C/5 min 94°C/30 sec 52°C/40 sec | 72°C/1 min 30 72°C/7 min
blactx-m, 94°C/5 min 94°C/30 sec 55°C/40 sec | 72°C/1 min 30 72°C/7 min
PCR MULTIPLEX
intl, sull, gacEAl 1 cycle de 94°C/4 min, 10 cycles de 94°C/1 min, 65°C/30 sec (diminution de 1°C/cycle),
70°C/2 min, 24 cycles de 94°C/1 min, 55°C/30 sec, 70°C/2 min, et 1 cycle final de 70°C/5
min
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VI. Electrophorése sur gel d’agarose

L’¢lectrophorese sur gel d’agarose permet la séparation de fragments d’ADN de différentes
tailles (200-15'000 pb). (Reece ,2004) .Le gel d’agarose est un réseau complexe de polymére,
composé d’agarose et d’un tampon aqueux. La taille des pores est déterminée par la Materiel
et methodes Page 34 composition de ce dernier et par la concentration et le type d’agarose
utilisé. Plus les pores du gel sont grands, plus la taille des molécules que le gel peut séparer
est grande. Les fragments d’ADN sont séparé par migration sur gel d’agarose a 1’aide un
champ électrique constant. L’ADN qui est chargé négativement migre a travers le gel en
direction de I’¢électrode positive. D’une manicre générale, les petits fragments ADN migrent

plus vite que les grands.

Les produits d’amplification ont été soumis a une électrophorése sur gel d’agarose a

différentes concentrations (1 a 2%) selon leur taille.
Les produits PCR des genes TEM et CTX-M ont été migrés sur un gel d’agarose de 1%.

Les produits PCR des génes des intégrons de classe 1 ont été migrés sur un gel d’agarose de
2%.

La migration électrophorétique a été effectuée sous une tension de 5 v/icm dans un tampon
TBE 0,5x (45 mM Tris Base, 45 mM acide borique, 1ImM EDTA), en présence de marqueurs
de taille 100 bp DNA Ladder et 1 kb DNA Ladder (Promega) (Figure 12).

5 ul de produit PCR + 2 ul de tampon de charge (glycérol: 3 ml, bleu de bromophénol: 25 mg,

eau distillée: gsp 10 ml) sont déposés dans chaque puits du gel d’agarose.

1500 —»

500 »

100 —»

Figure 11: Marqueur de taille utilisée pour déterminer la taille des différents fragments

d’amplification.
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Préparation du gel a 5% - Peser 5g d’agarose dans un Erlen de 500 ml. - Ajouter 100 ml de
tampon TAE 1X (1 fois concentré). - Faire fondre ce mélange au four & micro-ondes, en
arrétant le four de temps en temps pour agiter. Le mélange doit étre parfaitement transparent,
sans particules d’agarose. - Ajuster le volume a 100 ml. - Ajouter 7 ul de la solution de
bromure d’éthidium a 10 mg/ml. - Homogénéiser. - Couler dans 1’appareil (CONSERT type :
E8067) sans faire de bulles. - Placer le peigne. - Laisser refroidir.

VII. Visualisation des fragments d’ADN

L’ajout de bromure d’éthidium au gel d’agarose permet de voir apparaitre les fragments
d’ADN sur le gel. En effet, le bromure d’éthidium est capable de s’intercaler entre les paires
de bases empilées de ’ADN et permet, lors de I’illumination sous lumiére UV du gel

d’agarose, 1’apparition de I’ADN sur le gel comme une bande de fluorescence.

Dans ce travail, la visualisation des fragments d’ADN s’est faite sous irradiation UV (254

nm) en présence de bromure d’éthidium (BET) incorporé dans le gel a une concentration de

0,5 pg/ml (Sambrook et al., 1989).
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RESULTATS ET DISCUSSION

Cette étude a été réalisée sur 20 souches non redondantes d’Escherichia coli (une par
patient) isolées a partir des urines de patients externes (non hospitalisés), au laboratoire

central de I’hdpital Sidi Belloua de Tizi Ouzou.

L’objectif de ce présent travail était, de rechercher les génes codant pour la résistance aux
antibiotiques de la famille bétalactamines, chez 20 souches d’E. coli résistantes aux

bétalactamines, et ce, par une approche PCR-électrophorese.

e Extraction de PADN

Plusieurs techniques d’extraction d’ADN sont possibles. Certaines permettent une
extraction rapide et directe de I’ADN a partir des cellules. D’autres indirectes nécessitent de
recourir a un protocole en plusieurs étapes. Le choix de ces méthodes dépend de la nature de
I’ADN ciblé et de [D'objectif de la manipulation (identification interspécifique ou

intraspécifique d’une culture pure, résolution de mélange microbien) (Vincent, 2006).

Dans notre travail, nous avons procédé a une extraction de I’ADN génomique total par le
protocole décrit par Feria et al. (2002), qui consiste en 1’obtention d’une suspension
bactérienne a partir d’une culture de 24 heures sur gélose Mueller-Hinton, et ce, aprés la lyse

cellulaire et libération de I’ADN par chauffage.

Cette technique d’extraction demeure la plus utilisée dans les laboratoires de génétique
microbienne partout dans le monde. En effet, cette technique offre plusieurs avantages en
pratique ; i) I’ADN est obtenu dans moins de 15 minutes, ii) le colt est vraiment minime, iii)
simplicité de réalisation, iv) fait intervenir moins d’appareillage, v) aucun réactif n’est utilisé
pour la libération ou purification de I’ADN, ’ADN obtenu peut étre utilisé comme matrice
pour toutes les réactions PCR, I’ADN peut étre conservé pour une longue durée (Gupta BP et
al., 1992).

e Amplification de genes par PCR simplex et multiplex

Le principe de la PCR repose sur 1’amplification in vitro d’un fragment d’ADN, en
s’inspirant du mode normal de synthése d’ADN in vitro. Une série de reactions permettant la
réplication d’un ADN double brin sont effectuées a des températures différentes

(dénaturation, hybridation, élongation), ces réactions correspondent a un cycle qui est répété

<
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autant de fois nécessaire. Dans la PCR simplex, un seul couple d’amorces est utilisé pour
amplifier ’ADN cible alors que dans la PCR multiplex, plusieurs couples d’amorces sont

utilisés pour amplifier différents ADN cibles (Cassol S et al., 1994 ; Petersen et al., 1994).

Dans notre travail, la PCR simplex a été réalisée en ciblant les génes codant pour la
résistance aux antibiotiques de la famille bétalactamines chez E. coli : le géne TEM et le géne
CTX-M. Alors que dans la PCR multiplex, nous avons ciblé 3 génes constituants les intégrons
de classe 1 chez E. coli : le géne intl codant I’intégrase spécifique de ces intégrons (région 5’-
CS) et des genes sull (codant une dihydroptéroate synthase conférant la résistance aux

sulfamides) et gacEAI (résistance aux ammoniums quaternaires) constitutifs de la région 3’-

CS (Murinda et al., 2005).

En effet chez E. coli, la résistance aux antibiotiques est conférée par 1’acquisition de genes
exogenes. Ce qui justifie ’absence de ces genes recherchés chez la souche de références E.

coli K12 sensible aux antibiotiques (Figure 13).

Chez E. coli et toutes les autres espéces d’entérobactéries, les génes TEM et CTX-M codent
pour des protéines dites bétalactamases. Ces derniéres agissent sur les molécules antibiotiques
de la famille des bétalactamins pour les inactiver et donc empécher leur action Iétale sur les
bactéries. C’est le phénomeéne de résistance « enzymatique » bactérienne aux bétalactamines.
Les intégrons de classe 1 sont des éléments mobile du génome bactérien. Ils forment le
support génétique de plusieurs genes de résistance aux antibiotiques en plus des trois génes
qui les constituent. Ceci permet la dissémination des genes de résistance aux antibiotiques au

sein de la communauté bactérienne (Alvarez-Munoz et al., 2005 ; Lakshmi V et al., 2007).
Choix des amorces

Dans ce travail, choix des amorces utilisees pour amplifier les génes TEM et CTX-M s’est
basé essentiellement sur le choix de I’enzyme Taq polymérase que nous avons utilisé. Dans
notre travail, ’enzyme Taq polymérase utilisée nous a été fournie par Proméga, provenaient
d'une bactérie thermophile (résistante  a des températures tres  élevées), Thermus
aquaticus. Elle permet d’amplifier des fragments d’ADN allant jusqu’a 1500 pb. Ce qui nous
a permet de choisir des amorces spécifiques des deux genes recherchés permettant d’amplifier
des fragments de ces génes ayant des tailles assez importantes (858 pb pour TEM et 550pb
pour CTX-M).

-


https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
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Les concentrations finales des différents composants

Les concentrations finales des différents composants des réactions PCR simplex ont été
calculées en tentant compte des concentrations des solutions commercialisées par Proméga.
Pour les différents réactifs employés dans les deux réactions PCR simplex que nous avons
réalisé dans un volume final de 12.5 pl, les concentrations finales obtenues apres calculs ont
été : les amorces nucléotidiques (sens et anti-sens ou reverse) (0.5 uM chacune), la Taq
polymérase thermostable (0.312 unités), chacun des quatre désoxyribonucléotides (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) (200 uM), MgCI2 (1.5 mM) et le tampon d’enzyme (1X).

Un volume de 2.5 pl de ’ADN matrice a été rajouté a chaque réaction PCR simplex
réalisée. En effet, cette quantité d’ADN est suffisante pour amplifier la cible sans épuiser
I’enzyme. En pratique, ’utilisation de grande quantit¢ d’ADN dans des réactions PCR
contribue a des mauvais rendements des ces réaction PCR, causés par 1’épuisement de la Taq
polymérase avant d’achever tout les cycles de la réaction PCR. Autrement, 1’utilisation de
faible quantit¢ d’ADN matrice pour I’amplification d’une cible aboutit a des résultats
interprétable, puisque I’enzyme ne trouve pas un nombre idéal de copies de la cible a
amplifier, ce qui génére un rendement trés faible de la réaction PCR en terme de quantité
d’ADN.

Programme des PCR

Les PCR simplexe réalisées comportent 30 cycles, avec une répétition de trois étapes
successives: la dénaturation de ’ADN pendant 30 s a 94 °C, I’hybridation des amorces a la
matrice (52 °C pour TEM et 55 °C pour CTX-M) et la synthése de I’ADN qui correspond a
I’allongement de I'ADN & partir des 2 amorces durant 7 min & 72 °C, avec une étape de

dénaturation initiale de 5 min a 94 °C et une étape d’¢élongation finale de 7 min a 72 °C.

En effet, Avant de commencer les cycles de PCR, une étape de chauffage (90°C a 95 °C) est
réalisée. Cette étape permet de : déshybrider les ADN double brin, de casser les structures
secondaires, d’homogénéiser le milieu réactionnel par agitation thermique, d’activer les
polymérases de type « Hot start », de dénaturer d’autres enzymes qui pourraient étre dans la

solution (Transcriptase Inverse...). La phase d’hybridation ou d'appariement des amorces.

L’¢étape d’hybridation permet aux amorces sens et anti-sens de se lier aux ADN matrice grace
a une température qui leur est thermodynamiquement favorable (généralement a 47-64 °C).
Peu de brins d’ADN matrice peuvent s’hybrider avec leur brin complémentaire, ce qui

empécherait la fixation des amorces, car ces dernieres sont bien plus courtes et en

-
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concentration bien plus importante. Expérimentalement, il est constaté que la PCR fonctionne
méme avec une phase d’hybridation avec une température supérieure de quelques degrés au
Tm théorique des amorces, probablement parce qu’elles interagissent déja avec les

polymérases, qui stabiliseraient leur hybridation a I’ADN matrice.

L’étape d’¢élongation permet aux polymérases de synthétiser le brin complémentaire de leur
ADN matrice a une température qui leur est optimale (de 68 °C a 72 °C). Ce brin est fabriqué
a partir des dNTPs libres présents dans le milieu reactionnel. La durée de cette étape dépend

normalement de la longueur de I’amplicon (Allain et al., 1986; Cassol et al., 1991).
Interprétation des résultats d’amplification par PCR

Nos résultats de la recherche des genes TEM et CTX-M par PCR simplex et ceux des
intégrons de classe 1 par PCR multiplex, ont montré leur présence parmi nos souches. Ceci
est confirmé par I’apparition d’une seule bande fluorescente dans le gel d’agarose, indiquant
la présence de I’ADN a la taille attendue (858 pb pour TEM, 550 pb pour CTX-M, 248 pb pout
intl, 346 pb pour sull et 200 pb pour gacEAIl) (Figure 13 et 14). L’ajout de bromure
d’éthidium au gel d’agarose permet d’apparaitre des fragments d’ADN sur le gel. En effet, le
bromure d’éthidium est capable de s’intercaler entre les paires de bases empilées de I’ADN et
permet, lors de I’illumination sous lumiere UV du gel d’agarose, ’apparition de I’ADN sur le

gel comme une bande fluorescente (Reece et al., 2004).

Nos résultats ont été validés par I’utilisations de deux souches de références ; une souches
résistante aux bétalactamines et positives pour ces genes rechercheés ; et une souches sensible

aux bétalactamines et dépourvue des génes recherchés (Figure 13).

> La présence du gene TEM chez toutes les souches étudiées excepté une (Figure 13).

- En effet, la présence du gene TEM chez des souches d’E. coli résistantes aux
bétalactamines confirme le mécanisme enzymatique de cette résistance, induite par la
production de la protéine TEM qui bloque I’action des bétalactamines sur E. coli.

L’absence du géne TEM chez une souche d’E. coli résistante aux bétalactamines pourrait
s’expliquer de plusieurs manicres : i) soit le géne TEM est absent chez cette souche, donc le
phénotype de résistance aux bétalactamines chez cette souche d’E. coli est gouverné par un
autre géne autre que TEM (comme le géne SHV) ; soit le gene TEM est présent, mais la qualité
du produit de son amplification est mauvaise, ceci est due soit aux erreurs de manipulation ou
a la mauvaise qualité de I’ADN extrait de cette souche. Ce qui a empéché les amorces de

cibler la région de I’ADN portant ce géne.

-
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Pour palier a ce probleme, il est nécessaire de reprendre I’extraction de I’ADN a partir d’une
nouvelle culture de cette souche, pour éviter le probléme de contaminants. Puis, reprendre la

PCR pour confirmer la présence ou 1’absence de ce geéne chez cette souche.

> La présence du géne CTX-M chez I’ensemble des souches étudiées (Figure 14). Ce gene
code pour une bétalactamase qui inhibe I’action létale des bétalactamines sue les souches d’E.
coli. Sa présence parmi nos souches justifie le phénotype de résistance aux bétalactamines.
Chez certaines souches, en plus de la bande attendu du géne CTX-M, nous avons observé la
présence de bandes supplémentaires a des tailles différentes de celle du gene CTX-M. la
présence de ces bandes indique que lors de la réaction d’amplification, les amorces se sont
hybridées a des régions présentant peu d’homologie de séquence a celle du géne CTX-M. ce
qui a généré des amplifications aspécifiques.

Pour palier a ce probléme, il est évident de revoir les conditions d’amplification. Il faut donc
augmenter la température d’hybridation des amorces qui dépend directement de la
température de fusion (Tm). En pratique, la Tm correspond a la température ou 50 % de
I'ADN est sous forme simple brin et 50 % de I'ADN sous forme double brin. Cette Tm dépend
de plusieurs facteurs: - la composition en bases. Les appariements AT (deux liaisons
hydrogenes) sont moins stables que les appariements GC (trois liaisons hydrogene) en milieu
salin (NaCl). - la composition en sels du milieu. Une diminution de la concentration en sels
du milieu diminue la force ionique et par conséquent diminue le Tm et inversement. Par
convention, on parle de solution stringente quand la concentration en sels est faible (Tm
diminue alors). - la quantité de misappariements (ou mismatches). On considere qu'il y a une
diminution du Tm de 1°C pour 1 % de mismatch dans I'ADN. - la longueur du fragment. Cet
effet est minime quand la taille des fragments hybridés est supérieure a 500 pb. - la présence
d'agents "déstabilisants" (par exemple le formamide et lI'urée) (Begar d M., Lamoril J. et al,
1998).

-
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Figure 12: Détection du gene TEM par PCR simplex

De 1 a 13 : souches TEM+, 14 : témoin positif, M : marqueur de taille.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Figure 13: Détection du gene CTX-M par PCR simplex

De 1a 8: souches positives pour le géne CTX-M (550pb)
, 9: Témoin positif, 10: témoin négatif, M: marqueur de taille.
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> La présence des trois genes qui constituent les intégrons de classe 1 chez 8 souches
étudiées (Figure 15). La présence de ces éléments mobiles chez des souches d’E. coli
résistantes aux antibiotiques constitue un véritable probléme de santé publique, puisque ces
derniers forment le support génétique de génes de résistance aux antibiotiques et donc
facilitent leur mobilisation vers les souches sensibles. Sur le gel d’agarose, nous avons
constaté chez les souches négatives la présence de bandes a la taille attendue, mais
d’intensité trés faible. En effet, la présence de telles bandes indique la survenue d’une
contamination par un ADN étranger, lors des éetapes de la réalisation de la PCR. Ces bandes
aspécifiques correspondent en réalité a I’amplification de I’ADN contaminant. Pour cela des
précautions strictes doivent étre prises pour éviter de faux positifs résultats de PCR en raison
de I'amplification d'ADN contaminant (Kwok, 1989). Au début de nos expériences, nous
avons été confrontés a ce probléme ; nous avons éliminé I'ADN contaminant par irradiation de
tous les équipements utilisés dans les étapes de pré-amplification avec la lumiere UV en

conformité avec les précautions recommandées par Ou et al. (1991).

L'amplification PCR est allée bien a un nécessaire et a une partie intégrante de recherche
clinique et diagnostique. Cette technique et ses plusieurs variantes avancées agissent en tant
que les puissants outils qui activent une multitude d'applications spécialisées qui ont été par le

passé considérées impossibles par le monde scientifique (Uttayamakul et al., 2005).

-
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346pb

248pb
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Figure 14: Détection des génes intl1, sull et gacEA1 constitutifs des intégrons de classe 1

De 1 a6 : souches positives pour les génes intl1, sull et gacEA1, T+: Témoin positif, T-: témoin

négatif, M : marqueur de taille.
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La PCR a révolutionné la recherche scientifique, depuis qu'elle a été présentée la premiere
fois au monde extérieur pendant les années 1980. Certaines de ses applications spécialisées
dans la recherche génétique sont (Huges D et al., 1996 ; Busch MP et al., 1997):

o L'amplification rapide des fragments d’ADN minuscules.

o L'étude et le dosage des niveaux de I'expression des génes.

o Etude de mutations génétiques et de leurs conséquences.

o Des variantes avancees de la PCR peuvent aider dans le dépistage précoce des anomalies
génetiques congénitales chez les enfants.

o Elle améliore la méthode traditionnelle de clonage d'’ADN en amplifiant les segments
d’ADN minuscules pour leur introduction dans un vecteur.

o Elle permet des observations essentielles pour le dépistage de microorganismes
(génotypage de bacilles de la tuberculose).

« En virologie, la PCR aide a caractériser les acides nucléiques des virus, et une
compréhension du comportement de virus pendant l'infection. Par exemple, détecter
Iinfection a VIH a une phase précoce méme avant que les anticorps ne soient formeés. C'est
également utile pour examiner des prises de sang rassemblées pour les dons.

e La PCR est un outil crucial dans les investigations légales en utilisant I'empreinte
génétique, pour les identifications dans une scéne de crime et également employée dans les

testes de paternité.

o La PCR est également utilisée dans la surveillance des agents pathogénes microbiens dans

les eaux, qui posent un risque sanitaire public important.

.



CONCLUSION

CONCLUSION

Au vu des manipulations que nous avons réalisées, il conviendra pour améliorer davantage
les résultats des tests PCR basés sur la recherche de genes par : i) rechercher des amorces plus
adaptées a la détection de ces genes pour éviter les amplifications aspécifiques ; ii) améliorer
le programme d'amplification en augmentant par exemple le temps d'élongation, ce qui
permettra I'amplification des segments les plus longs tels que ceux du gene TEM, ou bien
augmenter la température d’hybridation pour empécher les amorces de s’hybrider en dehors
de la cible; iii) réduire davantage le colt de I'analyse par PCR et augmenter sa sensibilité, il

serait donc important d'envisager la réduction du volume du mélange réactionnel.

Au terme de ce travail une concordance a €té enregistrée entre les tests phénotypiques,
basés sur ’antibiogramme et les tests de biologie moléculaire basés sur la recherche de génes

codant pour cet résistance aux antibiotiques.

Nos résultats de la recherche des génes TEM et CTX-M par PCR simplex et ceux des
intégrons de classe 1 par PCR multiplex, ont montré leur présence parmi nos souches
résistantes aux antibiotiques. Ce résultat a été confirmé par 1’absence de ces génes chez la
souche de référence utilisée, qui est sensible aux antibiotiques et par leur présence chez la

souche de référence résistante aux antibiotiques, utilisée comme témoin positif de PCR.

La PCR pour I'amplification des génes de résistance aux antibiotiques, a le potentiel pour
le diagnostic rapide des infections a E. coli. Nos résultats corroborent les perspectives du
diagnostic rapide des infections a E. coli par méthode PCR. Bien qu’un certain nombre de
méthodes classique ont été ¢laboré pour I’identification des E. coli pathogénes, 1’utilisation de

la PCR est la seule qui donne des résultats cohérents.

Malgré que La technique d’extraction a été simple pour caractériser génétiquement les
produits d’amplification, en perspectives de ce travail, il serait intéressant de pouvoir
approfondir notre travail en améliorant encore plus la technique d’extraction allant a la
purification de I’ADN pour pouvoir séquencer ces genes, on travaillant avec des produits
moins dangereux comme le cyber green au lieu du BET pour rendre accessible aux personnels

manipulateurs.

-
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Résumé

Notre travail avait pour objectif la rechercher les genes codant pour la résistance aux
antibiotiques de la famille bétalactamines, chez 20 souches d’E.coli, et ce, par une approche

PCR-électrophorése.

la recherche des génes TEM et CTX-M par PCR simplex et ceux des intégrons de classe 1 par
PCR multiplex, ont montré leur présence parmi nos souches résistantes aux antibiotiques.

Ce résultat a été confirmé par 1’absence de ces génes chez la souche de référence utilisée, qui
est sensible aux antibiotiques et par leur présence chez la souche de référence résistante aux

antibiotiques, utilisée comme témoin positif de PCR.
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