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Résumé et mots-clés

Résumé

La péripneumonie contagieuse bovine (PPCB) et la pleuropneumonie contagieuse caprine
(PPCC) sont deux épizooties causées par deux mycoplasmes : Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides biotype Small Colony (MmmSC) et Mycoplasma capricolum subsp.
capripneumoniae (Mccp). L'épidémiologie moléculaire de ces deux agents pathogénes a déja
été étudiée a I'aide de nombreuses techniques. Ce sont les techniques génotypiques qui sont le
plus utilisées aujourd'hui, parce qu'elles permettent 'analyse de toutes les parties du génome,
y compris les zones non codantes. Nous avons choisi deux méthodes pour la recherche de
marqueurs d'épidémiologie moléculaire de la PPCB et de la PPCC : la restriction enzymatique
de produits d'amplification en chaine par la polymérase (PCR-REA) et le séquengage. La
premiére a permis de confirmer le polymorphisme d'une portion de 2,2 kb du génome de
MmmSC : la souche burkinabe 87-137-10 a présenté un profil de restriction différent des
souches KH3J et 8740, avec les enzymes Hinf 1 et Mae 1. D'autre part, aucune variabilité n'a
été observée pour le pseudo-geéne IppA entre trois souches de Mccp, autant par PCR-REA que
par le séquengage de 628 pb de ce pseudo-geéne. Cette portion du génome de l'agent de la
PPCC ne semble donc pas comporter suffisamment de polymorphisme pour étre utilisée
comme marqueur d'épidémiologie moléculaire. Les résultats obtenus et leur validation par le
séquengage montrent que la PCR-REA est une technique fiable, simple, rapide et facilement
applicable dans les pays en développement pour des études d'épidémiologie moléculaire.

Mots-clés

PPCB, PPCC, mycoplasme, MmmSC, Mccp, marqueur, épidémiologie moléculaire, restriction
enzymatique, REA, RFLP, PCR, PCR-REA, séquengage, IppA.
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Abréviations

PPCB : péripneumonie contagieuse bovine

PPCC : pleuropneumonie contagieuse caprine

MmmSC : Mycoplasma mycoides subsp. mycoides biotype Small Colony

MmmLC : Mycoplasma mycoides subsp. mycoides biotype Large Colony

Mmc : Mycoplasma mycoides subsp. capri

Mecc : Mycoplasma capricolum subsp. capricolum

Msp.gr7 : Mycoplasma sp. groupe 7

Meccp : Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae

subsp. : subspecies (sous-espéce)

sp. : species (espece)

OIE : Office International des Epizooties

FAO : Food and Agriculture Organisation (Organisation pour I'Alimentation et 1'Agriculture)

PANVAC : Pan-African Veterinary Vaccine Center (Centre Panafricain de production de
Vaccins Vétérinaires)

PARC : Pan-African Rinderpest Campaign (Campagne Panafricaine de lutte contre la Peste
bovine)

Mabs : Monoclonal antibodies (anticorps monoclonaux)

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

dNTP : désoxynucléotide triphosphate

dATP : désoxyadénosine triphosphate

dTTP : désoxythymidine triphosphate

dGTP : désoxyguanine triphosphate

dCTP : désoxycytosine triphosphate

PCR : Polymerase Chain Reaction

REA : Restriction Enzyme Analysis (analyse par restriction enzymatique)

IS : Insertion Sequence, séquence d'insertion

PM : Poids moléculaire

pb : paires de bases

kb : kilobases

mM : millimolaire



INTRODUCTION

La péripneumonie contagieuse bovine (PPCB) et la pleuropneumonie contagieuse caprine
(PPCC) sont deux maladies infectieuses majeures occasionnant de lourdes pertes dans les
cheptels bovins et caprins. La PPCB, inscrite sur la liste A de I'Office International des
Epizooties (OIE), est actuellement en forte recrudescence en Afrique : Elle est apparue ces
derniéres années dans des pays antérieurement indemnes, touchant la Zambie en 1998, la
Tanzanie en 1990, le Rwanda en 1994 et la République Démocratique du Congo en 1992. Son
incidence augmente considérablement dans les zones d'enzootie, essentiellement depuis l'arrét
de la vaccination mixte peste bovine/PPCB. Il est donc urgent de disposer de nouveaux
moyens de diagnostic et de prophylaxie pour contrdler la progression de cette épizootie.

Un volet important de la recherche sur la PPCB est représenté par 1'épidémiologie
moléculaire. Cette discipline s'appuie sur les techniques de biologie moléculaire pour étudier
la diversité génétique microbienne. Elle comporte trois applications principales : e Le suivi
épidémiologique par le typage des souches e La taxinomie microbienne avec I'appui de la
phylogénie e La compréhension de la pathogénie et des relations hote/parasite (Tibayrenc,
1998a). L'objectif de cette étude est principalement de répondre au premier point.

En premier lieu, nous présenterons succinctement la PPCB et la PPCC, ainsi que les
techniques utilisées pour 1'épidémiologie moléculaire de ces deux épizooties. Dans un
deuxiéme temps, nous choisirons deux méthodes de recherche de marqueurs d'épidémiologie
moléculaire : la restriction enzymatique de produits d'amplification en chaine par la
polymérase (PCR-REA) et le séquengage. La PCR-REA a déja été appliquée a 1'identification
de Mycoplasma mycoides subsp. mycoides biotype Small Colony (MmmSC), l'agent de la
PPCB, ou de Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae (Mccp), 1'agent de la PPCC.
Toutefois, cette technique n'a encore jamais été utilisée pour la discrimination des souches de
ces deux agents pathogénes. L'utilisation du séquengage est intéressante pour valider les
résultats obtenus avec la PCR-REA.

Nous pensons ainsi tester une portion de 2,2 kb du génome de MmmSC et une portion de 1,68
kb du pseudo-géne IppA de Mccp : En effet, ces deux fragments génomiques ont révélé un
certain polymorphisme au cours de récentes études. Nous espérons vérifier ces hypothéses sur
trois souches de MmmSC/Mccp d'origines distinctes et connues pour leur variabilité.



Premiere partie : Partie bibliographigue

I. LA PERIPNEUMONIE CONTAGIEUSE BOVINE (PPCB) ET LA
PLEUROPNEUMONIE CONTAGIEUSE CAPRINE (PPCC), DEUX
EPIZOOTIES CAUSEES PAR DEUX MYCOPLASMES

1. Définitions

<> La péripneumonie contagieuse bovine (PPCB) est une maladie infectieuse, contagieuse,
affectant uniquement les bovidés et causée par un mycoplasme : Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides biotype Small Colony (MmmSC) (Cottew et Yeats, 1978).

<> La pleuropneumonie contagieuse caprine (PPCC) est une maladie infectieuse, contagieuse,
affectant uniquement la chévre et également causée par un mycoplasme : Mycoplasma
capricolum subsp. capripneumoniae (Mccp) (Leach et al., 1993), anciennement dénommé
Mycoplasma sp. type F38 (Macowan et Minette, 1976).

2. Clinique

Dans leur expression clinique, la PPCB et la PPCC sont trés similaires. Dans les formes
aigués facilement reconnaissables, les symptOmes respiratoires prédominent et sont trés
marqués : jetage, respiration accélérée, pénible, entrecoupée d’acceés de toux douloureux. La
détresse respiratoire se reconnait a la position typique des antérieurs écartés. A ce stade, les
animaux n'ont plus la force de s'abreuver et de s'alimenter. Ils restent prostrés, ne peuvent plus
se déplacer et finissent par demeurer en position de décubitus. La mort survient en absence de
traitement dans environ 25 & 45 % des cas pour la PPCB (Curasson, 1942) et dans 60 4 100 %
des cas pour la PPCC (Thiaucourt, 1994).

3. Epidémiologie
3-1. Répartition géographique

<> L'aire de répartition actuelle de la PPCB s'étend & I'Afrique subsaharienne y compris la
come de I'Afrique et a une partie de I'Afrique Australe centrée sur I'Angola. En 1999, 21 pays
africains ont déclaré la PPCB a 1’Office International des Epizooties, I’OIE (figure 1 ;
(Masiga ef al., 1996 ; O.LE., 1999). En Europe, la PPCB est officiellement présente au
Portugal. L'Espagne ne déclare plus de foyer depuis avril 1994 et I'Italie depuis mars 1993. En
France, la maladie était réapparue en 1967 dans le département des Pyrénées-Orientales. Les
derniers foyers ont été déclarés en 1984.

<> Actuellement, Mccp a été isolé dans les pays suivants : le Kenya, I'Ethiopie, 1'Ouganda, le
Soudan, le Tchad, le Niger, la Tunisie, Oman, les Emirats Arabes Unis, la Turquie, le Yemen
et récemment en Tanzanie. De plus, la PPCC a été cliniquement décrite en Algérie, au Nigeria
et en Inde. La Libye et 1'Egypte sont supposées infectées ainsi que la plupart des pays du
Moyen Orient (Pettersson et al., 1998 ; Thiaucourt et B6lske, 1996).
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3-2. Transmission

La PPCB et la PPCC se transmettent par contact étroit entre un animal malade et un animal
sain. La contamination a lieu par voie aérogéne. La transmission indirecte ne semble pas jouer
un réle important pour les deux maladies. En effet, les mycoplasmes sont fragiles et résistent
trés peu de temps dans le milieu extérieur. La PPCB et la PPCC apparaissent dans un troupeau
apres l'introduction d'un animal malade ou en phase d'incubation. L'existence de porteurs
chroniques faciliterait la dissémination de la PPCC et de la PPCB (Provost et al., 1987).

4. Isolement de I'agent étiologique

L'identification de l'agent correspondant est nécessaire pour confirmer le diagnostic de la
PPCB ou de la PPCC. Or les mycoplasmes, et particuliérement 'agent de la PPCC, croissent
tres difficilement in vitro (tableau I). Leur croissance nécessite des milieux de culture trés
complexes. En effet, les mycoplasmes sont les plus petits organismes connus a réplication
autonome. Leur génome est de tres petite taille et comprend le minimum essentiel a leur
survie dans 1'hote. Certains génes impliqués dans le métabolisme leur font défaut par rapport
aux autres bactéries. Ils sont dépourvus de paroi. Il semble que leur adaptation a4 un mode de
vie parasitaire essentiel soit a 1'origine de ces particularités (Razin, 1997). Ainsi, on comprend
pourquoi les agents de la PPCB et de la PPCC ont été isolés trés tardivement. En effet, alors
que la premiére description clinique de la PPCB était effectuée en 1769 (Delafond, 1844),
I'isolement de 1'agent étiologique n'eut lieu qu'en 1898 (Nocard et Roux, 1898). De méme plus
d'un siécle sépare la premiere description clinique de la PPCC en Algérie en 1873 (Thomas,
1873) et I'isolement de l'agent en 1976 (Macowan et Minette, 1976).

5. Mycoplasma mycoides subsp. mycoides (MmmSC) et Mycoplasma
capricolum subsp. capripneumoniae (Mccp), deux mycoplasmes
membres du "groupe Mycoides"

Le "groupe Mycoides" comprend plusieurs mycoplasmes : MmmSC et Mccp sont les deux
seuls du groupe & l'origine de maladies contagieuses majeures. Les autres membres,
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides biotype LC, Mycoplasma mycoides subsp. capri,
Mycoplasma capricolum subsp. capricolum et Mycoplasma sp. groupe 7 (Cottew et al., 1987),
participent a un complexe pathologique appelé syndrome de "MAKePS", pour mammites,
agalaxie, kératites, pneumonies et septicémie (tableau I). Chez les petits ruminants, ces
mycoplasmes sont donc aussi capables d'induire une pleuropneumonie, mais elle reste souvent
limitée aux jeunes animaux. Chez les femelles allaitantes, la mammite est le symptome
majeur observé (Thiaucourt et al., 1996). Les six espéces ou sous-espéces du "groupe
Mycoides" ont de nombreux caractéres génotypiques, phénotypiques et antigéniques en
commun. Cette grande homogénéité entre les membres de ce groupe de mycoplasmes a causé
pendant longtemps des problémes d'identification et de taxinomie. Actuellement, les
techniques de biologie moléculaire permettent une meilleure identification, taxinomie et
phylogénie de ces espéces ou sous-espéces.
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Tableau I : Espéces de mycoplasmes pouvant étre rencontrées chez les caprins

Mattsson et Johansson, 1993 ; Weisburg et al., 1991)

b

(Damassa et al., 1992
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II. EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE DE LA PPCB ET DE LA PPCC

1. Définition

Le terme d'épidémiologie moléculaire s'applique aux diverses techniques qui permettent de
typer ou sous-typer des organismes pathogenes (Tibayrenc, 1998b).

2. Intéréts et applications de I'épidémiologie moléculaire

L'épidémiologie moléculaire, en €tudiant la variabilit¢ du génome des agents pathogénes,
contribue a améliorer les méthodes de diagnostic et de prophylaxie des maladies occasionnées
par ces agents pathogenes. En effet, I'analyse des différences entre les souches pathogeénes et
vaccinales, par exemple, peut permettre de déceler des genes impliqués dans la virulence. On
peut ainsi envisager de produire des nouveaux vaccins par une délétion ciblée de ces génes ou
de certaines portions génomiques responsables de la virulence. La différenciation entre
especes, sous-especes ou souches d'agents pathogenes permet d'affiner les méthodes de
diagnostic par une identification précise du germe en cause.

Appliquées dans les pays "en développement", des techniques simples et rapides
d'identification des souches sont indispensables pour la PPCC et la PPCB. Le besoin de
moyens de diagnostic et de lutte plus performants se fait particuliérement ressentir pour la
PPCB, aujourd'hui en forte recrudescence en Afrique et responsable de pertes importantes
parmi le bétail.

> Pour contrdler l'identité des souches lors de la production de vaccins par les différents
laboratoires compétents. Depuis le début du projet PARC, le PANVAC est officiellement
responsable de ce contr6le pour la PPCB (Masiga et Domenech, 1995). Or ce n'est que treés
récemment que l'identification spécifique de la souche vaccinale T1 par PCR a été possible
(Lorenzon et al., soumis pour publication). Cette souche est actuellement utilisée dans toute
'Afrique depuis les recommandations du PANVAC en 1990 (1990). Le contréle de 1'identité
de la souche vaccinale utilisée dans les campagnes de vaccination contre la PPCB en Afrique
est essentiel pour l'interprétation des échecs éventuels. La campagne de vaccination menée au
Botswana en 1996 suite a la réintroduction de la PPCB dans le pays, par exemple, ne permit
pas le contrdle de la maladie. la FAO avait alors émis des doutes sur I'identité de la souche
vaccinale utilisée. Il a été confirmé aujourd'hui, par la réaction de PCR spécifique récemment
mise au point, que la souche utilisée alors était bien la souche T1. Ces résultats récents
reposent donc le probléme du degré de protection conféré par les souches T1 (T1/44 ou
T1SR) et des conditions de leur utilisation.

> Pour identifier l'origine d'un foyer. En effet, 'identification de la souche circulant dans un
foyer permettrait de détecter la source de l'infection avec certitude. Aucune technique
facilement utilisable dans un laboratoire de diagnostic n'est dlspomble actuellement pour
différencier les souches pathogeénes de MmmSC ou de Mccp.

> Pour mieux comprendre certains aspects encore obscurs concernant la prophylaxie ou
l'épidémiologie :
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e L'origine des réactions post vaccinales observées lors de la vaccination contre la PPCB
avec la souche T1/44 est encore inconnue. Ces réactions apparaissent soit 24 a 48
heures, soit 20 jours aprés l'injection et se manifestent sous la forme d'une atteinte
générale ou d'un cedéme plus ou moins envahissant sur le site d'injection. Ces réactions
peuvent occasionner la mort de l'animal et sont en partie responsables des réticences des
¢éleveurs a pratiquer la vaccination. Or il n'est pas possible actuellement de déterminer si
elles sont dues & la souche vaccinale elle-méme ou si elles correspondent a4 un réveil
d'une forme latente de la maladie. L'identification de la souche responsable des 1ésions
permettrait de déterminer s'il s'agit de la souche vaccinale ou non.

e Le role des porteurs chroniques dans la dissémination de la PPCB ou de la PPCC est
mal défini. Si une méme souche est identifiée a un méme endroit pendant une longue
période, c'est qu'elle persiste chez les porteurs inapparents.

o L'épidémiologie moléculaire est un outil aussi utilisé pour retracer I'historique de
nombreuses maladies. Malgré la mise en évidence du polymorphisme des souches de
MmmSC par différentes techniques, d'autres études sont nécessaires pour comprendre
I'évolution de la PPCB au cours du temps a I'échelle des continents. En Afrique, ces
études devraient par exemple confirmer les origines distinctes du foyer de PPCB centré
sur 'Angola, a priori importé d'Europe via I'Afrique du Sud, et du foyer de la corne de
'Afrique, dont I'origine, vraisemblablement plus ancienne, est inconnue. En Europe,
l'origine des souches qui circulent aujourd'hui dans le vieux continent est toujours
inconnue car ces souches sont différentes des souches africaines actuelles.

3. Les techniques appliquées a |'épidémiologie moléculaire de la PPCB et
de la PPCC

3-1. Introduction

L'essor de la biologie moléculaire permet de distinguer plusieurs souches d'une méme espéce
d'un pathogeéne. Cette différenciation s'appuie sur le polymorphisme génétique au sein de
l'espece étudiée. Ce polymorphisme est mis en évidence par des techniques phénotypiques ou

génotypiques.
3-2. Techniques phénotypiques
3-2-1 caracteres morphiologigues et biochimigues

Les techniques "classiques" de microbiologie n'offrent que des possibilités limitées de typage
ou sous-typage. L'analyse des caractéres morphologiques ou biochimiques des mycoplasmes
nécessite leur isolement, ce qui est long et fastidieux, surtout pour Mccp, qui croit trés
difficilement in vitro (tableau I). L’aspect mammiliforme ou d’ceuf sur le plat des colonies de
MmmSC en milieu solide ou la présence de comeétes en milieu liquide sont par exemple des
caractéristiques morphologiques de MmmSC. En plus de certaines particularités d'espéce ou
sous-espece, des différences peuvent étre observées entre différentes souches mais elles sont




peu prononcées et souvent inconstantes. Les critéres morphologiques ou biochimiques ne sont
donc pas intéressants pour la différenciation des souches.

3-2-2. Tests immurnologigues

Certains tests, comme I'inhibition de croissance utilisée couramment en virologie, permettent
l'identification d'une espéce de mycoplasme par l'intermédiaire d'anticorps spécifiques.
L'inhibition de croissance permet de différencier certaines souches d'une méme espéce de
mycoplasme. Toutefois, cette technique n'est pas assez simple et fiable. De plus, elle est trés
difficile a standardiser d'un laboratoire a l'autre.

3-2-3. Les profils proféigues

L'étude des profils protéiques de différentes souches peut s'effectuer par électrophorese en gel
de polyacrylamide, SDS-PAGE (Leach et al., 1989) et éventuellement par Western Blotting,
c'est-a-dire par transfert des protéines migrées en gel sur membrane, suivi d'une réaction avec
différents types de sérums . Ces techniques sont assez fines et ont révélé une diversité assez
grande parmi des souches de Mcc, Mmc et MmmLC alors que les souches de MmmSC et Mccp
semblent trés homogenes (Costas et al., 1987 ; Poumarat et Solsona, 1995 ; Thiaucourt, 1994
; Thiaucourt ef al., 1998). Toutefois, les Western Blot sont difficiles a standardiser et les
résultats obtenus par SDS-PAGE peuvent étre biaisés par la présence ou l'absence de
protéines hypervariables.

En effet, plusieurs mécanismes d'hypervariabilité des lipoprotéines membranaires ont été mis
en évidence chez certains mycoplasmes (Citti et Rosengarten, 1997). Ces lipoprotéines
exprimées a la surface de certains mycoplasmes possédent des propriétés antigéniques et sont
capables de varier entre différents clones d'une méme population (figure 3). Cette variabilité
interviendrait dans I'échappement des mycoplasmes a la réponse immune de I'héte.
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Figure 3 : Variation dans l'expression des antigénes de surface de populations clonales de
mycoplasmes révélée par des colorations immunochimiques avec différents
anticorps monoclonaux spécifiques.

Coloration immunochimique positive (a) et négative (b) de colonies de Mycoplasma

hyorhinis, montrant différentes portions correspondant & des phénotypes différents. Profils

immunochimiques hétérogeénes observés au sein de populations dérivées d'une colonie de

Mycoplasma hyorhinis (c), Mycoplasma gallisepticum (d) ou Mycoplasma bovis (e). Les

colonies a phénotype positif (+), négatif (-) ou mixte (S) sont indiquées par des fléches.

(Citti et Rosengarten, 1997)
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F-2-4. Les anticorps monoclonaux (Mabs)

Les anticorps monoclonaux sont utilisés pour le diagnostic de la PPCB. Dans le cas de
I'ELISA de compétition, 1'anticorps monoclonal reconnait un épitope présent uniquement sur
les souches de MmmSC et permet ainsi une identification de 1'agent de la PPCB avec une
grande spécificité (Le Goff et Thiaucourt, 1998). Pour la différenciation des souches,
l'utilisation des anticorps monoclonaux est délicate. En effet, la difficulté réside dans le choix
d'un épitope adapté : Certains épitopes spécifiques d'un groupe de souches sont susceptibles
de changer entre deux variants clonaux, s'ils se trouvent sur une région hypervariable (figure
3). Dans ce cas, les Mabs ne seraient plus capables de reconnaitre cet épitope.

3-2-5. Conclusion

Les techniques phénotypiques sont limitées puisqu'elles n'analysent, par définition, que les
parties exprimées du génome. La plupart des protéines des mycoplasmes ne sont codées que
par un seul géne, comme dans le cas des protéines membranaires hypervariables, par exemple.
Une seule mutation sur ce géne peut donc changer radicalement la nature de la protéine ou
modifier son expression. Il est par conséquent difficile par une analyse des caractéres
phénotypiques d'en déduire la proximité, la phylogénie, de deux souches différenciées par ce
type de méthode. De plus, les parties non codantes du génome sont plus enclines & varier que
les geénes exprimés. Ces zones non codantes renferment donc un plus grand potentiel de
marqueurs d’épidémiologie moléculaire dont le polymorphisme n’est détectable que par les
techniques génotypiques. C'est pourquoi les techniques génotypiques sont actuellement de
plus en plus utilisées pour étudier les différents groupes bactériens.

3-3. Techniques génotypiques

3-3-1. Restriction enzymatigue de /' ADN fotal

@ Principe

Cette technique s’effectue aprés isolement et récolte de I’ADN total de la souche. L’ADN est
ensuite digéré en différents fragments par des enzymes de restriction. Le nombre et la
longueur de ces fragments varient en fonction de la distribution des sites de coupure des
enzymes de restriction sur le génome. Les produits sont séparés par électrophorése sur gel
d’agarose. Cette technique permet de classer les souches en groupes selon leur profil de
restriction (figures 4 et 5).

@ Avec les enzymes Hind 111 et Pst 1, les deux souches vaccinales KH3J et T1 de MmmSC
ont des profils trés différents. La souche namibienne étudiée présente un profil a part. Ceci
révele la séparation du foyer d'Afrique australe du reste des foyers africains (figure 1). Pour
les autres souches africaines, on observe une certaine corrélation entre les profils et l'origine
géographique des souches (Thiaucourt et al., 1998).

Avec les enzymes Pst 1 et Bam H1 utilisées sur 27 souches de MmmSC, les souches
européennes des récentes épizooties ont des profils de restriction différents des souches
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africaines. Ceci montre que la PPCB qui sévit actuellement en Europe ne provient
vraisemblablement pas d'une réintroduction & partir de 1'Afrique (Poumarat et Solsona, 1995).

Une digestion simultanée avec les enzymes Hind I1I et Xba I a permis de classer 36 souches
de MmmSC d'origines diverses (tableau II). La plupart des souches vaccinales ont pu étre
différenciées entre elles et des souches pathogeénes par cette méthode. Par contre, il n'a pas été
observe de corrélation stricte entre les profils et I'origine des souches (Nadew, 1999).
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Figure 4 : Exemples de coupures et de sites de reconnaissance par des enzymes de restriction
(Kaplan et Delpech, 1993a)
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El, E2, E3 : enzymes de restriction

i Sites de coupure des enzymes de restriction

Figure 5 : Représentation schématique du principe de la différenciation par restriction
enzymatique
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Tableau II : Classification des souches de MmmSC selon des profils de restriction
enzymatique obtenus aprés digestion simultanée par Hind III et Xba I

(Nadew, 1999)

Groupes Souches Origines Nombre de bandes et poids
moléculaire (kpb)
T/44 (V) Tanzanie
T;-SR (v) Tanzanie
P.O France
I P.0.2 France 2 (145et22)
9335-170 Italie
94158-c305 Portugal
9373-804 Guinée
PGl Inconnue
95014 Tanzanie
Gamu-Goffa Ethiopie
II 94111 Rwanda 2 (14.5et38)
98029 Bénin
8853 Cameroun
970025 Cameroun
Gladysdale Australie
V5 () Australie
Asmara (v) Inconnue
970009 Ethiopie
970038 Botswana
III 9700039 Namibie 3 (10, 14.5 et 22)
970040 Namibie
970041 Botswana
970042 Namibie
T2-34 (v) Tanzanie
v 91130 RCA 3 (10.5, 14.5 et 22)
970043 Namibie
C8988 Namibie
87-137-10 Burkina Faso
\% 9050-529-1 Cote d'Tvoire 3 (11, 14.5 et 22)
98050 Guinée
960010 Mauritanie
Fatick Sénégal
VI D-K32 (v) Sénégal 3 (13,14.5et22)
VII KHsJ (v) Soudan 4 (10,12, 14.5 et 38)
VIII 9061-2059 Espagne 5 (9, 13, 14.5, 15 et 22)
IX 920055 (v) Inconnue 1 (14.5)

(v) vaccinale.
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3-3-2. Restriction enzymatigue de ['ADN fofal couplée a une
Aybridation

® Principe

L’hybridation de 1’acide nucléique repose sur la possibilité de 2 brins de s’associer entre eux
pour former un duplex stable, dans des conditions favorables. L’association des paires de
bases entre elles par des liaisons H est trés spécifique. L'hybridation est détectée par le
marquage d'un des deux ADN. L'ADN marqué est appelé sonde. La technique est appelée
Southern Blot quand l'hybridation a lieu aprés transfert sur une membrane de fragments
d'ADN digérés.

€ La méthode de Southern Blot a été utilisée pour mettre en évidence les fragments contenant
des séquences génomiques répétées. Ces séquences d'insertion, appelées IS pour "Insertion
Sequence", sont spécifiques de certaines sous-especes de mycoplasmes et semblent se trouver
en nombre variable de copies selon les souches. Cette variabilité est due a la possibilité pour
ces séquences de coder pour leur propre réplication.

> Les séquences d'insertion IS 1296 se trouvent au nombre de 18-20 copies chez MmmSC, 5
chez MmmLC et 2 chez Mycoplasma sp. groupe 7 (Frey et al., 1995). Le nombre variable de
séquences d'insertion entre différentes souches de ces mycoplasmes permet leur sous-typage
(figure 6). Les IS 1296 semblent intéressantes car leur transposition réplicative intervient a
faible fréquence. Ceci leur procure une relative stabilité qui autorise une identification fiable
des souches.

Des profils différents de distribution des séquences d'insertion IS 1296 ont été obtenus par
l'analyse de 64 souches de MmmSC : Les souches européennes ont donné le méme profil et
semblent provenir d'une méme lignée clonale. Les souches africaines et australiennes font
partie d'un méme groupe et présentent 4 types de profils différents. Les souches vaccinales
T1, KH3J et V5 ont des profils a part. De plus, une souche de MmmSC isolée de poumons
d'une chévre et une autre isolée de lait d'une brebis & mammite ont montré des profils
identiques aux autres souches européennes. Ceci repose la question du rdle éventuel de
réservoir joué par les petits ruminants dans la persistance de la PPCB (Cheng et al., 1995 ;
Frey et al., 1995 ; Frey et Nicolet, 1997).

> La présence de séquences d'insertions IS 1634 est spécifique de MmmSC. Son génome en
contient 30 copies. Ces séquences d'insertion présenteraient, selon leur emplacement, une
certaine capacité de régulation de l'expression de certains génes. La encore, 1'utilisation de la
séquence d'insertion IS 1634 comme sonde lors de Southern Blot a permis de classer les
souches européennes étudiées dans un méme groupe (Vilei et al., 1999)
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A gauche : Les chromosomes de 2 souches proches, A et B, sont schématiquement
représentés. Les barres représentent les sites de coupure de I’enzyme de restriction Hind 111,
la fleche montre la séquence d’insertion supplémentaire qui caractérise la souche B.

Au milieu : Southern blot : Représentation schématique de I’hybridation des fragments de
restriction contenant 1I’IS 1296 avec une sonde marquée provenant de I’IS 1296. Les traits
fins représentent les fragments issus de la digestion par Hind III. Les traits épais
représentent les fragments d’ADN qui contiennent une séquence d’insertion.

A droite : Southern blot d’ADN génomiques de la souche Afadé (Af) et de la souche de

référence (PG1) de Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC digérés par Hind III et
hybridés avec une sonde provenant de 1I’IS 1296

Figure 6 : Modele de typage de MmmSC par les séquences d'insertion
(Frey et Nicolet, 1997)
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F-F-3. PER

@ Principe

L'amplification en chaine par la polymérase est plus connue sous son acronyme anglais
"Polymerase Chain Reaction" ou PCR. Cette technique de biologie moléculaire a été mise au
point dans les années 80 (Saiki et al., 1985). Elle permet, grace a une enzyme thermostable,
une polymérase, d'amplifier un double brin d'ADN en un grand nombre de copies. La réaction
se fait en présence d'amorces pour la polymérisation. Ces amorces possédent des séquences
complémentaires de fragments choisis de I'ADN cible et se fixent sur celui-ci. L'amplification
est réalisée par une succession de plusieurs cycles. Chaque cycle est composé de trois étapes :
I'hybridation des amorces, I'élongation de I'ADN et la dissociation des brins associés. Seules
la température et la durée changent d'une étape & l'autre. Ainsi, théoriquement, le nombre de
copies obtenues du fragment d'ADN amplifié est de 2", n étant le nombre de cycles réalisés
(figure 7).

La PCR est devenue en peu de temps un outil indispensable en biologie moléculaire. Elle
constitue une étape de nombreuses techniques utilisées en épidémiologie moléculaire et son
utilisation pour le diagnostic, depuis le début des années 90, est aujourd'hui routiniére. Ainsi,
selon le but recherché, les amorces peuvent étre choisies de fagon a obtenir une amplification
spécifique pour un agent pathogeéne donné ou pour mettre en évidence un polymorphisme
génétique.

¢ La technique de PCR aléatoire a déja été utilisée pour le sous-typage des mycoplasmes.
Cette technique utilise des amorces choisies aléatoirement. Un grand nombre d'amorces sont
testées jusqu'a l'obtention d'une discrimination des souches.

> Ainsi, 25 souches de Mycoplasma gallisepticum ont été différenciées par PCR aléatoire a
l'aide de 3 amorces choisies aléatoirement (Fan ef al., 1995).

> L'utilisation d'une PCR semi-aléatoire sur de nombreuses souches de MmmSC a donné
une amplification différente pour la souche vaccinale T1 par rapport aux autres souches
vaccinales et pathogénes (figure 8). La souche T1 est caractérisée par l'absence de
l'amplification d'un fragment d'ADN de 1kb (Nadew, 1999). Dans un deuxiéme temps, Le
séquencage de ce fragment a permis de définir des amorces qui amplifient la souche T1 de
maniere spécifique (Lorenzon, en attente de publication).
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Figure 7 : Principe de l'amplification d'un ADN double brin par PCR



Souche x
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- T1/44 ISEM 1
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Figure 8 : Principe de la différenciation de T1/44 par PCR semi-aléatoire
(Nadew, 1999)
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3-3-4. Seguengage

@ Principe

Les techniques actuelles de séquengage reposent sur une méthode enzymatique développée
par Sanger en 1977 (Sanger et al., 1977). L'ADN a séquencer est cloné dans un vecteur
simple brin, un phage M13, par exemple. On utilise ensuite une amorce pour synthétiser un
brin complémentaire de I'insert. Cette synthese est réalisée par une polymérase en présence
d'un désoxyribonucléotide (ANTP) radioactif, marqué au *°S. L'ajout d'une trés petite quantité
d'un 2',3' di-désoxyribonucléotide (ddNTP) arréte la réaction de synthése. En effet, ce
nucléotide se caractérise par l'absence d'un atome d'oxygeéne en 3', ce qui empéche son
estérification et par conséquent 1'élongation de la molécule d'ADN (figure 9). L'incorporation
de ce nucléotide se fait au hasard. On obtient ainsi autant de fragments avortés que de fois ol
la base correspondante est représentée. On sépare ensuite les fragments par électrophorése en
gel de polyacrylamide. Aprés autoradiographie, on obtient la séquence complémentaire de
celle recherchée (figure 10).

Le séquengage automatique repose sur le méme principe mais n'utilise pas de marquage
radioactif. Les amorces sont marquées par 4 types de fluorochromes différents: un par type de
base. Il est également possible de marquer les ddNTP directement. L'électrophorése est
réalisée en continu. La couleur de la bande est déterminée en bas du gel par un photométre a
laser. Le séquengage automatique peut se réaliser avec clonage ou par PCR. Dans le premier
cas, on utilise des vecteurs de troisiéme génération permettant I'insertion d'ADN double brin.
Dans le second cas, les fragments a séquencer sont obtenus par PCR. Les mémes amorces
peuvent ensuite étre utilisées pour la réaction de séquence.

¢ Le séquencgage de certaines portions génomiques est la méthode de choix pour différencier
des souches entre elles. La difficulté réside dans le choix du géne a séquencer. En effet, il doit
posséder des parties conservées pour la fixation des amorces d'amplification et des parties
variables utiles a la discrimination des souches.

> Le gene qui code pour les ARN ribosomaux de la sous-unité 16S est un marqueur
moléculaire tres utilisé en bactériologie. Ce géne est long d'environ 1500 pb et posséde des
régions conservées et des régions variables. L'étude de la variabilité des séquences de ce géne
est a la base des études de phylogénie et de taxinomie bactériennes actuelles (Olsen et Woese,
1993 ; Woese, 1987).

I1 a ainsi ét€ démontré que les especes de mycoplasmes Mycoplasma mycoides et Mycoplasma
capricolum, membres du "groupe Mycoides", sont plus proches des espéces du genre
Spiroplasma que des autres especes du genre Mycoplasma (Weisburg et al., 1989).

De méme les sous-espéces Mycoplasma mycoides subsp. mycoides biotype Large Colony
(MmmLC) et Mycoplasma mycoides subsp. capri (Mmc) du "groupe Mycoides" présentent 99
% d'homologie de séquences. Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC est donc
apparemment plus €loigné de MmmSC que de Mmc. Les espeéces Mycoplasma sp. groupe 7 et
Mycoplasma capricolum semblent également trés proches, si bien que leur distinction pourrait
€tre remise en question (Bascunana et al., 1994 ; Pettersson et al., 1996).
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Onze polymorphismes du géne de I'ARN 16S ont été détectés entre plusieurs souches de
Meccp et par rapport a un ancétre commun hypothétique (Pettersson et al., 1998). Ces souches
ont été regroupées par homologie de séquences au sein d'un arbre phylogénétique et ont été
classées en deux lignées principales (figure 11) :

e Les souches de lignée I provenant uniquement d'Afrique
e Les souches de lignée II présentes dans les pays situés sur les grandes routes
maritimes.

Les membres du "groupe Mycoides" possédent 2 opérons pour le géne de ' ARN 168 : rmA et
rrnB. 11 existe entre ces deux opérons un certain polymorphisme, particuliérement important
pour Mccp. Apres analyse du polymorphisme de ces opérons chez plusieurs souches de Mccp,
on constate qu'ils évoluent en paralléle. Pour chaque opéron, on observe le méme profil
phylogénétique des souches étudiées, ce qui permet de confirmer les analyses antérieures
(figure 12). Ce polymorphisme est a l'origine d'une méthode d'identification spécifique de
Meccp par PCR et digestion enzymatique : une portion de I'ARN 16S est amplifiée sur les 2
opérons rmA et rrnB des membres du "groupe Mycoides". Or Mccp se différencie des autres
membres par l'absence du site de coupure de I'enzyme de restriction Pst I sur I'opéron rmB, ce
qui permet son identification (Pettersson et al., 1998).

L'ARN 16S est un bon marqueur épidémiologique pour certaines espéces ou sous-espéces,
comme par exemple pour Mccp, ou il présente un polymorphisme assez important. Par contre,
Il est insuffisant pour d'autres, comme par exemple pour MmmSC, ou la variabilité est trop
faible.

> Un géne susceptible de coder pour une protéine membranaire a été séquencé chez plusieurs
souches du "groupe Mycoides". Des amorces choisies dans les régions conservées de ce géne
et de séquences flanquantes amplifient deux fragments (Thiaucourt et al., accepté pour
publication, Vet. Microbiol.) :

e Un fragment de 298 pb qui correspond a une séquence intergénique entre le cadre de
lecture ouvert ORF; et le géne fba, codant pour la fructose aldolase. Cette séquence
intergénique a servi de base a une étude phylogénétique. Les 49 souches ont été
séparées en un sous-groupe mycoides et un sous-groupe capricolum, permettant
l'identification d'espéce. Le sous-groupe capricolum comprend deux lignées distinctes
(figure 13). Ces résultats confirment ceux obtenus avec le séquengage du géne de I'ARN
16S.

e Un fragment de 1298 pb comprenant le cadre de lecture ouvert ORF,. Ce fragment
contient 7 polymorphismes parmi les souches de Mccp, autorisant leur discrimination.
Par contre, aucun polymorphisme n'est visible pour MmmSC. L'agent de la PPCB s'est
donc sans doute adapté a son héte plus tard que 1'agent de la PPCC.

> Le geéne IppA, qui code pour une lipoprotéine nommée LppA, a été identifié chez MmmSC
(Cheng et al., 1996), MmmLC, Mmc (Monnerat et al., 1999a) et Msp.gr7 (Frey et al., 1998).

Récemment, ce géne a été également identifié chez Mcc ainsi qu'un pseudo-géne homologue
chez Mccp (Monnerat et al., 1999b). En effet, I'homologue du géne IppA est appelé pseudo-
gene chez Mccp parce qu'il n'est apparemment pas exprimé : malgré sa position et sa taille
similaires aux génes homologues des autres membres du "groupe Mycoides", il lui manque un
cadre ouvert de lecture. Des variations de séquences ont été observées entre 3 différentes
souches de Mccp pour ce pseudo-gene. Il est donc susceptible de servir de marqueur
moléculaire pour les souches de Mccp (figure 14).
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Chez Mcc, le produit d'expression du geéne IppA correspond a une lipoprotéine spécifique. Ce
geéne permet l'identification spécifique de Mcc par PCR.

¢ Le séquengage est devenu incontournable, il représente le moyen d'analyse le plus détaillé.
Cependant, il reste cofiteux et long a effectuer, malgré les progres réalisés. Il n'est pas encore
possible d'envisager le séquengage systématique de grandes portions de génome sans un
investissement considérable en temps et en moyens financiers. Il est donc important de
développer des techniques génotypiques plus simples et moins cofiteuses, en particulier pour
les pays "en développement".
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Figure 9 : Structure des di-désoxynucléotides utilisés dans la technique de Sanger

Le remplacement de I'hydroxyle en 3' par un hydrogene fait que ce nucléotide ne peut plus
contracter de liaison phosphodiester, ce qui arréte la synthése d'ADN

(Kaplan et Delpech, 1993b)
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IIT. LA RESTRICTION ENZYMATIQUE (REA) DE PRODUITS DE PCR

1. Principe

Cette technique correspond a une PCR (II-3-3-3) suivie d'une restriction enzymatique des
produits amplifiés, selon le méme principe que la digestion de I'ADN total (II-3-3-1).

2. Intérets

> La PCR ne nécessite pas nécessairement l'isolement préalable de I'agent pathogene. Elle
permet d'obtenir un grand nombre de copies de la portion d'ADN amplifiée et fournit ainsi
une quantité d'ADN suffisante pour la digestion enzymatique.

> La PCR et la digestion enzymatique sont simples et rapides a réaliser et nécessitent peu de
moyens techniques et financiers. Ces deux techniques sont donc facilement applicables dans
les laboratoires des pays en développement, y compris dans un laboratoire de diagnostic.

> Cette technique n'a pas encore été appliquée spécifiquement pour la recherche de marqueur
d'épidémiologie moléculaire pour la PPCB et la PPCC.

3. Domaines d'application

En raison des avantages de cette technique, son utilisation est trés fréquente dans de
nombreuses disciplines. Elle sert principalement au diagnostic et a I'épidémiologie
moléculaire.

3-1. Diagnostic

Le diagnostic d'une maladie passe par l'identification de 1'agent étiologique. Cet agent est en
général représenté par une espece ou une sous-espece. La PCR-REA est une méthode
courante d'identification d'une espéce ou sous-espéce responsable d'une pathologie, comme le
montrent les exemples suivants :

> L'identification des espéces de Candida communément impliquées dans des candidioses de
patients atteints de leucémie. La sensibilité et la spécificité de la technique sont excellentes.
Sa réalisation est beaucoup plus rapide que les techniques classiques de culture fongique
(Morace et al., 1999).

> La détection d'Adénovirus des volailles ("Fowl AdenoVirus", FAV) et de la poule
pondeuse ("Egg Drop Syndrom virus", "EDS virus") s'effectue rapidement par une PCR-REA
: 1a PCR est basée sur les parties génomiques codant pour certaines protéines de capside. Les
12 souches de référence du FAV sont différenciables entre elles et du virus de I'EDS (Raue et
Hess, 1998).

> ]'identification des sous-especes Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis et
Mycobacterium avium subsp. avium, responsables de la paratuberculose des ruminants, est
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réalisée par une PCR sur les séquences d'insertion IS 1311, suivie d'une digestion par Hinf1 et
Mse I (Marsh et al., 1999).

> L'identification de MmmSC peut s'effectuer par une PCR commune aux membres du
"groupe Mycoides" ou a l'espéce Mycoplasma mycoides, suivie d'une digestion par Asn I,
produisant un nombre de fragments différent selon la sous-espéce (Bashiruddin et al., 1994).

> L'identification de Mccp est possible par une PCR basée sur le géne de 'ARN 16S suivie
d'une digestion par Pst 1 (Bascunana et al., 1994).

> D'autres auteurs ont développé une méthode similaire d'identification de MmmSC et de
Mccp, basée sur la détection par PCR de parties du géne de ' ARN 16S communes au "groupe
Mycoides" et sur la restriction enzymatique des fragments obtenus par Pst I et Alu 1
(Johansson et al., 1997).

> MmmLC, Mcc et Msp.gr7 du "groupe Mycoides" et Mycoplasma putrefaciens sont
¢galement identifiables par PCR-REA avec les enzymes de restriction Ase I et Ssp I
(Rodriguez et al., 1997)

3-2. Epidémiologie moléculaire

> L'analyse de 100 souches de Listeria monocytogenes par PCR-REA a révélé 2 groupes
distincts. Toutefois, aucune corrélation n'a pu étre trouvée entre les profils de restriction et
l'origine des souches (Unnerstad et al., 1999).

> Les souches de référence de 30 sérovars correspondant & 7 espéces de Leptospira ont été
classées en 7 groupes par PCR-REA. Cette méthode a confirmé la taxinomie réalisée par
d'autres techniques. Son avantage réside dans la rapidité de sa réalisation (Brown et Levett,
1997).

39



Deuxiéme partie @ Partie expérimentale

I. INTRODUCTION

Le choix des parties génomiques a analyser s'est effectué en fonction des résultats suivants :

<> Le fragment génomique ciblé sur MmmSC a déja montré un certain polymorphisme avec
une technique de PCR semi-aléatoire pour certaines souches, dont la souche 87-137-10
(Nadew, 1999).

<> Selon les auteurs des études réalisées sur le pseudo-géne IppA, cette portion génomique
présente un polymorphisme entre certaines souches de Mccp (Frey, communication personnel
; Monnerat et al., 1999a).

II. MATERIELS ET METHODES

1. Amplification en chaine par la polymérase, "Polymerase Chain
Reaction" (PCR)

1-1. Souches étudiées

Les origines des souches étudiées, KH3J, 87-137-10 et 8740 pour MmmSC et F38, Gabes et
95043 pour Mccp, sont représentées dans les figures 1 et 2 respectivement.

<> Les trois souches de MmmSC sont d'origines distinctes et ont déja été différenciées par
d'autres techniques (Cheng et al, 1995 ; Nadew, 1999 ; Poumarat et Solsona, 1995 ;
Thiaucourt et al., 1998).

<> De maniére analogue pour Mccp, nous avons choisi 3 souches d'origines distinctes,
présentant une certaine variabilit¢ avec d'autres techniques (Pettersson er al, 1998) ;
(Thiaucourt et al., Vet. Microbiol., accepté pour publication).

1-2. Conditions de culture

Les souches de Mccp sont issues de cultures dans un laboratoire de haute sécurité (P3) au
Cirad-emvt (Annexe 1). Les souches de Mccp étudiées ont été utilisées sans extraction
préalable.




Pour les souches de MmmSC, nous avons utilisé de ' ADN pur, extait a partir de cultures, afin
d'obtenir un meilleur rendement lors de 1'amplification. Nous avons utilisé un kit d'extraction
au phénol-chloroforme (Annexe 1).

1-4. Réactifs

> dNTP (désoxyribonucléosides triphosphates) : Les dNTP utilisés correspondent a un
mélange réactionnel relativement riche en dATP et dTTP, conformément au faible
pourcentage de G et C du génome des mycoplasmes : dATP 30 mmol ; dTTP 30 mmol ;
dGTP 15 mmol ; dCTP 15 mmol (Annexe 2).

> Oligonucléotides utilisés comme amorces :
<> MmmSCA pour les souches de MmmSC (figure 15 ; Annexe 3).
<> LppAF/LppAR et LppAF/MTLDR pour les souches de Mccp (figure 16 ; Annexe 3).

> Enzymes pour I'amplification : La Taq polymérase Qiagen, issue de la bactérie Thermus
aquaticus, a été utilisées pour amplifier le fragment de 628 pb, fragment b (figure 16), de
Mccp. L'Expand™ Long Template, qui permet l'amplification de fragments de poids
moléculaires plus €levés, a servi pour le fragment de 1 682 pb, fragment ¢ (figure 16), de
Mccp et pour le fragment d'environ 2,2 kb, fragment a (figure 15), de MmmSC (Annexe 4).

> Tampons : Les tampons utilisés ont été fournis avec les enzymes correspondantes : avec
I'Expand™ Long Template : tampon 2, soit concentré & 10 X et contenant 22,5 mM de
MgCl,. Avec la Taq polymérase Qiagen : tampon concentré a 10 X contenant 15 mM de
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Al 1518

1 465 1508 2638 3250
SS9 <G===

M:mmSCA ' MmmSCGA

MmmSC : Portion du génome d’une souche de MmmSC
a : Fragment d’ ADN amplifié¢ par PCR avec I’amorce MmmSCA

A et A’ : Fragments d’ ADN conservés entre les différentes souches de
MmmSC. A et A’ ont des séquences identiques inverses

IS 1296 : Séquence d’insertion IS 1296

Al 1518 : Amorce aléatoire qui permet une différenciation entre T1/44 et les
autres souches

) Fragment d’ADN variable entre les différentes souches de MmmSC

\ Figure 15 : Principe de l'amplification par PCR d'un fragment d'ADN d'environ 2,2 kb
supposé variable entre les souches de MmmSC
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IppA

Mecep

LppAF LppAR MTLDR

Meccp : Portion du génome d’une souche de Mccp

mtld : Gene impliqué dans le métabolisme et conservé entre les différentes souches de
Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae (Mccp)

IppA : Geéne codant pour la lipoprotéine A et supposé variable entre les différentes souches de
Meccep

b:  Fragment d’ADN de 628 paires de bases amplifié par le couple d’amorces LppAF et
LppAR

C:

Fragment d’ADN de 1 682 paires de bases amplifié par le couple d’amorces LppAF et
MTLDR

Figure 16 : Principe de l'amplification par PCR de deux fragments d'ADN supposés variables
entre les souches de Mccp
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1-B. Préparation des mélanges réactionnels

> Avec la Taq polymérase Qiagen (tableau III)

Tableau III : Mélange réactionnel avec la Taq Polymérase Qiagen

' Quantité en pl
37
0,5

> Avec I'Expand™ Long Template (tableau IV)

Tableau IV : Mélange réactionnel avec 'Expand™ Long Template

_ Quantité en pl

20
0,5




1-6. Ajout de I'ADN

Pour éviter les contaminations, I'ADN a été ajouté dans une salle séparée de 1'étape précédente
(tableaux III et IV).
1-7. Amplification

L'amplification a eu lieu dans un thermocycleur Perkin Elmer 2400. Le programme utilisé
change en fonction de l'enzyme :

> Avec la Taq polymérase Qiagen

Programme I

94°C 94°C
7290 72°C
5 min 30 sec \ 53°C .
1,30 min 5 min
4°C
30 sec
0
< -
X 30
Programme II
94°C 94°C
72°C 12°C
5 min 30 sec 45°C
30 sec 5 min
' 4°C
30 sec
o0
< >
X 30
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> Avec 'Expand™ Long Template

94°C 94°C
68°C 68°C

2 min 15 sec \ 50°C
2 min 5 min

30 sec

4°C

X 30

1-8. Révélation des produits de PCR par éléctrophorése

> Préparation du gel : nous avons utilisé ﬁn gel d'agarose a 1 % au TAE (Annexe 6). Deux
gouttes de Bromure d'Ethidium ajoutées au gel avant sa solidification permettent la coloration
de I'ADN par fluorescence (Annexe 5).

> Migration : Aprés I'ajout de 2 pl de bleu de charge, 10 pl de produits amplifiés sont
déposés sur le gel et migrés dans une cuve a électrolyse pendant 30 min sous un voltage de
140 Volts (Annexe 6).

> Photographie : Aprés migration, les fragments sont photographiés sous rayons ultraviolets
avec un appareil Polaroid.

1-9. Ré-amplification

Les produits PCR obtenus ont servi de base a une nouvelle amplification, afin d'obtenir une
quantit¢ d'ADN suffisante pour réaliser la digestion. La ré-amplification s'est faite selon le
méme protocole que la premiére PCR. Seulement 'ADN issu de culture ou de culture suivie
d'une extraction a été remplacé par 2 pl de produits amplifiés. Le risque de contamination est
encore plus important lors d'une ré-amplification. C'est pourquoi il est indispensable d'inclure
des témoins négatifs, ot les 2 pl de produits amplifiés sont remplacé par de I'eau.
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2. Analyse par restriction enzymatique, "“Restriction Enzyme Analysis'
(REA)

2-1. Estimation de la quantité d'ADN

La quantité d'ADN obtenue aprés ré-amplification a été évaluée en fonction de l'intensité du
signal fluorescent sur le gel de migration (figure 19) : 2 pg et 1ug pour les fragments a et ¢
respectivement.

2-2. Enzymes utilisées

La séquence du pseudo-geéne IppA étant connue pour une souche de Mccp, il est possible de
prédire la position des sites de coupures des différentes enzymes de restriction avec le logiciel
PC-Gene. Le programme indique le nombre de fragments théoriquement obtenus avec chaque
enzyme. Les enzymes doivent étre choisies pour que le nombre des fragments obtenus ne soit
ni trop faible, ni trop élevé. Un grand nombre de fragments de petite taille sera difficilement
différenciable sur le gel d'électrophoreése. Trop peu de fragments explore un nombre trop
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