Pr.K. Benlabed.

Génétique bactérienne
I-Introduction

Les caractéres d'un individu ou d'une cellule sont réguliérement et fidélement transmis de
génération en génération, on dit qu'ils sont héréditaires. L'hérédité est cette remarquable stabilité
des propriétés et des fonctions spécifiques d'une cellule, dun tissu, d'un organe ou d'un individu
au cours de la filiation. Pourtant, cette régle présente des exceptions: des caracteéres nouveaux
peuvent apparaitre dans la descendance. Ces phénomenes sont désignés du nom de variations
génotypiques.

Bien qu'elie soit du domaine de la biologie moléculaire, la génétique est intéressante du
point de vue épidémiologique et du diagnostic bactériologique, et aussi pour comprendre les
mécanismes de résistance aux antibiotiques et donc de l'antibiothérapie.

Les phénomeénes les plus étudiés sont les variations génotypiques (Mutations) ainsi que
les transferts génétiques.

I1- Mutation chromosomigue :

A) Définition: c'est l'apparition dans une population donnée, d'une bactérie présentant un
caractére différent, qu'elle peut transmettre indéfiniment a toute sa descendance. C'est donc une
modification brusque d'un caractére transmissible héréditairement.
B) Mise en évidence: plusieurs expériences ont €té¢ menées.

Exemple: sensibilité ou résistance a un antibiotique ( Lederberg ).

On ensemence sur un milieu solide, contenant un antibiotique (la streptomycine),
quelques centaines ou milliers de bactéries a partir d'une souche pure sensible a la streptomycine.
Aucune colonie ne se forme sur le milieu.

On refait la méme expérience mais en utilisant plusieurs centaines de millions de
bactéries de la méme souche. On voit, alors, apparaitre une ou plusieurs colonies. Ces colonies
(bactéries) sont devenues résistantes a la streptomycine et conservent indéfiniment ce nouveau
caractére au cours des sub cultures sur milieux contenant ou non de la streptomycine. Ce sont des
mutants.

C) Caractéres de la mutation:

1°) Rareté: elle est définie par le taux de mutation qui est la probabilité pour une bactérie de
muter pendant une génération. Ce taux varie entre 10t 107, il est constant dans des conditions
données et ne dépend pas de la présence d'un agent sélectif.

2°) Spontanéité : a cause de leur rareté, les chercheurs ont essayé de savoir si ces mutations sont

spontanées ou induites par un agent sélectif (mutagene).
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Les résultats des différentes études (exemple: expérience de Lederberg) prouvent que les
mutations sont spontanées et peuvent se produire en absence des mutagenes.

Néanmoins, on peut les induire par :

e Agents physiques : rayons X (RX) et ultra-violets (UV).
¢ Agents chimiques : Acide nitreux et nitro-guanidine

3°) Spécificité - Indépendance: la mutation est, d'une part, spécifique d'un caractére déterminé a
l'exclusion de tout autre. D'autre part, elle est indépendante, c'est a dire qu'une bactérie peut subir
une mutation double sur deux caractéres totalement différents. Le taux de mutation dans ce cas
est pratiquement négligeable (de 'ordre de 10™°) car clest le produit des deux probabilités
individuelles des deux caractéres.
4°) Discontinuité - Stabilité : la mutation est un phénoméne discontinu, il obéit a la loi du "tout
ou rien", la nouvelle propriété acquise est transmise indéfiniment a toute la descendance et se
maintient, méme en absence de I'agent sélecteur. On dit qu'elle est héréditaire et stable.

Néanmoins, le caractére acquis peut disparaitre grice a une mutation reverse qui obéit aux
méme lois que la mutation initiale.
D) Bases chimiques de la mutation: quelle soit spontanée ou induite, la mutation entraine une
modification dans la séquence de bases de ' ADN, ceci aboutit a un changement dans la structure
de la protéine codée par le géne modifié .
1°) Mécanisme: la fréquence de la mutation est augmentée en présence de nombreux agents
mutagénes. On peut avoir trois principaux processus:

a) Modification par substitution de bases : on décrit 2 classes,

* Celle ou une base purique est remplacée par une autre base purique, ou une base
pyrimidique par une autre base pyrimidique (transition).

* Celle ou une base purique est remplacée par une base pyrimidique, et vice versa
(transversion),

La substitution peut étre réalisée grace aux agents mutagénes, comme les analogues de bases
ou les agents nitreux.

Exemple: substitution grace aux analogues de bases, comme le 5 bromo-uracile (5BU)
analogue de la thymine,

Le 5 BU (forme cétonique) peut remplacer la thymine en face d’une adénine. A la
génération suivante, par suite d'un changement de forme (forme énolique), il s'apparie a une
guanine. La paire A-T est, ainsi, remplacée par la paire G-C.

A-T=>» A-5BU(c) 2 G- 5BU(e) =2 G-C.
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b) Modification par insertion ou délétion : le message inscrit dans 'ARNm est lu et traduit
comme une série de triplets. Toute modification de la séquence de base de ' ADN conduit & une

autre modification dans la nature des triplets de ' ARNm et donc de la protéine.

Exemple:

AUG -GCU - UUC -UAC- AUC

Insertion (+.ﬁx/ \. Délétion (-U)
AUG - GCU - AUU - CUA - CAU... AUG-GCU-TUCU~ ACA ...

¢) Modification par les Rayonnements: les corps radioactifs, les RX et les U.V sont de puissants
agents mutagénes sans que soit, toujours, parfaitement compris les mécanismes de leurs actions.

Dans le cas des UV, 'absorption maximale de I'ADN se situe a 260 nm. A cette longueur
d'onde, les bactéries sont tuées en majorité. Tandis que parmi les survivants, on obtient un
pourcentage ¢levé de mutants.
2°) Types des mutations:

a) Mutations spontanées et induites: les différentes études prouvent l'existence, chez certaines
bactéries, d'un géne mutateur responsable de l'augmentation du taux de mutation. Ce géne
coderait pour une ADN polymérase. Ces observations tendraient a faire admettre I'existence
d'une ADN polymérase altérée responsable d'un taux élevé de mutation et d'une ADN
polymérase sauvage responsable d'un taux faible de ces mutations.

b) Mutation non sens et suppressive : si au cours de la synthése protéique, le ribosome rencontre
un codon non sens (UAG, UGA, UAA) la synthése est stoppée, il en résulte une chaine
peptidique incompléte. Ce sont les mutations non sens.

La perte d'activité d'une protéine a la suite d'une mutation primaire peut étre partiellement
restaurée par une 2° mutation qui tend & supprimer la perte ou l'altération d'une fonction et «
reverser vers le type sauvage, c'est la mutation suppressive.

E) Expression de la mutation: l'expression phénotypique de la mutation n'est pas toujours
immédiate, elle n'apparait parfois qu'aprés plusieurs générations.

Plusieurs propriétés des bactéries peuvent étre affectées par ce phénomene.

Exemple 1. Mutants morphologiques: la mutation touche la plupart des constituants cellulaires
(Paroi, spore, flagelles, pili...) Les changements le plus spectaculaires sont ceux qui touchent les
colonies bactériennes: colonies S (lisses, rondes et réguliéres)=»R (rugueuses, irréguliéres).

Ce changement s'accompagne d'une perte progressive de la couche du lipo-poly
saccharide chez les bacilles 2 Gram négatif et de la capsule chez le pneumocoque. Dans les deux

cas les bactéries perdent également leur virulence.
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Exemple 2: mutations létales: lorsque le produit codé par un gene donné est indispensable a la
cellule, la mutation qui entraine son activation est létale et aboutit, donc, a la mort de la bactérie.
Exemple 3: résistance aux ATB: elle survient a la suite de certaines modifications. Ainsi, la
membrane cytoplasmique peut devenir imperméable a I’ATB, [I’affinité entre la cible
enzymatique et I’ ATB peut é&tre réduite ou supprimée, la bactérie peut acquérir des enzymes qui
dégradent et inactivent I’ATB.

III- Transferts génétiques :

C'est le passage de I’ADN d'une bactérie donatrice vers une autre, réceptrice. L’ADN de
la bactérie donatrice est appelé exogénote, alors que celui de la bactérie réceptrice est appele
endogénote. Le passage peut se faire de plusieurs manieres:

A) Transformation : (transféction)

1) Définition: c'est la fixation puis 1’adsorption d'un fragment d'ADN d'une bactérie donnée
(donatrice) sur une autre bactérie (réceptrice) génotypiquement différente. Ce phénoméne existe
chez certaines bactéries, comme les Streptocoques, les Heamophilus ou les Neisseria.

2) Mise en évidence:

Expérience de Griffith (1928) : Expérience d'Avery et collaborateurs (1944):
-PS,\V _so_% mort (septicémie). -PS;—> ADN.

-P§T sourly  survie. - ADN + PR3V = injection aux souris;
-PR3V % survie. septicémie mortelle.

-P§;T+PR;V souris, mort (septicémie).

NB :

PS;V et T: Pneumocoque de type 1 capsulé vivant et tué. S : Smooth
PR3;V: Pneumocoque de type 3 non capsulé vivant. R : Rough.

3) Conditions: il en existe deux, essentiellement.

a) L’état de compétence: la transformation n’est possible que durant une courte durée ( 15 a 30
minutes) a la fin de la phase exponentielle de la croissance bactérienne. La compétence dépend
de la production d’une protéine: le facteur de compétence. Cette substance agirait en dégradant
certaines structures de surface, démasquant, ainsi, les récepteurs de I’ADN, ou en dégradant les
composants pariétaux et permettant le passage de I’ ADN transféré.

b) L’ ADN transformant: il doit étre bicaténaire pour pénétrer dans les bactéries réceptrices. De
,plus, la taille (5x10° pour le Pneumocoque) et, dans une certaine mesure, la concentration sont,
aussi, importantes.

En général, un seul caractére est transféré au cours de ce phénoméne, méme si les 2 bactéries

sont différentes pour d’autres caractéres. Les transformations multiples sont rares.
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4) Mécanisme: la transformation passe par plusieurs étapes.

a) Fixation: elle se fait au hasard. La bactérie réceptrice est dotée de sites d’adsorption pou
I’ADN transformant. L.’adsorption est dans un premier temps réversible (sensible a I’action de
désoxyribonucléase). Par la suite, elle devient irréversible.

b) Pénétration: ’ADN passe dans le cytoplasme des bactéries réceptrices, dont le nombr
dépend de la quantité d’ADN capable de saturer les sites récepteurs.

c) Phase d’¢clipse: au cours de laquelle I’ADN subit une profonde modification. Il disparai
sous sa forme initiale, il est ainsi préparé a I’étape suivante.

d) Intégration: I’ADN modifié est, alors, intégré dans le génome de la bactérie réceptrice, qui v:
acquérir les caractéres des génes transférés.
B) Conjugaison :
1) Définition: c'est le transfert du matériel génétique d'une bactérie donatrice (male) a une
bactérie réceptrice (femelle) aprés contact direct entre les deux bactéries grice aux pili sexuels.
La conjugaison concerne certaines bactéries, comme E coli, Pseudomonas aeruginosa, le:
salmonelles.
2) Différenciation sexuelle: elle se fait grace a un facteur appelé: facteur de sexualité (FS) ou d
fertilité (FF). Ce facteur code pour les pili sexuels et il peut avoir deux localisations.

* Sous forme de plasmide, la bactérie méle et, alors, dite F+.

* Intégré dans le génome de la bactérie male qui est dite, dans ce cas, Hfr (haute fréquence d«
recombinaison).

* La bactérie femelle, dépourvue de FF et de pili sexuels est dite F-.
3) Mise en évidence: Lederberg et Tatum (1946).

Les auteurs ont utilis€ une souche d’E.coli K}, rendue auxothrophe par manipulation génétique.
- Culture d’une bactérie A (10%)= T+L+B,+Ph-B- sur milieu simple — Absence de culture.

- Culture d’une bactérie B (10”)= T-L-B;-Ph+B+ sur milieu simple — Absence de culture.

- Mélange, avant culture sur milieu simple, de 10°de A et de 10% de B— présence d’une culture

(50 a 100 colonies).

Le mélange des bactéries A et B a donné naissance a des bactéries prototrophes, capables d«
cultiver sur milieu simple. Ce sont des recombinants
NB:

T: Thréonine, L: Leucine, By: Thiamine, Ph: Phénylalanine, B: Biotine, (+): prototrophe,

(-): auxotrophe.



4) Mécanismes: la conjugaison passe par plusieurs étapes.
* Fixation de la bactérie male sur la bactérie femelle griace aux pili sexuels.
* Rétraction des pili sexuels et, donc, rapprochement des deux bactéries.
* Etablissement d’un pont intracytoplasmique.
* Transfert. Il dépend de la localisation du FF.
a) Le FF localisé sur un plasmide: F+ x F-.

La bactérie male peut transmettre ou pas des caractéres chromosomiques, mais le FF est

toujours transmis. Ainsi, les bactéries F- deviennent systématiquement F+, capable, a leur tour,

de masculiniser d’autres bactéries femelles.

b) Le FF intégré dans le chromosome bactérien: Hfr x F-.

Il y’a possibilité de transfert partiel ou méme total du chromosome.

Ce transfert est orienté, progressif. De plus, il est long lorsqu’il est total (90 & 100mn a 37°C) et
fragile ( peut étre arrété par simple agitation). Les deux derniers éléments provoquent I’arrét du
transfert (agitation du milieu réactionnel, séparation spontanée du couple), qui est donc rarement
total. La bactérie réceptrice obtient les caractéres des génes qui ont pu se transférer mais reste
genéralement femelle (F-) car elle n’acquiére le FF que rarement (il passe toujours en dernier).

Les recombinants Hfr x F- sont, donc, et dans la majorité des cas F-.

NB: Ia conjugaison joue un grand rdle dans le transfert des plasmides de résistance. La résistance
plasmidique représente 90% de la résistance bactérienne aux ATB.

3) Transfert grace a un bactériophage ( 1a Transduction):

A) Le bactériophage : c'est le virus des bactéries. C’est un agent infectieux pouvant étre
responsable de la Iyse bactérienne. la lyse peut étre mise en évidence sur milieux solide ou
liquide.

Multiplication des phages: il existe deux cycles.

1) Cycle lytique: grace a sa plaque terminale le phage se fixe au niveau de la paroi bactérienne
sur des récepteurs spécifiques. Aprés fixation irréversible, la gaine se contracte, le canal axial
pénétre dans le cytoplasme bactérien. Par la suite, I’acide nucléique du phage est injecté dans la

bactérie hote.



Dans le cytoplasme, le phage utilise les constituants bactériens, en plus de ses propres
enzymes, pour synthétiser les différents constituants phagiques. Il synthétise aussi un lysosyme
qui provoque la perforation de la paroi puis la lyse bactérienne. Les phages, ainsi, libérés vont
infecter d’autres bactéries et le cycle reprend.

2) Cycle non lytique ou lysogénique: dans ce cas il n’y' a pas de cycle de multiplication. L’ADN
du phage s’intégre dans le chromosome de la bactérie qui va le répliquer au méme titre que son
propre génome (prophage). Néanmoins, le cycle lytique peut reprendre sous I’influence de
facteurs externes, comme par exemple I’irradiation par les UV ou les RX.
B) La transduction:
1) Définition: ¢’est le transfert d’un ou de plusieurs génes d’une bactérie donatrice a une bactérie
réceptrice grace a un phage transducteur. Au cours de son infection, le phage synthétise une
endonucléase qui fragmente le chromosome bactérien. Par la suite, le phage peut emporter dans
sa capside n’importe quelle portion de I’ADN fragmenté pour la transmettre a une autre bactérie.

La transduction est possible chez des bactéries comme E.coli, Shigella, Proteus, Pseudomonas
ou encore les staphylocoques.
2) Mise en évidence: Zinder et Lederberg (1951).

Les auteurs ont utilisé deux souches différentes de Salmonella typhimurium. L’une auxotrophe
pour le tryptophane (souche 22A) et I’autre auxotrophe pour I’histidine (souche 2A).

A B
Dans un tube en U, séparé a la base par une membrane | Jl

de verre fritté qui permet le passage des virus mais pas des

bactéries, on introduit dans le compartiment A, 10%de la s

souche 22A, alors qu’on introduit 10° de la souche 2A dans le compartiment B.
au bout d’un certain temps on obtient, dans le compartiment A, des souches prototrophes.

3) Différents types de transduction: il existe plusieurs types.

a) Transduction généralisée : n'importe quel géne peut étre transduit (phénomene qui se fait au
hasard). Seuls les caractéres proches peuvent étre transmis par un méme phage. La transduction
généralisée est de deux types.

*T. généralisée compléte: le fragment d’ADN transféré s'intégre dans le chromosome de la
bactérie réceptrice et sera donc transmis a toute sa descendance.
.

* T. généralisée abortive: I’ADN transféré reste libre dans le cytoplasme de la bactérie

réceptrice et ne sera donc transmis qu’a une seule cellule fille.

7



3) Transduction spécialisée ou restreinte: elle a été étudiée chez E. coli et le bactériophage A
pour le géne Gal+,

Le prophage X est localisé prés du geéne Gal (galactokinase) sur le génome de la bactérie. Des
échanges génétiques provoquent le changement d’une partie du génome du phage par le gene gal
Si le cycle lytique reprend, le phage va transmettre a d’autres bactéries (réceptrices) Gal-, le géne
Gal+. Celles-ci deviennent, alors, hétérogénotes pour le géne Gal.

4) Conversion lysogénique : c’est le cas du prophage. L’intégration de I’acide nucléique du
phage dans le chromosome bactérien aboutit & I’apparition de nouveaux caractéres chez la
bactérie hote. L’information est, donc, bactérienne et virale en méme temps.

Exemples :

- Modification des antigénes des Salmonelles

- Production de toxine par Corynebacterium diphteriae, de la toxine érythrogéne par les

Streptocoques du groupe A, de la fibrinolysine par les staphylocoques.





