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Introduction



Introduction générale

L’¢levage bovin joue un role économique et social important au sein de la société
algérienne. Considérés comme une source de protéine animale importante et ayant un réle
vital dans ’alimentation humaine, les produits de I’¢levage bovin constituent une source de
rentabilité appréciable pour les agriculteurs. En effet, ce secteur revét un caractere stratégique
en égard a son impact sur la sécurité alimentaire et sa place socio-économique. Outre cette
importance, ce secteur favorise le maintien des éleveurs sur leurs exploitations en leur
assurant un revenu régulier (Bensaha et Arbouch, 2016). Malgré le développement de cet
élevage qui est passe de 1 560 545 de bovins en 2003 a 1 909 455 en 2013 (Agroligne, 2014)
avec environ 1 604 425 de bovins en 2011 (MADR, 2011), I’approvisionnement en protéines
animales en Algérie reste toujours insuffisant. Cette faible production est liée a plusieurs
contraintes notamment les infections bactériennes. Pour réduire I’impact de ces maladies, il

est fondamental de bien les connaitre pour les contrdler.

Vu I’importance des atteintes infectieuses causant toutes ces pertes économiques, nous

avons tracé les objectifs suivants durant la réalisation de notre these :

- Mettre en évidence I’importance d’identifier les bactéries pathogenes
responsables de la mammite subclinique par une méthode protéomique : la
MALDI-TOF MS et montrer I’importance des outils bioinformatiques dans
I’identification bactérienne (Analyses des structures secondaires et tertiaires).

- Estimer D’inhibition de la virulence bactérienne par I’interférence au quorum
sensing des Pseudomnas aeruginosa responsables des infections respiratoires

chez les veaux.

Dans la premiere partie, nous nous sommes intéressés a une maladie d’une grande
importance chez les bovins: la mammite subclinique. Une maladie asymptomatique tres
fréguente chez les vaches laitieres. Afin de mieux caractériser et traiter cette maladie, il est

nécessaire d’identifier les bactéries causant cette infection.

L'identification classique des bactéries du lait de vache repose généralement sur des
méthodes phénotypiques. Ces derniéres sont basées sur une culture bactérienne et une période
d’incubation allant de 24 h a 72 h. De ce fait, ces méthodes phénotypiques sont lentes et ne
parviennent pas toujours a identifier certaines bactéries. Néanmoins, la spectrométrie de
masse de type MALDI-TOF MS s’est développée dans les laboratoires de microbiologie
clinique et permet de réaliser rapidement et & moindre colt un diagnostic d’espéce sur des

colonies de bactéries ou des champignons isolés sur des milieux de culture solides.



Introduction générale

Le MALDI-TOF MS est actuellement employé comme outil de premiéere ligne dans de
nombreux hopitaux pour identifier les bactéries, mais il existe peu de description sur son

utilisation dans les diagnostics vétérinaires (Randall et al., 2015).

Nous réaliserons une identification des bactéries causatrices des mammites
subcliniques isolées des vaches laitieres dans deux régions de 1’est algérien : Constantine et
Batna, par MALDI-TOF MS en utilisant, en tant que référence, I’identification moléculaire

par séquengage de I’ADNr 16S et le géne de ménage rpoB.

Dans la deuxiéme partie, nous testerons 1’effet inhibiteur d’une protéine sur la
virulence de Pseudomonas aeruginosa infectant des veaux pneumoniques. Ce dernier
provoque différentes infections comme les mammites, les endométrites, les abcés ou les
infections respiratoires (Park et al., 2013; Hossain et al., 2013; Ghanem et al., 2015;
Oucheryah, 2015). Laforte prévalence de la multi-résistance aux antibiotiques de
P. aeruginosa et I’absence de perspectives de développement de nouveaux antibiotiques
nécessitent une exploration d’autres voies thérapeutiques. Parmi celles-ci, le QS, qui est un
mécanisme de communication entre les bactéries. 1l a été proposé comme cible, car plusieurs

facteurs de virulence de P. aeruginosa sont contrélés par ce systéme.

Les résultats de ces travaux ont fait I’objet de deux chapitres successifs précédés d’une
étude bibliographique qui a porté sur la description des mammites, leurs étiologies et les
moyens de diagnostic puis, sur le pathogene P. aeruginosa, son QS et les méthodes QQ.
Enfin, dans la conclusion générale, nous tenterons de mettre en exergue les points importants

apportés par notre travail, ainsi que nos futures perspectives.
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1. LES MAMMITES BOVINES : DEFINITION, ETIOLOGIE, METHODES DE
DIAGNOSTICS

1.1. Mammite bovine

Une mammite désigne, une inflammation d’un ou de plusieurs quartiers de la mamelle
due généralement a une infection bactérienne (Seegers, Ménard et Fourichon, 1997). Des
mammites "aseptiques” peuvent étre dues a des désordres physiologiques ou a des
traumatismes locaux mais elles restent beaucoup plus rares. Les infections mammaires
peuvent ou non étre associées a des signes cliniques. On distingue les mammites cliniques et

les mammites subcliniques.

Les mammites cliniques sont caractérisées par la présence des signes cliniques
fonctionnels et locaux, voire généraux. Les signes cliniques fonctionnels se traduisent par des
modifications macroscopiquement visibles de la quantité et de la qualité de I’aspect du lait.
Les signes locaux sont observés lors d’un processus inflammatoire au niveau de la mamelle a
savoir : douleur, chaleur, cedéme, rougeur du quartier atteint. Enfin, les signes cliniques

généraux se traduisent par une hyperthermie, abattement et anorexie (Gedilaghine, 2005).

Les mammites subcliniques ne s’accompagnent d’aucun symptdme (Général, local, ou
fonctionnel). La détermination du nombre de cellules somatiques dans le lait peut servir a
reconnaitre les cas de mammites subcliniques (Erskine, 2011). 1l y a 20 a 40 cas de mammites
subcliniques pour chaque cas de mammite clinique (Benhamed, 2014).

1.2.  Etiologie des mammites

La grande majorité des mammites sont d’origine infectieuse. Elles sont provoquées par
plus d’une centaine de microorganismes. La plupart des infections sont d’origine bactérienne
et beaucoup plus rarement causeées par des levures. Généralement une seule espéce
bactérienne est en cause, plus rarement 1’association de deux especes est possible. On
considere d’ailleurs que la présence de plus de deux germes dans un lait de mammite est un

signe d’une contamination du prélévement (Noireterre, 2006).
Les espéces bactériennes responsables de mammites appartiennent a deux groupes :

1) Les espéces pathogenes majeures et potentiellement responsables de mammites
cliniques :
I. Les streptocoques (Streptococcus uberis, S.dysgalactiae subsp. dysgalactiae, S.

agalactiae),
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ii. Les entérocoques (Enterococcus faecalis...),

iii. Les staphylocoques a coagulase positive (SCN) (Staphylococcus aureus subsp.
aureus),

iv. Les entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae,

Enterobacter aerogenes...).
Ces germes sont responsables de la majorité des mammites cliniques, a hauteur de 80-90%.

2) Les espéces pathogenes mineures sont exceptionnellement responsables de mammites
cliniques, mais plutdt de mammites subcliniques. Ce sont essentiellement les
staphylocoques a coagulase négative (S. xylosus, S. chromogenes, S. warneri, S.

haemolyticus (Noireterre, 2006).

Des virus peuvent aussi étre impliqués dans le déclenchement des mammites, soit en
causant des 1ésions du trayon favorisant ainsi la contamination par d’autres pathogenes, soit

en ayant une action immunosuppressive (Wellenberg et al. 2002; Barkema et al., 2009).

1.3.  Physiopathologie

La pénétration d'agents pathogénes dans la mamelle se fait principalement par le canal
du trayon (Fig.1) a I'exception des quelques bactéries pouvant pénétrer par voie hématogéne
(les mycoplasmes, les salmonelles, Listeria monocytogenes et Mycobacterium
paratuberculosis) (Rémy, 2010). Ils peuvent étre évacués par I'éjection du lait. Certaines
bactéries ont la capacité d'adhérer a I'épithélium, de pénétrer dans les cellules et de s'y
multiplier. Puis elles se déplacent du trayon vers les alvéoles de la citerne mammaire ou le lait
est synthéetisé (Rinaldi et al., 2010). La prolifération des germes s’accompagne de la
production d’enzymes et de toxines qui vont léser le tissu sécrétoire et provoquer une
modification qualitative du lait produit. Les toxines bactériennes relarguées dans la mamelle
associées au passage des polynucléaires neutrophiles du sang vers la mamelle engendrent une
perméabilité accrue de I'épithélium favorisant la pénétration des bactéries vers le parenchyme

mammaire, voire méme la circulation sanguine (Angoujard, 2015).
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Figure 1: Schéma de I’anatomie de la glande mammaire’

1.4. Incidence des mammites bovines

Les mammites bovines ont un impact meédical, étant donné que les mammites

suraigues sont responsables de la perte du quartier atteint voire méme de l'animal. Les

mammites subcliniques, difficilement curables, causent la perte de I'animal ou du moins son

abattage précoce. Les mammites aigues et suraiglies altérant I'état général de I'animal, peuvent

intervenir comme facteurs prédisposant a d'autres maladies de la vache laitiere, comme les

arthrites ou des endocardites secondaires au passage du germe dans la voie sanguine (Barrot

Debreil, 2008).

Sur le plan sanitaire, le lait de mammite clinique n'est pas commercialisé mais celui

des infections subcliniques peut entrer dans la production de fromage, lait et autres produits

laitiers (Barrot Debreil, 2008). En 1’absence de pasteurisation, des germes pathogénes pour

I’homme provenant des quartiers infectés peuvent contaminer les produits laitiers et étre

! hitp://www.delaval.ch/fr-nl/-/Savoir-laitier/T raite/La-glande-mammaire/
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responsable de toxi-infections alimentaires (Benhamed, 2014). Certains sont trés étudiés :
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, ou Salmonella. D’autres le sont moins

comme Escherichia coli.

Les mammites bovines constituent un domaine pathologique dans les élevages laitiers
ou elles occasionnent des pertes économiques (Seegers, Ménard, et Fourichon, 1997). Ceci
tient principalement du fait de leur fréquence, des frais vétérinaires qu’elles entrainent
(honoraires, colt des traitements) et de leurs répercussions néfastes tant qualitatives que
quantitatives sur la production laitiere. En effet, celle-ci s’en trouve réduite tandis que
I’altération de la composition du lait qui en résulte (Baisse du lactose, des caséines, de
certains minéraux tels que le calcium et le phosphore, augmentation des protéines solubles
inutilisables pour la fabrication de fromages) se répercute sur les aptitudes technologiques du
lait. L’impact économique est ainsi formé par la somme des codts des actions de maitrise
(traitements et préventions) et des pertes (Réductions de production, lait non commercialisé,

pénalités sur le prix de vente, mortalités et réformes anticipées) (Gedilaghine, 2005).

1.5.  Diagnostic des mammites subcliniques

Le diagnostic des mammites subcliniques qui ne peuvent pas étre détectées par la
clinique puisqu'elles n'entrainent des modifications ni du lait ni de la mamelle, repose sur la
numération des cellules somatiques du lait, la mise en évidence des modifications chimiques
et la recherche de la bactérie en cause. Ces méthodes ne permettent qu’une prédiction de
I’infection, sans identification de I’agent pathogeéne, mais elles ont souvent I’avantage d’étre
mises en ceuvre plus facilement. L’augmentation des cellules somatiques peut étre révélée par

différentes méthodes

i Les cellules somatiques sont souvent mesurées par une méthode directe
automatique basée sur le comptage des noyaux cellulaires dont I’ADN est
rendu phosphorescent (Appareil Fossomatic, société Foss Electric).

ii. Le California mastitis test (CMT) est basé sur I’emploi d’un détergent
tensioactif (solution de Teepol a 10 %) sur le lait. Le détergent provoque la
lyse des cellules du lait par la destruction de leur paroi. L'ADN est libéré, il
forme un réseau de trés longs filaments. Ce réseau augmente la viscosité du lait
jusqu'a floculer. Plus la concentration cellulaire est élevée, plus la quantité
d'’ADN libéré est élevée et plus le floculat sera important (Angoujard, 2015).

iii. La conductivité électrique du lait (Fernando et al., 1982). Elle permet de

mesurer les changements de concentration ionique du lait lors d’une
6
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inflammation. Son principe est basé sur la mise en évidence de I’augmentation
de la conductibilité électrique du lait mammiteux dont la teneur est élevée en

ions sodium et chlore au détriment du lactose et du potassium.

L’examen bactériologique est une arme précieuse dans la stratégie de lutte contre les
mammites bovines, mais, pour des raisons de codt, de délais et de difficulté liees aussi bien au
prélevement de 1’échantillon qu’a son exploitation, cet examen doit étre mis en ceuvre dans
des conditions précises. En effet, ’analyse bactériologique d’un échantillon de lait provenant
d’une vache atteinte de mammite passe par plusieurs étapes successives (Bouchot et al.,
1985) : la réalisation du préléevement, sa conservation et son transport, 1’ensemencement,

I’identification des germes isolés et I’antibiogramme.

L'examen bactériologique permet un diagnostic de certitude de I'infection mammaire.
Il consiste en la mise en culture du lait afin de déterminer la nature du germe responsable de
I'infection. Le praticien peut prescrire cet examen en réalisant un prelevement de lait et en
adressant rapidement, sous régime de froid, aux laboratoires. On obtient un résultat entre 5 et
8 jours, ce qui permet sur plusieurs prélévements, d'orienter sur la nature du germe, les

mesures médicales et prophylactiques a mettre en ceuvre (Barrot Debreil, 2008).

1.6. Identification moléculaire des bactéries

Les techniques de biologie moléculaire ont bouleversé I'identification des bactéries, et
ont mis en lumiére les insuffisances et les erreurs d'identifications phénotypiques qui étaient

jusqgue la seules disponibles.

L’identification des bactéries, isolées a partir de préléevements biologiques, a été
uniquement basée sur des criteres morphologiques et biochimiques. Le développement des
techniques de biologie moléculaire a partir des années 1990 a permis d'introduire ces
approches au sein des laboratoires d'analyse biologique. Elles permettent d'obtenir un résultat
en quelques heures voire moins dans les situations d'urgence (ldentification et typage du
germe, et détection des résistances antibiotiques) ou d'identifier un micro-organisme si les
systémes utilisés en routine (Approche biochimique) sont pris en défaut. De plus, dans des
prélevements biologiques, elles rendent possible la caractérisation des bactéries si la culture
est restée négative, si les bactéries recherchées sont des bactéries intracellulaires strictes (pour
lesquelles la culture est réservée a des laboratoires spécialisés) ou des bactéries encore

incultivables a ce jour.
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Le géne ciblé est fonction des informations disponibles sur I'isolat bactérien et/ou sur
le patient. Le géne amplifié est comparé a des bases de données internationales (BLAST)
permettant 1’identification de la bactérie aux rangs du genre ou de 1’espéce en fonction du

pourcentage de similarité de celui-ci avec la souche homologue de la base de données.

1.6.1. Identification par séquengage du géne ADNr 16S

L'identification moléculaire des bactéries repose essentiellement sur I'analyse de la
séquence du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S spécifique des bactéries. Celui-ci est le
constituant de la petite sous unité ribosomale du 30S des procaryotes. Le géne codant pour cet
ARNr est ’ADNr 16S (Clarridge et Alerts 2004), présent dans 1’ensemble des espéces
bactériennes en un nombre variable de copies (Woese 1987; Reller, Weinstein, et Petti 2007).
Il est composé d’environ 1500 nucléotides et est constitué de sept régions conservées et de

neuf régions hypervariables (Chakravorty et al., 2007).

Ce gene a d’abord été utilisé a la fin des années 1980 par Carl Woese comme outil
d’étude de 1’évolution bactérienne (Woese, 1987). En 1991, Weisburg et al. ont décrit des
amorces dites "universelles" permettant d’amplifier 1’intégralité du géne codant pour I’ARNr
16S de la plupart des bactéries. Actuellement de multiples amorces universelles sont décrites

dans la littérature.

Il convient de séquencer au moins 500 a 525 bp, idéalement 1300 a 1500 bp. Les
termes de "16S court” et "16S long" feront leur apparition dans le langage courant des
microbiologistes pour faire référence a différentes longueurs de séquences amplifiées
(Renvoisé, 2012). Le "16S court" fait référence a 1’amplification d’une partie du géne codant
pour ’ARNr 16S, le plus souvent les 500 premiers nucléotides mais ce n’est pas toujours le
cas (Reller et al., 2007). Pour la plupart des souches, le pouvoir discriminant de ces courtes
séquences semble suffisant pour discriminer les especes entre elles (Clarridge et Alerts,
2004). Pour différentier certains genres ou pour décrire une nouvelle espéce, 1’amplification

"16S long" reste une étape nécessaire (Clarridge et Alerts, 2004).

La séquence obtenue au laboratoire est comparée via le réseau Internet, a l'aide de
logiciel spécialisé de GenBank maintenant appelée (Nucleotide)’> ou de EMBL Europe®.

L'identification bacterienne va reposer sur le pourcentage de similarité des séquences. Une

*http://www.nchi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nucleotide
*http://www.ebi.ac.uk/
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bonne identification est conséquente d’un pourcentage d’identité supérieur ou égal a 97 %
entre la souche a identifier et celle de la GenBank (Janda et Abbott, 2007).

1.6.2. Identification par séquencage des génes de méenage

Les genes domestiques, ou génes de ménage (Housekeeping genes), codent
principalement pour des protéines essentielles aux fonctions indispensables a la vie de tous les
types de cellules. lls existent en un seul exemplaire chez pratiguement tous les
microorganismes et présentent une grande diversité intra-spécifique (Rong et Huang, 2014).

1.6.2.1. Identification par sequencage du géne gap

Le gene gap code pour la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase GAPDH (EC
1.2.1.12). La GAPDH est 'une des enzymes clé de la glycolyse. Elle catalyse la
phosphorylation oxydative du glycéraldéhyde-3-phosphate en 1,3- bisphosphoglycérate. Elle
existe chez toutes les especes étudiées et sa séquence est tres bien conservée (Figge et al.,
1999). La participation a la glycolyse est la fonction principale de la GAPDH phosphorylante,
mais d'autres réles ont été postulés pour cette enzyme (Sirover, 1996). Ainsi, chez certains
streptocoques, des formes de GAPDH ancrées dans la membrane externe semblent exister et

étre impliguées dans la pathogénicité des cellules (Pancholi et Fischetti, 1992).

La GAPDH est un homotétramére dont les sous-unités ont une masse moléculaire
variant de 34 a 38 kDa selon les espéces. Une sous-unité est composée d'environ 330 acides
aminés qui se replient en formant deux domaines. Le premier domaine de chaque sous-unité
fixera une molécule NAD". Le second domaine de chacune des deux sous-unités sera
impliqué dans la fixation du substrat et a la catalyse, essentiellement gouvernée par

I’implication de deux acides aminés majeurs qui sont I’histidine et la cystéine.

1.6.2.2.  Identification par séquencage du géne rpoB

L'identification moléculaire de certaines bactéries peut étre réalisée grace a l'analyse
de la séquence du gene rpoB de la sous-unité B de I’ARN polymérase ADN-dépendante.
L'analyse de cette séquence vient en complément de lI'analyse de la séquence du gene ARNr
16S pour un certain nombre de groupes et de genres bactériens, pour lesquelles le gene ARNr
16S est peu discriminant (Klpfer et al. 2006; Arnold et al. 2012).

1.6.2.3.  Identification par sequencage du géne gyrB
Le gene gyrB code la sous unité B de I'ADN gyrase, qui est une protéine spécifique
des bactéries, principalement responsable du surenroulement négatif de I’ADN, essentielle a
9
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la réplication de leur chromosome circulaire. Ce gene peut étre une cible alternative efficace
ou complémentaire pour l'identification et lI'analyse taxonomique de certaines bactéries
(Wang et al., 2007).

1.7.  Identification protéomique par MALDI-TOF MS

1.7.1. Historique

Les premiers spectromeétres de masse datent du début du 20eme siecle et ont servi en
physique a rechercher les différents isotopes d’un €élément chimique. Elle est issue de la
découverte par Euge Goldstein (1886), les rayons canaux dus aux ions positifs et de leur
analyse par un champ magnétique, par Wilhelm Wien en 1898.

La spectrométrie de masse prend de plus en plus d’ampleur et de nombreuses
nouvelles techniques d’ionisation et de séparation des ions ont €été mises en place. Le
développement de la méthode MALDI-TOF se fait dans les années 80. A cette période,
I’ionisation se faisait sur des molécules ayant une taille d’environ 1000 Daltons et il était
impensable d’ioniser des molécules excédant 10000 Daltons car trop fragiles. En 1985,
Koichi Tanaka (Prix Nobel en 2002) constate que des macromolécules peuvent étre séparées
en mélangeant 1’échantillon avec une solution contenant de la poudre métallique ultrafine et
du glycérol. Pour I’identification des micro-organismes, Cain et al. (1994) sont les premiers a
avoir utilise le MALDI-TOF. L’analyse MALDI portait sur des extraits protéiques obtenus
par sonication des bactéries. Par la suite, Holland et al. (1996) ont réalisé les premiéres
analyses par MALDI-TOF MS a partir de bactéries intactes. Aprés une croissance de 18 h sur
un milieu solide, les bactéries sans aucun traitement préalable, étaient directement mélangées
a la matrice avant d’étre ionisées et analysées. La présence de quelques ions caractéristiques

du spectre a suffit pour obtenir I’identification d’une espéce.

Depuis la fin des années 1990, de nombreuses €tudes ont confirmé I’intérét de cette
technique (Fenselau et Demirev, 2001; Lay, 2001). On peut citer 1’identification, en 1996,
d’agents Bacillus anthracis, Brucella melitensis, Yersinia pestis et Francisella tularensis
(Krishnamurthy et al., 1996). La méme année, Claydon et al. (1996) ont décrit 1’identification
bactérienne par MALDI-TOF de 10 micro-organismes : Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus epidermidis, Citrobacter freundii,
Klebsiella aerogenes, Mycobacterium smegmatis. En 2002, Bright et al. ont analysé 212
isolats appartenant a la famille des entérobactéries montrant une bonne identification d’espece

et de genre dans 84 % et 89 % des cas respectivement. D’autres études ont été décrites,

10
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portant sur des groupes bactériens particuliers tels les streptocoques -hémolytiques (Kumar
et al., 2004).

Depuis ces travaux, I’ensemble des publications concernant 1’identification des
bactéries, permet d’affirmer que les empreintes spectrales des principales espéces cultivables
identifiées en routine ont été obtenues (Suarez, 2013). En 2009, Seng et al. ont identifié 1660
isolats par cette technique. Les 83,8 % de ces bactéries ont été bien identifiées jusqu’a

I’espece et 95 % jusqu’au genre.

1.7.2. Principe
Le MALDI-TOF MS est une technique d'analyse permettant de détecter et d'identifier
des molécules par mesure de leur temps de vol (Time of flight) qui proportionnel a leur masse
et a leur charge. Son principe réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules en
fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Le spectrométre de masse comporte une source
d'ionisation (le laser) suivie d'un analyseur qui sépare les ions produits selon leur rapport m/z,
d'un détecteur qui compte les ions libéres, et enfin d'un systeme informatique pour traiter le

signal et le comparer a celui de la database.

L’échantillon est mélangé a la matrice sur un support qui est la plaque cible.
L’évaporation des solvants conduit a la cristallisation de la matrice avec 1’échantillon. Une
source laser est dirigée surla cible afin d’ioniser les molécules de I’échantillon. Le réle de
la matrice est d’absorber 1’énergie provenant du laser ce qui provoque la vaporisation de

I’échantillon avec formation d’ions de masses différentes (Fig.2).

11
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Figure 2: Fonctionnement de la technique MALDI-TOF MS*

Les composes ionisés issus des protéines bactériennes généralement de charge +1 vont
étre accélérés par un champ électrique, et I’analyseur va les séparer en fonction de leur
rapport m/z. Ils traversent ensuite le « tube de vol » a I’extrémité duquel se trouve le
détecteur. Les ions sont séparés selon leur temps de vol, ceux de petite taille atteignant le
détecteur en premier. Le temps de vol pour atteindre le détecteur est utilisé pour calculer la
masse de chaque particule. La somme des ions analyses va former un spectre caractéristique

de I’échantillon.

Classiquement, 1’axe des abscisses correspond au rapport masse sur charge (m/z) et
I’axe des ordonnées a I’intensité relative du signal. Les premicres applications de cette
approche a I’identification de bactéries intactes remontent au milieu des années 1990. Depuis
les premiers travaux, les empreintes spectrales des principales espéces cultivables de

bactéries, levures et champignons ont été obtenues.

L’obtention d’un spectre caractéristique ou « signature spectrale » ou encore «
empreinte spectrale » d’une espéce bactérienne donnée est a la base de 1’utilisation de la SM

dans I’identification bactérienne. En quelques années, la SM appliquée a la microbiologie

* http://disciplines.ac-montpellier.fr/biotechnologies/ressources/microbiologie/identification-de-micro-
organismes-par-spectrometrie-de-masse-maldi-tof-ms
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s’est développée et améliorée dans le but d’obtenir des spectres de masses reproductibles,
permettant d’identifier les bactéries au niveau de la famille, du genre, de 1’espéce, et parfois

de la sous-espeéce.

Dans son application en microbiologie, la technique du MALDI-TOF repose sur la
détection de peptides ; Il s’agit essentiellement de protéines cytosoliques basiques, en quantité
abondante, hydrophiles, dont les principales identifiées sont les protéines ribosomales ou les «

cold shock proteins » (Carbonnelle et Nassif, 2011).

13
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2. POUVOIR PATHOGENE DE Pseudomonas aeruginosa ET QUORUM
QUENCHING

2.1. Pouvoir pathogéne

P. aeruginosa, un bacille & gram négatif, est un pathogéne opportuniste capable
d’infecter un large spectre d’hotes : hommes, animaux, plantes (D’argenio et al., 2001;
Pukatzki, Kessin, et Mekalanos, 2002).

Chez I’homme, P. aeruginosa est la cause majeure d’infections nosocomiales chez les
patients immunodéprimés. Parmi les affections les plus courantes : les pneumonies, les
infections du tractus urinaire, des brdlures, des plaies ou bien encore les septicémies. De plus,
il est directement responsable du taux de mortalité élevé et précoce chez les patients atteints

de mucoviscidose (Filloux et Vallet, 2003).

Chez les bovins, Pseudomonas aeruginosa peut infecter des vaches affaiblies
provoquant une infection trés grave dans les glandes mammaires (Bannerman et al. 2005;
Cervinkova et al. 2013; Park et al., 2013). Il est parmi les bactéries les plus susceptibles d'étre
associees a I'endomeétrite bovine (Parez, 1985; Ghanem et al., 2015), Hossain et al. (2013) ont
isolé ce pathogéne des Abcés de bovins. Il peut générer des infections respiratoires chroniques
qui font partic des maladies les plus cofiteuses pour I’industrie bovine (Seker, Kuyucuolu et
Selahattin , 2009; Oucheryah, 2015).

2.2. Caractéristiques et génome de P. aeruginosa

P. aeruginosa, connue depuis longtemps sous le nom de bacille pyocyanique, est une
bactérie non sporulante, mobile, opportuniste, vivant a 1’état naturel dans 1’eau, les sols
humides et sur les végétaux. Dans son habitat naturel, P. aeruginosa peut étre trouvé sous
forme planctonique, mobile ou en biofilm, attaché a une surface inerte ou un substrat, ainsi
qu’aux tissus vivants (Khalilzadeh, 2009). Sa température optimale de croissance se situe
entre 30 et 37 °C. Cette bactérie présente un métabolisme aérobie, mais peut utiliser les

nitrates comme accepteurs d’électrons en conditions anaérobies (Vasil, 1986).

Le génome de P. aeruginosa a été enticrement séquencé en 2000 a ’université de
Washington, Genome Center, Seattle, il s’agit du plus grand génome bactérien connu a ce
jour, avec 6264403 (GC=66%) bases codant pour 5570 génes. La complexité de son génome
approche celle de Saccharomyces cerevisiae avec ses 6200 genes. Il contient le plus grand
nombre de géne de régulation et un nombre important de génes impliqués dans le

catabolisme, le transport et ’expulsion de composés organiques. Toute cette complexité
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refléterait un mécanisme d’évolution adaptatif (Régions codantes=89,4%) nécessaire pour
s’installer dans plusieurs niches écologiques. De nombreux geénes sont impliqués dans des
systéemes de régulation et des fonctions métaboliques expliquant le caractére ubiquitaire de
cette bactérie et sa capacité a se développer dans des systémes pauvres en nutriments (Stover
et al., 2000; Wolfgang et al., 2003).

2.3. Le quorum sensing (QS)

La capacité de P. aeruginosa d'envahir un hote repose sur sa capacité a contréler un
grand nombre de ses facteurs de virulence, par un mécanisme qui controle la densité cellulaire
et qui permet la communication entre les bactéries. Ce mécanisme est le Quorum sensing
(QS) (Dockery et Keener, 2001).

Historiquement, le QS a été caractérisé chez Vibrio fischeri, une bactérie connue pour
sa capacité a produire de la lumiére dans certains organes spécifiques du calamar Euprymna

scolopes (Miyashiro et Ruby, 2012).

Le QS est un mode de signalisation bactérien qui repose sur la production des
molécules médiatrices de faible poids moléculaire appelées "autoinducteurs"” produites au
cours de la croissance bactérienne (Choudhary et Schmidt-Dannert 2010). Ces molécules
s’accumulent jusqu’a atteindre une concentration seuil (Quorum) reflétant la densité de
population bactérienne et permettant d’adopter un comportement de groupe (Boyen et al.,
2009). Cette forme de communication cellulaire est utilisée par des microorganismes
unicellulaires pour coordonner leurs activités, ce qui leur permet de fonctionner comme des

systemes multicellulaires (Choudhary et Schmidt-Dannert, 2010).

Ces molécules impliquées dans le QS sont capables de moduler 1I’expression des genes
chez des bactéries de la méme espéce mais aussi chez des bactéries appartenant a des especes
différentes (Moghaddam, Khodi et Mirhosseini, 2014) voire méme chez des especes

eucaryotes (Sperandio et al., 2003).

De nombreux systemes de QS impliquant des molécules de structures chimiques

différentes ont été identifiés dans le monde bactérien (Eberl et Riedel, 2011) :

i le systeme LuxI/R chez les bactéries a Gram négatif, utilisant généralement des
acyl-homosérines lactones (AHL) comme molécule signal.
ii. le systeme utilisant des peptides modifiés comme autoinducteurs (AIP) chez

les bactéries a Gram positif
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iii. le systeme utilisant des furanosyl borate diester (Al-2) qui semblent servir de
systéeme de communication universel et sont retrouvés chez de trés nombreuses

bactéries.

2.3.1. Le QS chez P. aeruginosa

Les deux premiers systemes historiques de QS découverts chez P. aeruginosa sont las
et rhl (Fig. 3).

Le premier systeme de quorum sensing découvert chez P. aeruginosa, est le systeme
las, nommeé ainsi car la fonction de ce géne a d'abord été évaluée par I'activité enzymatique de
I’élastase LasB (Gambello et Iglewski, 1991). Ce systéeme est composé de deux genes

lasR/lasl.

Le géne lasl code pour une enzyme intervenant dans la synthése d’une AHL la N-(3-
oxododécanoyl)-L-homosérine lactone (3-oxo-C12-AHL) (J P Pearson et al., 1994). Lorsque
la concentration de ces molécules atteint un seuil critique, une molécule de 3-oxo-C12-AHL
se lie a deux protéines LasR codées par le géne lasR. Le complexe C12-LasR agit comme
activateur transcriptionnel de nombreux geénes : lasA, lasB, aprA... Cette activation est
déclenchée de maniére synchrone dans toute la population bactérienne a la jonction entre la
phase de croissance exponentielle et le début de la phase stationnaire. La fixation de 3-oxo-
C12-AHL sur LasR induit eégalement une activation de lasl créant une boucle d’auto-
induction (Seed, Passador et Iglewski, 1995).

Le deuxiéme systeme de QS, est nommé rhl car il a un roéle principal dans la
production de rhamnolipides. Il est composé de deux génes rhll/rhIR. Le géne Rhll code pour
une enzyme qui permet la production de la C4-AHL (N-butyrylhomosérine lactone) qui est
reconnue par deux protéines RhIR codée par le géne rhIR (J P Pearson et al., 1995), formant
un complexe activateur de la transcription de plusieurs génes : 1’opéron rhlAB nécessaire a la
production des rhamnolipides, de protéase LasA, élastase B, protéase alcaline et la

pyocyanine.

Ces deux systemes sont autorégulés de sorte que le complexe LasR-C12-AHL est un
régulateur positif du gene Lasl et régule I'expression de gene rh1R. Le complexe RhIR-C4-
AHL régule la transcription du gene rhll (Moghaddam et al., 2014).
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Figure 3 : Régulation de la virulence et interactions entre les deux systémes de QS las et Rhl
chez P. aeruginos (Jimenez et al., 2012)

(lasB: LasB élastase, lasA: LasA élastase, toxA: exotoxine A, aprA: alcaline protéase, xcpP et
XcpR: genes de systeme de sécrétion xcp, rhlAB: rhamnosyltransférase et rpoS: facteur
sigma spécifique de la phase stationnaire

La C4-AHL diffuse librement a travers la structure pariétale bactérienne, alors que la
3-0x0-C12-AHL fait intervenir un transport actif par pompes d’efflux (Pearson et Delden,
1999).

Les protéines régulatrices LasR et RhIR contiennent deux domaines fonctionnels. La
région de liaison a I’homosérine lactone, qui est situé dans la partie N-terminale de la protéine
et d'un motif hélice-tour-hélice situé dans la partie C-terminale, responsable de la liaison aux

promoteurs cibles de la protéine (Bjarnsholt et al., 2010). En effet, les complexes se lient aux
17



Synthése bibliographique

boites las-rhl conservées résidant dans les promoteurs des géenes cibles, activant ainsi leur

expression transcriptionnelle (Lee et Zhang, 2014).

Un troisieme mécanisme de QS a base de quinolones, le Pseudomonas Quinolone
Signal (PQS), a été découvert en 1999 par Pesci et ses collaborateurs (E. C. Pesci et al.,
1999). Ce systeme utilise le 2-heptyl-3-hydroxy-quinolone comme autoinducteur. La
transcription des genes nécessaire a la synthése du PQS est régulée positivement par LasR et
négativement par le systeme rhl (Wade et al., 2005).
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Figure 4 : Structures des signaux QS utilisés par P. aeruginosa (Lee et Zhang, 2014)

A) N-(3-oxododécanoyl)-L-homosérine lactone (3-oxo-C12-AHL)

B) C4-AHL (N-butyrylhomosérine lactone).

C) 2-heptyl-3-hydroxy-quinolone (Pseudomonas Quinolone Signal PQS).

D) 2-(2-hydroxyphenyl)-thiazole-4-carbaldehyd (Integrated Quorum sensing Signal

IQS).
Récemment un quatrieme systeme de communication inter-cellulaire a été découvert

(Lee et al., 2013), nommé 1QS. Il appartient a une nouvelle classe de molécules de QS, c’est
un 2-(2-hydroxyphenyl)-thiazole-4-carbaldehyd. La perturbation de la biosynthese de 1QS
paralyse les systemes pgs et rhl et atténue la virulence bactérienne. La production de 1QS est
étroitement contrdlée par las dans les conditions normales de culture, mais, elle est également
activée par la limitation du phosphate que les bactéries rencontrent lors d'infections. Les

structures de ces signaux QS utilisés par P. aeruginosa sont présentées dans la figure 4.
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2.3.2. La synthese des autoinducteurs chez P. aeruginosa

Les AHL sont composés d’un noyau lactone a 5 atomes présentant une chaine
aliphatique branchée via un atome d’azote sur le carbone adjacent le carbone carbonyle de la
fonction lactone. Le premier carbone de la chaine aliphatique porte toujours une fonction
cétone. La diversité de ces molécules (Taille de chaine, présence d’une fonction alcool ou

cétone sur le carbone en position 3 de la chaine aliphatique) les rend spécifique de I’espéce.

Les AHL sont produites par des enzymes synthases des geénes lasl et rhil. Elles
catalysent la formation d’une liaison amide entre une chaine d’acide gras portée par une acyl
carrier protein (ACP) et la S-Adenosyl-Méthionine (SAM) entrainant le départ de 5’-méthyl-
thioadenosine (5’MTA) et la formation de I’AHL (Schaefer et al., 1996) (Fig.5).

HS
s /\/ﬁ\j\ AGE holo-acyl carrer protain
acyl-acyl camier protein 5 +
+ AHL acylation Aden Adening
Adening synthase anine Hac‘s
—_— —
H,C~ OH OH
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S-adenosyl-L-methionine s - acyl-homoseninelactons

Figure 5 : Synthése des N-Acyl-Homosérine Lactones (Watson et al., 2002)

Apres les réactions d'acylation et de lactonisation, le produit AHL et les sous-produits holo-
ACP et 5'-méthylthioadenosine sont libérés. L.’enzyme synthase condense du S-Adenosyl-L-
Méthionine (SAM) avec ’acyl provenant d’acyl-ACP (acyl-Acyl Carier Protein), entrainant
le départ d’holo-ACP. Puis I’enzyme synthase catalyse la réaction de lactonisation entrainant
le départ de 5°-méthyle-thioadenosine et la formation de I’AHL.

2.4. Facteurs régulés par le QS

P. aeruginosa posséde un grand nombre de facteurs de virulence jouant un réle dans la
colonisation, la survie de la bactérie et I'invasion des tissus. Chez P. aeruginosa, les systemes
las et rhl régulent prés de 10 % des genes du géenome (Schuster et al. 2003). Selon une étude
protéomique, 24 % des proteines détectées sont régulees par QS (Arevalo-Ferro et al., 2003).
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2.4.1. Facteurs de virulence associés a la bactérie

2.4.1.1. Biofilm

Un biofilm correspond a une population de bactéries organisées en une communauté
structurée adhérente a une surface et enrobée d’une matrice extracellulaire EPS (Extracellular
polymeric substance matrix). Cette matrice représente 85 % de la biomasse du biofilm total, et
est composée principalement de biomolécules, des exopolysaccharides, de I'ADN
extracellulaire (eDNA) et des polypeptides (Rasamiravaka et al., 2015). Selon les souches de
P. aeruginosa et /ou les conditions nutritionnelles, différents phénotypes de biofilms peuvent

étre développés (Shrout et al., 2006).

Chez P. aeruginosa, les EPS sont caractérisés par la présence d’alginate, un
polysaccharide linéaire qui participe a la structuration du biofilm (Boyd et Chakrabarty,
1995 ; Hentzer et al. 2001). 11 joue un role d’adhésine. Une surproduction d’alginate est
observée chez les souches issues de patients atteints de mucoviscidose, cette surexpression
protege P. aeruginosa de la phagocytose, des agents antimicrobiens et des réponses de 1’héte.
D’autres systemes de polysaccharide indépendants du systeme Alg (Responsable de la
synthése d’alginate), participant a la structuration et la stabilité du biofilm, ont été mis en

évidence, le systeme Pel et le systeme Psl (Rasamiravaka et al., 2015).

La formation de biofilm de P. aeruginosa se déroule en 5 étapes majeures (Fig. 6) :
tout d’abord, les bactéries adhérent a une surface qui peut étre d’origine inorganique comme
des tuyaux de plomberie, des cathéters, ou organique, comme les cellules des hétes
eucaryotes, par des intéractions non spécifiques de type liaison hydrogéne ou liaison de Van
der Waals : on parle d’adhérence (Fig. 6 étape 1). Puis les bactéries se fixent de facon
irréversible et spécifique au substrat grace a des molécules d’adhésion comme par exemple les
pili, et commencent a former des microcolonies dans la matrice d’exopolysaccharides : il

s’agit de la phase d’adhésion (Fig. 6 étape 2).
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Figure 6 : Mod¢le de formation d’un biofilm chez P. aeruginosa (Mahami et Adu-Gyamfi,
2011)

Progressivement, les microcolonies bactériennes se développent a un phénotype plus
structuré avec un espace non colonisé (Fig. 6 étape 3). Ensuite, les espaces non colonisés sont
remplis de bactéries, qui couvrent enfin toute la surface (Fig. 6 étape 4). Pendant ce temps, on
observe la croissance des communautés tridimensionnelles (Fig. 6, étapes 3 et 4). Puis, sous
I’effet de facteurs environnementaux, des bactéries vont se détacher du biofilm (Fig. 6 étape
5), et se disperser sous forme planctonique dans le milieu environnant : on parle d’essaimage

du biofilm (Rasamiravaka et al., 2015).

2.4.1.2. Flagelle et pili

La mobilité, en liaison avec les variations de 1’environnement, est un phénomene

primordial dans le processus de colonisation et d’infection.

P. aeruginosa possede un seul flagelle polaire qui lui confere la capacité de se déplacer
non seulement en milieu aqueux (Swimming), mais également sur des surfaces semi-solides
(Swarming) (Kohler et al., 2000). Il est composé d’un filament permettant la mobilité, d’un
crochet et d’un corps basal ancré dans les membranes bactériennes. Le filament est constitué
de monomeres d’une protéine appelée flagelline (FIiC) (Bardy, Ng, et Jarrell, 2003).

Le flagelle est impliqué dans la reconnaissance et 1’adhérence aux surfaces épithéliales
(Simpson, Ramphal et Lory, 1992) et joue un rdle important dans les stades précoces du
développement du biofilm bactérien (O’Toole et Kolter, 1998). Il participe également a la

virulence en induisant une réponse inflammatoire (Adamo et al., 2004).
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La mobilité implique également les pili de type IV. Constitués d’empilement de
monomeres d’une protéine appelée piline (PilA) (Mattick, 2002). Ils sont nécessaire a

I’adhésion de la bactérie aux cellules épithéliales (Hahn, 1997).

2.4.1.3. Lipopolysaccharide (LPS)

Le lipopolysaccharide (LPS), un constituant des bactéries a Gram négatif, localisé
dans la membrane externe. Il joue un role protecteur contre la lyse. Le LPS est également
impliqué dans la stimulation de la réponse inflammatoire et dans les interactions avec les

tissus hétes. Il se compose de trois parties :

- Le lipide A, une région hydrophobe permettant I’ancrage de la structure dans la
bicouche lipidique, aussi appelée endotoxine. Il est impliqué dans la stimulation
excessive du systéme immunitaire et peut ainsi étre a 1’origine de chocs septiques
(Ernst et al., 2003).

- Un cceur oligosaccharidique hydrophile constitué¢ de chaines polysaccharidiques.

- L’antigéne O, une partie polysaccharidique variable. Il est possible qu’il soit présent
(phénotype lisse) ou absent (phénotype rugueux) sur le coeur oligosaccharidique. Le

phénotype lisse a été souvent décrit comme le plus virulent (Cryz et al., 1984).

2.4.2. Facteurs de virulence sécrétés

2.4.2.1. Enzymes protéolytiques

P. aeruginosa sécrete plusieurs types de protéases agissant en synergie pour dégrader
les protéines et interférer avec le systtme immunitaire de 1’hote. Toutes ces enzymes ont des

substrats protéiques différents.
i) Exotoxine A

C’est la protéine la plus cytotoxique produite par P. aeruginosa jouant un réle majeur
dans la virulence de la bactérie. Un mutant déeficient en ExoA est 20 fois moins virulent chez
la souris que la souche sauvage (Miyazaki et al., 1995). Elle est composée de deux domaines :
un domaine qui inhibe la synthese protéique des cellules hotes des eucaryotes. Le second
domaine interagit spécifiquement avec le récepteur présent a la surface de I’hote permettant

ainsi la translocation dans la cellule cible (Gallant et al., 2015).
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i) Elastases
L’activité élastolytique est due a deux protéines LasA et LasB controlées par le QS. LasB est
une métalloprotéinase a zinc. Elle occupe une place importante dans la pathogenicité, car elle
peut dégrader ou inactiver de nombreuses protéines hotes : des composants des lames basales,
des structures épithéliales (L’¢élastine, la laminine, les collagénes de types III et IV, les
protéoglycanes) et les composants du complément (C1q et C3), les immunoglobulines A et G,
ou I’inhibiteur de I’a.1-proteinase sérique (Le Berre et al., 2006).

iii) Protease alcaline

La protéase alcaline est une métalloprotéase a zinc de 50 kDa codée par le
géne aprA et contrdlée par le QS. Elle dégrade efficacement les composantes du complément

ainsi que les cytokines impliqués dans la réponse immune et inflammatoire telles que I’INF-y

et le TNF-o (Laarman et al., 2012).

2.4.2.2. Phospholipases C

Elles ont particulierement pour cible la partie lipidique de la membrane des cellules
eucaryotes. Elles déstabilisent la membrane des cellules de 1’hote et sont a I’origine de la mort
cellulaire (Vasil et al., 2009). Elles déstabilisent les défenses de 1’hdte en empéchant une

réponse oxydative des neutrophiles (Terada et al., 1999).

2.4.2.3.. Pyocyanine

La pyocyanine (1-hydroxy-5-méthyl-phénazine) est un pigment bleu-vert sécrété par
la bactérie et il est impliqué dans la virulence (Lau et al., 2004). 1l s’agit d’un dérivé de
phénazine trés toxique pour les cellules eucaryotes et procaryotes. En effet, la pyocyanine
réduit la réponse immunitaire de ’h6te en induisant 1’apoptose des neutrophiles (Allen et al.,
2005) et augmentant la production de I’IL-8 (Denning et al., 1998). De plus, ses propriétés
oxydoréductrices lui permettent d’oxyder le glutathion, d’inactiver la catalase des cellules
épithéliales bronchiques et ainsi de participer aux lésions liées au stress oxydatif (O’Malley et
al., 2006).

2.4.2.4. Rhamnolipides

Les rhamnolipides sont des glycolipides extracellulaires. lls ont une activité de
détergent et peuvent émulsifier les phosphates membranaires facilitant ainsi 1’acces aux
phospholipases. L’expression des rhamnolipides est coordonnée et régulée par le systeme de

QS RhIR/RhIl (Pesci et al., 1997). Ills sont impliqués dans la mobilité de type
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swarming (Kohler et al., 2000) et participent également a la structuration du biofilm, et le
détachement des bactéries du biofilm (Boles, Thoendel et Singh, 2005). Ils inhibent
également la phagocytose (McClure et Schiller, 1996).

2.5. Inhibition de la virulence bactérienne par dégradation enzymatique des signaux QS

L’utilisation d’antibiotiques au cours du dernier centenaire a permis de réduire la
mortalité liée aux infections bactériennes. Malgré cette avancée, les infections bactériennes
restent la premiére cause de déces et de maladies dans le monde (Dong, Wang et Zhang,
2007).

En février 2017, L’Organisation mondiale de la Santé (OMS) a rendu publique la
liste des 12 bactéries pour lesquelles, il y a une véritable urgence d’avoir de nouveaux
antibiotiques. Parmi ces bactéries un groupe critique de germes multi-résistants et comporte :
Acinetobacter, Pseudomonas, Klebsiella, E.coli, Serratia, et Proteus. Elles peuvent provoquer

des infections sévéres, souvent mortelles, telles que les septicémies et les pneumonies.

Cette liste d’agents pathogene prioritaire et responsables de 700000 déceés par an, pour

le développement de nouveaux antibiotiques, comporte trois niveaux de risque :

Priorité 1: Critique : résistance aux antibiotiques les plus récents dits de dernier

recours

1.  Acinetobacter baumannii, résistance aux carbapénémes

2.  Pseudomonas aeruginosa, résistance aux carbapénémes

3. Enterobacteriaceae, résistance aux carbapénemes, production de BLSE
Priorité 2: Elevée

1 Enterococcus faecium,
2 Staphylococcus aureus
3 Helicobacter pylori
4.  Campylobacter spp.
5 Salmonellae

6 Neisseria gonorrhoeae

Priorité 3: Moyenne

1.  Streptococcus pneumoniae
2. Haemophilus influenzae

3. Shigella spp.
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De plus, I’utilisation massive d’antibiotiques et la vitesse d’émergence des résistances
ont rendu le développement de nouveaux antibiotiques peu attractif (Hentzer et al., 2003;
Bjarnsholt et al., 2010), nécessitant 1’étude de nouvelles stratégies de lutte. Or, la virulence
bactérienne est régulée par QS (Popat, Crusz, et Diggle, 2008), faisant de ce mécanisme une
cible thérapeutique potentielle. Non bactéricide, cette stratégie antipathogénique, visant a
inhiber le QS, présente le grand intérét de limiter I’émergence de résistances puisque elle

permet aux micro-organismes de se développer de maniére commensale (Hiblot, 2013).

De nombreux laboratoires ont donc axé leur recherches sur ces organismes qui
inhibent le QS et sur les stratégies ciblant le QS, regroupées sous le terme de quorum
quenching (QQ) (Dong et al., 2001).

2.5.1. Types d’enzymes dégradant les AHL

Plusieurs enzymes responsables de 1’inactivation des signaux QS ont été identifiées et
sont regroupées en trois groupes selon le type d’activité enzymatique : lactonase, acylase et
oxydoréductase (Fig. 7). Ces enzymes ont été caractérisées chez des organismes bactériens et

eucaryotes. Les différentes enzymes de dégradation des AHL sont présentées dans le tableaul

2.5.1.1. Acylases

Les enzymes a activité¢ acylase coupent les molécules d’AHL au niveau de la liaison
amide entre I’homosérine lactone et la chaine acyl (Fig. 7). Ces réactions produisent donc un

acide gras et I’homosérine lactone (Leadbetter et Greenberg, 2000).

2.5.1.2. Oxydoréductases

Leur activité modifie les chaines acyles des AHL sans les dégrader (Fig. 8). Cette
activité a été découverte, dans un premier temps, chez Rhodococcus erythropolis (Uroz et al.,
2005). L’étude de son mécanisme de modification des AHL révele que les signaux substitués
3-0x0, avec les chaines acyl de C8 a C14, sont convertis en dérivés 3-hydroxy correspondants
(Chen et al., 2013).
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26



Synthése bibliographique

2.5.1.3. Lactonases

Les lactonases hydrolysent la liaison ester du cycle lactone des AHL. On distingue
trois familles distinctes au sein des enzymes de dégradation des AHL a activité lactonase : les

métallo- 5 -lactamases, les paraoxonases et les phosphotriestérases-like-lactonases.

)} Les métallo-B-lactamases

L’enzyme AiiA est la premicre lactonase décrite et la mieux caractérisée. Cette
enzyme a initialement été isolée de Bacillus subtilis (Dong et al., 2002). Elle est responsable
de I’ouverture du cycle lactone des AHL, ce qui rend la molécule inactive. La longueur de la
chaine d’acide gras influe peu sur son activité. C’est pourquoi les lactonases peuvent dégrader
différents types d’AHL (Dong et Zhang, 2005). Trois sous-classes ont été identifiées : B1, B2
et B3, et partagent cing motifs signatures conserves, le plus caractéristique est le motif :
H116-X-H118-X-D120-H121 (Bebrone, 2007).

i) Les paraoxonases

Les paraoxonases (PONs) sont des enzymes capables d’hydrolyser les
phosphotriesters, dont elle tire leur nom. Ces enzymes hydrolysent aussi de nombreux autres
composés comme les esters et les lactones (Khersonsky et Tawfik, 2005; Dong et al. 2007).
En général, les PONs ont plus d’affinité pour les AHL a chaines longues (Chun et al., 2004).
Elles ont été identifiées chez des mammiferes (Draganov et La Du 2004). Le génome humain
code pour trois PONs (hPONL1 a 3). La protéine PON1, purifiée de sérum humain, présente
une forte activité de dégradation de la 3-oxo-C12-AHL produite par P. aeruginosa (Ozer et
al., 2005).

iii) Les phosphotriesterases-like-lactonases (PLL)

Les PLL sont des lactonases naturelles présentant une activité de promiscuité
phosphotriestérase (et estérase) (Afriat et al., 2006). Ces enzymes sont tres proches des
phosphotriestérases (PTE). Elles sont retrouvées chez de nombreux organismes procaryotes
(bactéries et Archaea) mais n’ont jamais été identifiées chez des eucaryotes (Mandrich,
Merone, et Manco 2010). La premiére PLL caractérisée est la protéine QsdA de Rhodococcus
erythropolis W2 (Uroz et al., 2005) et la premiere structure obtenue est celle de SsoPox isolée
de Sulfolobus solfataricus (Elias et al., 2008).

Les PLL sont constituées de deux sous-familles A et B en fonction de leurs
préférences en substrats et de différences structurales entre elles (Afriat-Jurnou et al., 2012).
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Les PLL-A hydrolysent efficacement les AHL et les oxo-lactones. Les PLL-B hydrolysent

préférentiellement les oxo-lactones.

La capacité des PLL-A a dégrader les AHL est particulierement intéressante pour le
développement de stratégies basées sur le QQ. Cette sous-famille compte parmi ses
représentants de nombreuses enzymes issues d’organismes extrémophiles telles SSoPoX,
SacPox ou SisLac qui présentent un fort potentiel applicatif (Remy et al., 2016). Parmi ces

PLL, SsoPox sera détaillée dans la partie suivante.
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Tableau 1: Enzymes de dégradation des AHL (Kalia, 2015)

Species/origin Enzyme  Enzyme family Target signal/activity Reference
Bacillus sp. AiilA Metallo-B-lactamasc AHL lactonase Dong et al. (2000)
Agrobacterium AttM Metallo-B-lactamase AHL lactonase Zhang et al. (2002)
tumefaciens AiiB Metallo-B-lactamase AHL lactonase Carlier et al. (2003)
Klebsiella pneumoniae ~ AhlK Metallo-B-lactamasc AHL lactonase Park et al. (2003)
Arthrobacter sp. AhID Metallo-B-lactamasc AHL lactonase Park et al. (2003)
Mesorbizobium loti MLR6805 Metallo-B-lactamasc AHL lactonase Funami et al. (2005)
. DIhR Dienelactone hydrolase ~ AHL lactonase ;
Rhizobium sp. QsdRl Metallo-B-lactamase AHL lactonase Krysciak et al. (2011)
Chryseobacterium sp. AidC Metallo-B-lactamasc AHL lactonase Wang et al. (2012)
Solibacillus silvestris AhIS Metallo-B-lactamasc AHL lactonase Morohoshi et al. (2012)
Tenacibaculum sp. Aii20J Metallo-B-lactamasc AHL lactonase Otero et al. (2013)
Rhodococcus .
. QsdA Phosphotriesterase AHL lactonase Uroz et al. (2008)

erythropolis
Geob aC|I_I us GKL Phosphotriesterase AHL lactonase Chow et al. (2010)
kaustophilus
Sulfolobus solfataricus ~ SsoPox Phosphotriesterase AHL lactonase Merone et al. (2005)
Mycobacterium avium ~ MCP Phosphotriesterase AHL lactonase Chow et al. (2009)
Microbacterium AiiM o/P hydrolase AHL lactonase Wang et al. (2010)
testaceum

AidH o/B hydrolase AHL lactonase Mei et al. (2010)
Ochrobactrum sp. AiiO o/ hydrolase AHL acylase Czajkowski et al. (2011)
Pseudoalter_omonas QsdH GDSL-likc hydrolase AHL lactonase Huang et al. (2012)
byunsanensis
Soil metagenome QlcA Metallo-B-lactamasc AHL lactonase Riaz et al. (2008)

BpiBOI AHL lactonase

BpiB04  Glycosyl hydrolase AHL lactonase Bijtenhoorn et al. (2011
Soil metagenome BpiB05 ) AHL lactonase a. b), Schipper et al.

BpiB07  Dienelactone hydrolase ~ AHL lactonase (2009)

BpiB09  NADP-dependent AHL oxido reductase

dehydrogenase/reductase

Ralstonia sp. AiiD NIn hydrolase AHL acylase Lin et al. (2003)

PvdQ Ntn hydrolase AHL acylase Huang et al. (2003)
P .
anS d::g:: as QuiP Ntn hydrolase AHL acylase Huang et al. (2006)

g HacB NIn hydrolase AHL acylase Wahjudi et al. (2011)

Pseudomonas syringae  HacA NIn hydrolase AHL acylase (Szh(t)e(r))g)erd et Lindow

HacB NIn hydrolase AHL acylase
Brucella melitensis AibP NIn hydrolase AHL acylase Terwagne et al. (2013)
Streptomyces sp. AhIM NIn hydrolase AHL acylase Park et al. (2005)
Kluyvera citrophila KcPGA NIn hydrolase AHL acylase Mukherji et al. (2014)
Anabaena sp. AiiC NIn hydrolase AHL acylase Romero et al. (2008)
SheM anella sp. Aac NIn hydrolase AHL acylase Morohoshi et al. (2008)

Bacillus megaterium

CY P102A1 Cytochrome P450

AHL oxidorcductase

Chowdbhary et al. (2007)

Carbamoyl phosphate

Pseudomonas sp. CarAB DSF Newman et al. (2008)
synthase
Arthrobacter :
nitroquajacolicus Hod Dioxygenasc PQS Pustelny et al. (2009)
E. coli LsrK Kinase Al-2 Roy et al. (2010)
LsrG - Al-2 Marques et al. (2011)
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2.5.2. Enzyme SsoPox

SsoPox est la premiére PLL caractérisée (PLL-A). Cette enzyme est isolée d’une
archée hyperthermophile des sources d’ecau chaude du Vésuve Sulfolobus solfataricus (50-
87°C ; pH 2 - 5,5) (Auernik, Cooper et Kelly, 2008). Elle a été étudiée pour sa capacité a
hydrolyser les pesticides, notamment le paraoxon dont elle tire son nom. Cette enzyme est
extrémement stable et active sur de larges gammes de températures (10-100 ‘C) et de pH (5,0-
9,0) ce qui lui confere un fort potentiel biotechnologique (Del Vecchio et al., 2009). Outre
son activité phosphotriestérase, SsoPox posséde également une activité lactonase qui lui

permet de dégrader efficacement les AHL méme a température ambiante.

La structure tridimensionnelle de SsoPox a été resolue et montre un repliement en
tonneau (B/a)s 1égerement tordu (Elias et al., 2007). Les huit feuillets § sont a I’intérieur du
tonneau formant un corps cylindrique hydrophobe et les huit hélices a (amphiphiles) a
I’extérieur du tonneau (Fig. 9). Elle comporte un site actif contenant deux cations métalliques
divalents coordonnés par quatre histidines, un acide aspartique et une lysine carboxylée (Elias
et al., 2008). Le centre bi-métallique participe a la catalyse en tant qu’acide de Lewis
impliqué dans I’activation d’'une molécule d’eau en ion hydroxyde pour I’attaque nucléophile
du substrat. Contrairement a d'autres phosphotriestrases connues présentant une organisation
structurelle similaire, SsoPox differe selon la longueur de deux boucles 7 et 8, respectivement
plus courte et plus longue que celles des PTE. Ces modifications structurales engendrent la

formation d’un canal hydrophobe qui accommode parfaitement les substrats de type lactone.

L’activité lactonase de SsoPox a par ailleurs été améliorée par ingénierie enzymatique
du résidu W263 (Remplacement du résidu tryptophane par les vingt acides aminés possibles
(Hiblot et al., 2013). Ce résidu a été particulierement considéreé car il est situé dans le site actif
et impliqué dans les mouvements de boucles. Une expérience de mutagenese a saturation a
permis d’identifier un variant extrémement efficace, SSOPox-W2631, montrant des efficacités
catalytiques allant jusqu’a 5,8 x 10°M 57! (Hiblot et al., 2013).

L’enzyme sauvage et ses variantes sont capables d’hydrolyser une vingtaine de
lactones soulignant leur grande promiscuité de substrats. Ils résistent de plus a I’action des

protéases, détergents et des solvants organiques (Hiblot et al., 2012; Hiblot et al., 2013).
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Figure 9: Structure de SsoPox-W2631 (PDB ID : 4KF1): (A) Représentation en surface du
complexe avec I’analogue de substrat N-decanoyl-L-homocysteinethiolactone (C10HTL). La
boucle-7 et la boucle-8 sont indiquées en jaune et en rouge respectivement (B) Représentation
en ruban: le C1OHTL est indiqgué comme un baton vert, les résidus environnants sont
indiqués par des batons bleus et les cations divalents sont dessinés comme des spheres.
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Chapitre I: Identification rapide des bactéries responsables des mammites subcliniques

1. INTRODUCTION

L'identification de routine d’isolats bactériens dépend habituellement de Ia
caractérisation phénotypique (Caracteres culturaux et Colorations spécifiques, propriétés
biochimiques, physiologiques et sérologie). Ces techniques présentent certains inconvenients
tels que le fait de nécessiter plusieurs jours pour 1’analyse ou encore de ne pas donner une

identification correcte voire précise.

L 'utilisation de méthodes moléculaires dans la détection et la caractérisation des agents
pathogénes sont largement utilisées et la plupart sont basées sur le polymorphisme du géne de
I'’ADNr 16S. Cependant, cette méthode ne fournit pas, elle aussi, une solution définitive pour
I’identification bactérienne de routine. Elle n'est pas couramment utilisée dans les laboratoires
agro-vétérinaires ou environnementaux (Tewari, Cieply et Livengood, 2011). Par conséquent,
les microbiologistes ont concentré leur attention sur une technique plus rapide: la
spectrométrie de masse (MS) de type MALDI-TOF pour une identification précise jusqu’a

I’échelle de I’espece.

L'objectif de cette partie expérimentale est de confronter la technique du MALDI-TOF
MS par rapport aux méthodes génotypiques (ADNr16S, rpoB et gyrB) pour l'identification
debactéries responsables de mammites subcliniques isolées des vaches laitiéres, afin de
veérifier la crédibilité de cette technique par rapport aux méthodes biomoléculaire. Ces
dernieres ont été exploitées, dans cette these, avec les outils bioinformatiques tels que :

- Le balsting pour situer la position toxonomique de nos isolats bactériens contre la
base de données ‘’Nuclueotide’.

- Les constructions phylogénétiques, avec le programme MEGA 5.0, pour mettre en
exergue les relations de parenté entre les isolats bactériens.

- Les prédictions des structures 2D des sequences nucléiques et protéiques ainsi que
la prédiction de la structure 3D dans le cas de I’enzyme GAPDH.

1. MATERIELS ET METHODES

1.1.Description des échantillons animaux

L’étude a été réalisée sur des vaches appartenant a deux élevages laitiers situés dans
deux wilayas de I’Est algérien : Constantine (Ferme pilote d’El-Baaraouia) et Batna (Djerma).
Les prélévements ont été faits en présence d’un vétérinaire et ont concerné un effectif de six

vaches pour la wilaya de Constantine et huit vaches pour la wilaya de Batna (Annexe A).
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1.2. Le CMT et prélevement des échantillons de laits et leur conservation

1.2.1. Réalisation du CMT (Schalm, Carrol et Jain, 1971)

Nous avons utilisé le test CMT pour le diagnostic des mammites subcliniques, car
c’est un test rapide, économique et de large utilisation pour détecter les mammites

subcliniques dans un quartier.

Au début de la traite, les premiers jets de lait sont éliminés. Un volume de lait (2 mL)
ont été recueillis dans une coupelle (Chaque coupelle correspondant a un quartier) et
additionnés d’une quantité égale de réactif a base dela solution de Teepol a 10 %
(Détergeant). Les deux volumes ont été bien mélangé par rotation puis une lecture visuelle
immédiate a été realisée afin de Vérifier le changement de la consistance du mélange signe

d’un cas positif de mammite subclinique (Abdel-rady, 2009).

1.2.2. Conservation des préléevements (Bouaziz, 2005)

Un deuxieme prélevement a été réaliseé sur les quartiers avec un test CMT positif
pour I’analyse bactériologique. Les principales étapes du prélévement de 1’échantillon de lait

de quartier pour examen bactériologique sont les suivantes :

— Lavage des mains.

— Lavage et séchage des trayons.

— Désinfection de I’extrémité du trayon avec un tampon de coton imbibé d’alcool a 70°.

— Elimination des premiers jets.

— Saisir le flacon a prélévement entre le pouce et I’index de la main gauche et le
retourner de sorte que le bouchon soit dirigé vers le bas.

— Dévisser le bouchon avec la main droite et le porter entre I’index et le médius de la
main gauche. Tube et bouchon ont alors leur ouverture dirigée vers le bas afin d’éviter
toute contamination.

— Saisir le trayon de la main droite, le ramener en position latérale et traire presque
horizontalement dans le flacon incliné au moment ou le lait gicle

— Refermer le flacon avant de le redresser.

— ldentifier le flacon en inscrivant la date, le code de I’animal et le quartier préleve.

Les prélevements ont été transportés dans une glaciere et conservés a 4 °C et analysés

dans un délai inférieur a 24 h.
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1.3. Isolement et tests phénotypiques (Organigramme)

Les échantillons de lait ont été ensemencés en surface a raison de 10 pL de lait par

boite de Pétri sur les milieux suivants (Bouaziz, 2005; Gabli, 2005)

1. Milieu de Chapman (Recherche des Staphylocoques),

2. Milieu B.C.P (Gélose lactosée au Pourpre de BromoCrésol pour la recherche

des entérobactéries).
3. Gélose au sang frais de mouton (5 %) (Recherche des germes exigeants).
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Echantillons des laits

NEGATIF
Test CMT > | Pas de suivi
| bactériologique

POSITIF l

Prélévement a partir du (ou des) quartier (s) positifs

v

Ensemencement en surface (100 pL)

v v v

BCP Chapman GN+ Sang frais 5%

\_ 37°C/24-48h -/
~,

Pousse des Colonies

\/

Gram
Gram + Gram -
Catalase Oxydase
Catalase + Catalase — Oxydase + Oxydase —
(Staphylocoques) (Streptocoques) Pseudomonas Entérobacterie
——

Identification Moléculaire

Organigramme : Démarche pour I’isolement et I’identification des germes rencontrés dans
I’étude
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1.4.1dentification par MALDI-TOF MS
1.4.1. Préparation de la matrice et dépot de 1I’échantillon

La matrice utilisée a été préparée avec I’acide alpha-cyano-4-hydroxycinnamique dans
un mélange de 475 puL d’eau de qualité HPLC, 25 uL d’acide trifluoroacétique et 500 uL
d’acétonitrile dans un tube Eppendorf de 1,5 mL. Apres avoir vortexé la solution pendant
quelques secondes, elle est soniquée pendant 10 min. Puis la solution est centrifugée pendant

5 min a 13000 g. Le surnageant retenu et utilisé comme matrice.

Trois depdts distincts ont été effectués pour les différents isolats (n=14), a partir de
trois colonies différentes pour chaque isolat (Soit n=14x3), sur la cible MSP 96 (Nous avons
utilisé des cultures fraiches sur gélose au sang de mouton, incubées pendant 24 h a 37 °C).
Une fois le dép6t a séché a température ambiante, il a été recouvert par une goutte de 1,5 puL
de la solution matrice. Une deuxiéme étape de séchage est nécessaire pour introduire la plaque

dans I’automate afin de 1’analyser.
1.4.2. Lancement du MALDI-TOF MS et interrogation de la base de données

Le systeme proposé par Bruker Daltonics est composé d’un spectromeétre Microflex et
du logiciel Biotyper3.0 (Bruker Daltonics), pour I’identification des bactéries, mycobactéries,

champignons, et d’autres échantillons.

Les données des spectres sont analysées en prenant en compte la position, la fréquence
des pics et leur intensité. Ils sont ensuite comparés a une base de données issue de réepétitions
spectrales de souches de référence. Les spectres de masse de nos échantillons sont analysés
grace au logiciel Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics). Les spectres ont été enregistrés en mode
linéaire positif pour la gamme de masse de 2000 a 20000 Da. Cette identification étant basée
sur la comparaison de la position, la fréquence et I’intensité des pics du spectre de masse
inconnu avec tous les spectres typiques enregistrés dans la banque de données d’empreintes

spectrales de souches de référence.

Un score de correspondance basé sur les masses identifiées et leur corrélation
d'intensité est généré et utilisé pour le classement des résultats. Un score supérieur a 1,9 est
considéré comme une identification trés probable d’espéce, entre 1,7 et 1,999 comme une
identification probable de genre, requérant d’autres tests. Les scores inférieurs a 1,699 ne

permettent pas d’identification et I’échantillon doit étre repassé ou soumis a d’autres tests.
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1.5. Identification génotypique des isolats

1.5.1. Identification par séquencgage de I’ADNr 16S
1.5.1.1.Extraction de 'ADN

Nous avons utilisé l'automate EZ1 BioRobot (EZ1 XL) de QIAGEN selon le protocole
d’extraction EZ1 Advanced XL Sample & Assay Technologies. La technique des particules
magnétiques donne a I'ADN une haute qualité. Elle est utile pour une utilisation directe
d'amplification. Le rendement dépend de la souche bactérienne, de la densité, du volume

d'échantillon et du volume d'élution.

Le kit EZ1 DNA Tissue (Qiagen) a été utilisé pour I’extraction de I’ADN. Une
suspension cellulaire est préparée dans 100 pL d’eau a qualité biologie moléculaire BioRad, a
laquelle sont ajoutés 80 pL de tampon de lyse G2 et 20 uL de protéinase K. L'extraction dure
15 min. Le tampon et la protéinase K vont permettre d'éliminer les protéines et libérer les
acides nucléiques, qui sont ensuite capturés par les particules magnétiques. Le complexe est
lavé a plusieurs reprises. Lors de I'élution, I'éludt se détache des billes et celles-ci sont
capturées par un systétme d'aimantation qui les retient. Les éluats contenant les ADN
génomiques sont alors récupérés dans des microtubes stériles et conservés a -20 °C jusqu’a

utilisation.

1.5.1.2. Amplification de I’ADN génomique par PCR

La PCR (Standard) a consisté a multiplier la séquence du geéne de I’ADNr 16S de nos
isolats a I’aide d’amorces spécifiques fD1 et rP2 (Tableau 2) encadrant la séquence de ce gene

et générant un amplicon de 1500 bp (Weisburg et al., 1991).

Les réactions d’amplification ont été réalisées dans un thermocycleur Biometra
(LABGENE scientific Instruments, Archamps, France). Le mélange réactionnel

d’amplification d’un volume final de 25 pL contient :

- 5uL d’ADN extrait,

- 13 puL d’eau ultra pure

- 2,5 uL de tampon de PCR 10X,

- 1 puL MgCl; 15 mM (Applied biosystems, Courtaboeuf, France)

- 2,5 pL de déxoxyribonucléotides-triphosphate (dNTP, 2,5 mM: dATP, dCTP,
dGTP etdTTP)

- 0,5 uL d’amorce sens (fD1, 10 uM)

- 0.5 pL d’amorce anti-sens (rP2, 10 uM)
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- 0,25 uL de Tag-ADN polymérase (Qiagen, Courtaboeuf, France).

Les différentes étapes de la PCR standard comprennent une étape de dénaturation
initiale de I’ADN double brin pendant 5 min a 95 °C. Cette étape est suivie de 39 cycles
d’amplification de I’ADN avec

- 60sa94 °C (Dénaturation),
- 505 ab55°C (Appariement des amorces)
- 1 min 30 s a 72 °C (Elongation, temps variable selon la taille du fragment a

amplifier).

Une étape finale de 7 min a 72 °C permet de terminer la synthése des brins inachevés.

1.5.1.3.Controle de I’amplification

Aprés polymérisation des genes ADNr 16S, les échantillons ont été contrélés sur un
gel d’agarose a 1,5 %, contenant du SYBRSafe, agent intercalant, dans une cuve de migration
contenant du tampon Tris-Borate-EDTA (Ethylene-Diamine Tetra-acetic Acid) : TBE 0.5X.
Dans chaque puits 5 pL de produit PCR additionnées a dans 2 pL de bleu de tampon de
charge ont été déposés, puis une migration, pendant 20 min a 135 volts. Le 1 Kb stepladder
(Promega, USA) est utilisé comme marqueur de poids moléculaire. Le gel est examiné sous
lumiére ultraviolette (UV) pour repérer les bandes amplifiées et photographiées a 1’aide d’un

transluminateur a UV.

1.5.1.4. Purification des produits PCR

Afin d’étre séquencés dans de bonnes conditions, les produits d’amplification doivent
étre débarrassés de tous les résidus de la réaction de PCR (dNTPs, amorces, Taq polymérase
et sels). Cette purification a été opérée manuellement par ultrafiltration sur plagque
Nucleofast® 96 (Macherey-Nagel), un vide est appliqué pendant 10 a 15 min a I’aide du
systeme de pompe a vide. L’ADN est retenu par la membrane de plaque Nucleofast alors que
les contaminants passent a travers et sont ¢liminés. L’ADN est récupéré par 1’addition de 50
ML d’eau pure a la membrane portant I’ADN. L’ensemble est agité pendant 10 mn a 500 rpm

pour séparer I’ADN de la membrane.

1.5.1.5.Réactions de séquences

Le séquencage a été effectué en utilisant le kit de séquencage «Big Dye Terminator
Cycle Sequencing » (Applied Biosystems). Cette PCR consiste a amplifier le forward et le

reverse séparément pour les séquencer. Le séquencage a été effectué en utilisant trois couples
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d’amorces (Tableau 2). Le mélange réactionnel de la PCR a un volume total de 10 pL,

contenant:

- Tampon du kit BDV1 (1,5 pL),
- Big Dey Terminator (1 pL),

- Amorce (0,5 pL),

- Eau pure (3 pL),

- ADN (4 pL).

Six tubes de PCR pour chaque isolat sont préparés. La réaction de séquencgage

comprend une étape de dénaturation initiale d’une minute a 95 °C suivie de 25 cycles de :

- Dénaturation a 96 °C pendant 10 s,
- Hybridation pendant 5 s a 50 °C et

- Elongation & 60 °C pendant 7 min.

Tableau 2: Amorces utilisées pour le séquencage d’ADNr 16S

Amorces Sequences Taille Tm (°C) | Références
(pb)

PCR fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 20 56 (Weisburg et
Standard | rP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT 21 62 al., 1991)
PCR 536F CAGCAGCCGCGGTAATAC 18 58 (Drancourt,
BigDye | 536R GTATTACCGCGGCTGCTG 18 58 Bollet, et

800F ATTAGATACCCTGGTAG 17 48 Raoult,

800R CTACCAGGGTATCTAAT 17 48 1997)

1050F TGTCGTCAGCTCGTG 15 48

1050R CACGAGCTGACGACA 15 48

1.5.1.6. Purification sur Sephadex

Les produits amplifiés sont ensuite purifiés par gel-filtration sur des plagques

MultiScreen de Millipore. La résine Sephadex® G50 utilisée permet de dessaler les

¢échantillons et d’éliminer les nucléotides non incorporés et les amorces de PCR en exces. La

plaque 96 puits MultiScreen HV (Multiscreen Filter Plates MAHVN4550) est utilisée comme

support inerte de la résine G50 (Gel sephadex G50 Sigma Aldrich). Les puits de la plaque

MultiScreen HV, sont chargés par la résine seche Sephadex® G-50 Superfine en utilisant le

chargeur de colonne de 45 pL comme suit : la résine Sephadex® G-50 est déposée dans
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chaque puits du chargeur de colonne, I’exces de résine est retiré avec une raclette, la plaque
MultiScreen HV est alors placée a I’envers sur le chargeur jusqu’au butoir, I’ensemble est
enfin retourné. 300 YL d’eau ultra pure sont alors ajoutés dans chaque puits contenant de la
résine, la plaque est fermée avec son couvercle et laissée 3 h a température ambiante. Une fois
les mini-colonnes gonflées dans la plaque MultiScreen, elles peuvent étre stockées a 4 °C.
Pour I'utiliser, la plaque MultiScreen HV est alors placée sur une plaque de micro-titration au
format standard 96 puits. L’ensemble est centrifugé 5 minutes a 1200 g pour éliminer I’eau et

compacter les mini-colonnes.

Apres avoir ajouté 10 pL d’eau ultra pure aux échantillons a purifier, déposer-les
délicatement au centre des mini-colonnes. Placer la plaque MultiScreen HV sur une plaque de
polypropyléne au format standard 96 et centrifuger 5 min a 1200 g. Les filtrats contiennent les

produits purifiés dans 1’eau.

1.5.1.7. Séquencage

Le séquencage est réalisé a I’aide d’un automate (ABI-3130XL Genetic Analyser). Le

résultat est présenté sous forme d’un chromatogramme.

Les séquences des fragments obtenus par les six amorces utilisées, sont des séquences
qui se recouvrent en partie. A ’aide de ces parties communes entre les séquences lues, nous
pouvons reconstituer la séquence consensus. Cette opération d'assemblage est réalisée par le
logiciel Sequencher 4.1.4. Les séquences sont comparées aux seéquences homologues des
banques de données nucléiques de séquence a travers le portail NCBI® en utilisant le
programme BlastN spécifique des séquences nucléiques non codantes au contraire de BlastX,

qui lui est destiné a Blaster des ARNm.

1.5.1.8. Alignement multiple et Analyse phylogénétique

L’alignement multiple des séquences est effectué¢ en utilisant le logiciel MEGA 5.0
disponible sur les sites des bases de données nucléiques et protéiques et libre de droits. Les
arbres phylogénétiques ont été construits avec le programme Mega 5.0, selon la méthode des
distances de Neighborjoining. La matrice des distances est corrigée selon le modéle Kimura a

deux paramétres (o pour les transitions et B pour les transversions) (Tamura et al., 2011).

> http://www.ncbi.gov/Blast.cqgi
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1.5.2. Identification moléculaire par séquengage du géne rpoB

Cette étape a été réalisée pour tous les isolats sauf pour Micrococcus luteus (Isolats 2
et 9 non disponibilité des amorces). L’amplification du géne rpoB est réalisée en utilisant les
amorces décrites dans le Tableau 3. Pour le cas des staphylocoques, I’amplification a été
réalisée avec les amorces 2491F et 3554R (Drancourt et Raoult, 2002), pour E. coli, les
amorces CM7F et CM31bR (Mollet, Drancourt, et Raoult, 1997) et les amorces Pasrpob-L et
Rpob-R pour Aeromonas (Kipfer et al., 2006).

Le mix de réaction PCR pour chaque échantillon est préparé comme expliqué dans la
partie 1.5.1.2 (Page: 37). La PCR s'effectue dans un thermocycleur Biorad selon le

programme suivant:

1. Dénaturation initiale a 95 °C pendant 10 min,

2. 39 cycles comportant : 30 s de dénaturation a 95 °C, 30 s d’hybridation a 53 °C, 3 min
d’¢élongation a 72 °C.

3. Une élongation finale a 72 °C pendant 10 min permettant de terminer la synthése des

brins inachevés.
Le reste des étapes est réalisé par les mémes étapes que celles d’ADNr 16S.

Tableau 3 : Séquences des amorces utilisées pour la PCR standard et le BigDye® du rpoB

Amorce Sequence Taille | Tm | Référence
Seq. (°C)
Staphylococcus | 2491F AACCAATTCCGTATIGGTTT 20 60 | Drancourt
sp et Raoult,
3554R CCGTCCCAAGTCATGAAAC 19 2002)
Escherichia CMT7F AACCAGTTCCGCGTTGGCCTGG 21 46 (Mollet et
coli CM31bR | CCTGAACAACACGCTCGGA 19 al., 1997)
Aeromonas sp | Pasrpob-L | GCAGTGAAAGARTTCTTTGGTTC | 23 55 | (Kupfer
et al.,
Rpob-R GTTGCATGTTNGNACCCAT 19 2006)

R:AouG; N:AT,G,C.
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1.5.3. Identification moléculaire par séquencgage du géne GyrB

L’amplification du géne codant pour le géne gyrB a été réalisée pour 1’isolat C13, car
n’a pas été bien identifié par I’ADNr 16S et rpoB, en utilisant les amorces décrites dans le
Tableau 4 (Kupfer et al., 2006). Les étapes d’identification par séquengage de ce géne sont

réalisées par les mémes étapes que celles d’ADNr 16S.

Tableau 4 : Séquences des amorces utilisées pour la PCR standard et le BigDye® de la GyrB

Amorce Sequence Taille | Tm | Référence
sag. (°C)
Aeromonas | gyrB UP-1S | GAAGTCATCATGACCGTTCTGCA | 23 65 (Kupfer
Spp gyrB UP-2Sr | AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC | 23 et al.,
gyrB UP-3 | ACTACGAGATCCTGGCCAAG 20 56 | 2006)
gyrB UP-4 TCCTCCCAGACCAAGGAC 18
gyrB UP5r | GCCTTCTTGCTGTAGTCCTCT 21 60
gyrB UP6r GCAGAGTCCCCTTCCACTATGTA 23

1.5.4. Identification moléculaire par séquencage du gene gap

Nous avons défini les amorces pour I’amplification du gene gap en utilisant le
logiciel Primer3 (v.0.4.0). Les oligonucléotides obtenus par le programme ont été testées sur
le logiciel Primer-Blast (NCBI Blast®) dans le but de verifier leur efficacité in silico. Les
amorces du gene gap pour les 14 isolats présentaient une longueur de 18 a 25 nucléotides. La
synthése par voie chimique des amorces a été faite a I’entreprise EUROGENTEC S.A. (Liége,

BELGIUM). Les caractéristiques de ces amorces sont présentées dans le tableau 5.

Les étapes d’identification par séquencage de ce géne sont réalisées par les mémes

étapes que celles d’ADNTr 16S.
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Tableau 5: Caractéristiques des amorces utilisées pour la PCR standard et le BigDye de la
GAPDH

Isolats Amorces Séquences Taille m
S€q.(Pb) | (oc)
Staphylococcus | gapStaph F GGTTTTGGTAGAATTGGTCG 20 56
gapStaph R CATTTCGTTATCATACCAAGC 21 59
Escherichia coli | gapcoli F TGGTCTAAGCCTGGAAAGGA 20 60
gapcoli R ATGGTAAACATGGCCTGCAT 20 58
Micrococcus gapMicro F | ATGACCAAGATCGCCATC 18 56
luteus gapMicroR | GAGCTTCGAGCCGATGAGG 19 60
Aeromonas spp | gapAero F GCAATTTCAGACAGATTGTTGG | 22 52
gapAero R TCAGAAGAGAGGGTCGGAAA 20 56

1.6. Analyses bioinformatiques

Les analyses bioinformatiques ont concerné les séquences nucléiques des génes
ADNT16S, rpoB et gap.

Pour le cas des séquences ADNr 16S, un BlastN a été réalisé pour confirmer la place
systématique des 14 isolats par estimation de leurs homologies avec les séquences de la base
de données GenBank, puis la prédiction de la structure 2D de ce géne, avec une estimation de

son énergie libre (AG®), a été réalisée en utilisant le programme bioinformatique MFOLD.

Les séquences du gene rpo B ont été confrontées aux seéquences de GenBank en
utilisant le programme BlastX afin de vérifier I’homologie des génes de 12 isolats ayant été
concernés par cette analyse. Cette étape de blasting corrobore encore plus la place
systématique de nos isolats ; car la seule confrontation avec le géne ADNr 16S ne serait pas
satisfaisante pour confirmer I’espéce. En fin, les structures 2D des séquences des genes rpo B,
des 12 isolats, ainsi que leurs énergies libres (AG®) ont été calculées en utilisant le programme
MFOLD.

Les séquences géniques de la GAPDH ont été alignées avec le programme BlastX
pour Vérifier leurs homologies avec les séquences de GenBank. Une deuxiéme étape a
concerné la traduction de ces génes en séquences protéiques, lesquelles ont fait 1’objet d’une

estimation des structures 2D et 3D. Les structures 2D des protéines du gene GAPDH ont été
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prédites en utilisant le programme bioinformatique GOR IV (Garnier, Gibrat, et Robson,

1996), tandis que les structures 3D des mémes sequences protéiques, ont été modélisees en

utilisant le programme bioinformatique MODELLER (Pieper et al., 2004) et le logiciel

Phyre2. Les techniques de modélisation et de prédiction 3D étant :

Template modeling : se basant sur un modele 3D connu. Cette approche englobe deux
méthodes : a : Homologie modeling (modélisation par homologie des séquences) et b :
Threading : se basant sur la reconnaissance des coudes (Fold)

Template-Free Modeling : modélisation sans aucun modeéle préalablement connu au
sein des bases de données structurales. La technique utilisée dans cette approche étant
la méthode Ab initio.

1.6.1. Prédiction de la structure secondaire des genes ADNr 16S et rpoB

L’approche expérimentale (In silico) pour la modélisation bioinformatique de la

structure 2D des génes ADNr 16S et rpoB s’est basée sur les étapes suivantes :

Acquisition de la structure primaire du géne : Les différentes séquences (structures
primaires) ont été obtenues aprés amplification des genes concernés par le séquencage.
Celui-ci ayant été réalisé a ’URMITE (Unit¢é de Recherche sur les Maladies
Infectieuses et Tropicales ; Marseille - France).

Confirmation de 1’homologie des séquences : L’homologie ayant été déterminée par
Blasting des séquences sur le portail NCBI. Les programmes BLASTN (pour le géne
ADNTr 16S) et BLASTX (pour le géne rpo B) ont été utilisés pour cette fin. Les valeurs
de scores et des E-values (égales & zéro ou trés proches de zéro) confirment I’homologie
de nos séquences avec celles de la base de données. On peut considérer que le seuil de
20-25% (Twilight Zone) est un minimum pour distinguer une homologie d’une
ressemblance fortuite.

Programmation dynamique et prédiction de la structure 2D des genes : Contrairement a
I’algorithme combinatoire de Pipas et McMahon (1975) qui calcule toutes les tiges et
boucles (voir annexe B) possibles entrant dans une quelconque structure 2D (2"
possibilités si n = taille du géne) puis détermine I’énergie minimale AG® de repliement
de la structure 2D correspondante, nous avons utilisé I’algorithme de Zuker (1981) de
méme principe que celui de Nussinov (1978). L’algorithme se base sur la
programmation dynamique (algorithme non combinatoire mais recursif) et prédit en des
temps trés courts (Van Knippenberg et Hilbers, 1986) la structure secondaire du gene
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avec une énergie de repliement AG° minimale. Cet algorithme évalue la contribution
des paires de bases prises individuellement (AU, GC : paires canoniques ou Watson et
Crick et GU : paire non canonique ou Wobble) dans la structure 2D de la chaine
polynucléotidique du gene. Une seule différence entre Zuker et Nussinov réside dans
le fait que Zuker considére que 1’énergie d’une paire de base est calculée en fonction de
la paire de base précedente (Stacking). Le programme bioinformatique utilisé pour
prédire la structure 2D des genes est le MFOLD ver 3.6. Ce programme étant
opérationnel depuis sa mise sur site Internet en 1995 a I’école de médecine de

I’Université Washington.

1.6.2. Prédiction des structures 2D de la GAPDH a partir des séquences

La structure 2D a été déterminée a partir des structures primaires des séquences
GAPDH. Cette modélisation 2D a pour objectif principal de déterminer :

i. les zones de la GAPDH ayant une structure hélicoidale alpha (a-helix),
ii.  les zones ayant une structure en feuillet béta (B-Sheets)

iii.  les zones sans structures alpha ni béta : zones coudes ou boucles (Turns)

Cette structure 2D est en fait le résultat de la libre rotation des deux angles Phi (® : Ca-
NH) et PSI (¥ : Ca-CO) ; I’angle oméga (o :C’i-Njs; ) étant fixe pour toutes les structures
secondaires. De maniere générale, les angles diedres Phi et Psi adoptent des valeurs
déterminées spécifiques de chacune des deux conformations (alpha et béta) : pour 1’hélice
alpha Phi = -57° et Psi=-47° ; pour le feuillet béta ’angle Phi = -139° et I’angle Psi = +135°.

Les différentes combinaisons d’angles Phi et Psi, pour prédire une structure 2D, se
résument dans le diagramme de Ramachandran lequel a été accompagné dans toutes les

structures secondaires prédites pour GAPDH.

La prédiction des structures 2D des séquences GAPDH a été réalisée a ’aide du
programme bioinformatique GOR IV (GOR : Garnier-Osguthorpe-Robson) disponible sur le
serveur du Pole Biolnformatique Lyonnais (PBIL, Lyon, France)®. Ce programme
informatique prend en considération les trois états de la structure secondaire, a savoir 1’hélice

a, le feuillet B et les coudes et renvoie un résultat Q3 de 65%.

® https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_seccons.html
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Le programme GOR VI a pour principe la propension de tout acide aminé, au sein
d’une séquence de taille égale a huit résidus amino-acides, a étre présent dans une structure

secondaire donnée (1’hélice a, le feuillet B et les coudes) (Kouza et al., 2017).

Les conventions de représentation des structures 2D de base pour le programme GOR
VI sont :
i.  h:helix =hélice a
ii. e:extended strand = feuillet

iii. ¢ coil =coude (ou boucle)

1.6.3. Prédiction des structures 3D de la GAPDH a partir des sequences

Les étapes suivies pour prédire les modeles 3D protéiques sont résumées dans le

diagramme suivant :

46



Chapitre I: Identification rapide des bactéries responsables des mammites subcliniques

Séquence protéique

Alignement (Blast ou PSI-Blast)

Homologie de

structure Modélisation par homologie des
primaire séquences. Logiciels : Nest,
connue ? SegMod, MODELLER

[ Reconnaissance du Pli ]

Pli
reconnu ?

Threading (reconnaissance des
coudes). Logiciels : Raptor I,
Tasser, Phyre, Loopp
L 4

Prédiction Ab initiode la ~ 4................ , Modéle de la structure 3D
structure :Logiciel Rosetta :

Diagramme : Etapes pour la prédiction des structures 3D
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2. RESULTATS
2.1.Caractérisation phénotypique des isolats bactériens

Quatorze isolats bactériens (Six de Constantine et huit de Batna) ont été
partiellement caractérisés en utilisant les tests physiologiques respiratoires (De 1’oxydase et la

catalase) et la coloration différentielle de Gram (Tableau 6).

Tableau 6: Résultats de la coloration de Gram et des tests phénotypiques respiratoires des
isolats bactériens

Isolats Tests
Gram Catalase Oxydase

Bl + + NR
B2 + + NR
B3 + + NR
C4 + + NR
B5 + + NR
B6 + + NR
C7 - NR -
C8 + + NR
B9 + + NR
C10 - NR -
Bll + + NR
C12 + + NR
C13 - NR +
B14 + + NR

+: Test positif ; - : Test négatif ; NR : Non Réalisé ; B : Batna ; C : Constantine

2.2.1dentification par MADI-TOF MS

Les 14 isolats bactériens ont été soumis a une analyse de cellule entiére de type
MALDI-TOF MS. Le "score", basée sur les masses identifiées et la corrélation de leurs
intensités, est géenéré et utilisé pour classer les résultats. Tous les isolats testés ont donné un

profil protéique visible avec un score d'identification de 2,.016 a 2,223 (Tableau 7).
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Tableau 7: Scores d’identification par MALDI-TOF MS

Isolat MALDI-TOF
Resultats Scores
Bl Staphylococcus cohnii 2,223
B2 Micrococcus luteus 2,149
B3 Staphylococcus hominis 2,188
C4 Staphylococcus haemolyticus 2,228
B5 Staphylococcus hominis 2,222
B6 Staphylococcus hominis 2,137
C7 Escherichia coli 2,16
C8 Staphylococcus xylosus 2,163
B9 Micrococcus luteus 2,215
C10 Escherichia coli 2,149
B11l Staphylococcus haemolyticus 2,189
C12 Staphylococcus equorum 2,016
C13 Aeromonas spp >2
B14 Staphylococcus hominis 2,223

Pour I’isolat C13, le MALDI-TOF a donneé plusieurs especes appartenant au genre

Aeromonas avec les scores suivants :

— A.salmonicida : 2,18
— A, bestiarum : 2,159

— A. eucrenophila : 2,138
— A. popoffii : 2,068

La figure 10 représente les spectres de masse des différentes espéces bactériennes,

réalisés par le logiciel MALDI Biotyper de Bruker.
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Figure 10: Empreintes spectrales obtenues a partir de colonies entiéres des différents isolats
bactériens

Les listes des pics dérivées a partir des spectres peuvent étre utilisées aussi bien pour

I'identification, que pour la génération d'un dendrogramme de classification. Le score obtenu
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dans ce contexte est utilisable pour la production de dendrogrammes et I'analyse de la relation
de parenté des individus (Fig. 11). Cette approche permet une veéritable comparaison entre les

profils protéiques des bactéries isolées.

Aeromonas spp (13)

E. coli(7)

M. luteus (2)

S. heamolyticus (11)

S. cohnn (1)

S. hominis (6)

5. equorum (12)

S. xylosus (8)

1 | 1 | | 1 |
1000 900 800 700 600 500 400
Distance Level

Figure 11: Dendrogramme des isolats bactériens (Sans redondance) réalisé avec le logiciel
MALDI BioTyper TM 3.0 (Bruker Daltonics)

2.3.ldentification génotypique

2.3.1. Amplification et séquencage de I’ADNr 16S

Les amplifiats d’AND ont migré dans la région 1500 pb du gel d"agarose a 1,5 %. Une

bande d’amplification unique a 1500 pb a été obtenue pour tous les isolats (Fig. 12).
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1500 pb

Figure 12: Résultat de 1’¢lectrophorese sur gel d’agarose 1,5 % des produits d’amplification
par PCR du gene ADNr 16S. M : Marqueur de taille. 1,2,...,14 : Isolats

Les résultats du séquencage des 14 isolats peuvent étre consultés en annexe C. Les
séquences obtenues ont été comparées avec celles de la base de données Nucleotide en
utilisant 1’outil bioinformatique BlastN. Une bonne identification est conséquente d’un
pourcentage d’identité supérieur ou eégal a 97% entre isolat et celle de Nucleotide
(Stackebrandt et Goebel, 1994). Les séquences du gene de I’ADNr 16S obtenues ont été
enregistrées dans la banque EMBL sous les numéros d'acces mentionnés dans le tableau 8.

L’alignement multiple de ces séquences est présenté dans I’annexe D.

Pour I’analyse du géne de I’ADNr 168, tous les isolats ont été correctement identifiés

sauf pour :

— L’isolat C8 : sa séquence est 99,86 % identique a celle du géne de I'ADNr 16S de S.
saprophyticus (GenBank Accession No. EU855210.1) et 99,73 % identique a celle de
S. xylosus (GenBank Accession No. LN554884.1).
— L’isolat C13 montre un partage de similitude avec quatre espéces du genre
aeromonas:
— 99,66 % avec A. salmonicida (GenBank Accession No. AY910844.1),
— 99,66 % avec A. bestiarum (GenBank Accession No. AY987755.1),
— 99,60 % avec A. bestiarum (GenBank Accession No. NR_026089.2) et
— 99,26 % avec A. encheleia (GenBank Accession No.NR_118042.1).
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Tableau 8: Codes EMBL des séquences d’ADNTr 16S pour les 14 isolats et leurs noms

systématiques

Isolats Reésultats aprés Blasting N° Accession (codes) sur EMBL
1 | B1 | Staphylococcus cohnii HG941657
2 | B2 | Micrococcus luteus HG941658
3 | B3 | Staphylococcus hominis HG941659
4 | B5 | Staphylococcus hominis HG941661
5 | B6 | Staphylococcus hominis HG941662
6 | B9 | Micrococcus luteus HG941665
7 | B11 | Staphylococcus haemolyticus | HG941667
8 | B14 | Staphylococcus hominis HG941670
9 | C4 | Staphylococcus haemolyticus | HG941660
10 | C7 | Escherichia coli HG941663
11| C8 | Staphylococcus xylosus HG941664
12 | C10 | Escherichia coli HG941666
13 | C12 | Staphylococcus equorum HG941668
14 | C13 | Aeromonas spp HG941669

La diversité phylogénétique et la position taxonomique de ses isolats (Fig. 13) ont été

évaluées en utilisant le programme Mega 5.0.
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- A Staphylococcus hominis (6)

100 A Staphylococcus hominis (14)

A Staphylococcus hominis (5)

81
4 | A Staphylococcus hominis (3)

@ Staphylococcus haemolyticus (4)
10Q,
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L A Staphylococcus haemolyticus (11)
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Figure 13: Arbre phylogénétique construit avec la méthode Neighbor-joining montrant les
liens phylogénétiques entre les séquences basées sur les génes d’ADNr 16S des isolats
bactériens. Les nombres figurant au niveau des nceuds indiquent les valeurs de Bootstrap pour

1000 replicats.
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2.3.2. Amplification et séquencage du gene rpoB

Les amplifiats d’AND ont migré dans la région 1000 pb du gel d’agarose a 1,5 %. Une

bande d’amplification unique a été obtenue pour tous les isolats (Fig. 14).

Figure 14: Résultats de la migration électrophorétique sur gel d’agarose 1,5 % des produits
d’amplification par PCR du géne rpoB

Les résultats d’identification par le programme bioinformatique BlastN sont présentés

dans I’annexe C.

L’isolat C8 a été identifié comme S. xylosus (Accession No. LN554884.1) avec un
pourcentage d’identité de 96,05 % et comme S. saprophyticus (Accession No. AP008934.1)
avec 90,38 % d’identité.

Le BlastN de la séquence rpoB pour I’isolat C13 a montré qu’il partage une identité

variable a I’intérieur du genre Aeromonas :

— 100 % avec A. encheleia (GenBank Accession No. AY851136.1),

— 99,61 % avec A. salmonicida (GenBank Accession No. AY851099.1),
— 98,45 % avec A. popoffii (GenBank No. AY851138.1) et

— 97,87 % avec A. bestiarum (GenBank Accession No. AY851095.1).

Par contre, son géne gyrB partage une identité de :

— 98,032 % avec A.bestiarum (GenBank Accession AY987521.1),

— 97,99 % avec A. salmonicida (GenBank Accession No. CP000644.1),
— 97,85 % avec A. hydrophyla (GenBank Accession No. AF417624.1) et
— 96,87 % avec A. encheleia (GenBank Accession No. AF417635.1).
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Chapitre I: Identification rapide des bactéries responsables des mammites subcliniques

Les séquences du géne rpoB obtenues ont été soumises dans la banque européenne

EMBL sous les numéros d'acces mentionnés dans le tableau 9. L’alignement multiple de ces

séquences est présenté dans I’annexe D.

Tableau 9: Codes EMBL des sequences du gene rpoB

Souches Nom N° d’accession
rpoB
Geéne Traduction

1 Staphylococcus cohnii LM651917 CDX05291.1
2 Micrococcus luteus Non fait (pour cause des amorces)
3 Staphylococcus hominis LM651918 CDX05292.1
4 Staphylococcus LM651919 CDX05293.1

haemolyticus
5 Staphylococcus hominis LM651920 CDX05294.1
6 Staphylococcus hominis LM651921 CDX05295.1
7 Escherichia coli LM651922 CDX05296.1
8 Staphylococcus xylosus LM651923 CDX05296.1
9 Micrococcus luteus Non fait (pour cause des amorces)
10 Escherichia coli LM651924 CDX05298.1
11 Staphylococcus LM651925 CDX05299.1

haemolyticus
12 Staphylococcus equorum LM651926 CDX05300.1
13 Aeromonas spp. A été soumise apres finalisation de la these
14 Staphylococcus hominis LM651927 CDX05301.1

La diversité phylogénétique et la position taxonomique de ses isolats (Fig.15) ont été

évaluees en utilisant le programme Mega 5.0.
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- A Staphylococcus hominis (6)
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Figure 15: Arbre phylogénétique construit avec la méthode Neighbor-joining montrant les
liens phylogénétiques entre les séquences rpoB des isolats bactériens.Les nombres figurant au
niveau des nceuds indiquent les valeurs de Bootstrap (1000 réplicats)

2.3.3. Utilisation de la méthode MLST pour I’identification de I’isolat C13

Les différentes méthodes que nous avons utilisées n’ont pas permis une identification
précise de I’isolat C13 jusqu’au niveau de I’espéce. Nous avons donc utilis¢ la méthode
MLST avec les genes rpoB et gyrB pour pouvoir trancher la position taxonomique de cet
isolat. La figure 16 montre 1’arbre phylogénétique sur les séquences concaténées des deux

génes de différentes especes d’Aeromonas.
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94 CP000644.1 Aeromonas salmonicida
AY851095.1 Aeromonas bestiarum
[ Isolat 13
| AY851136.1 Aeromonas encheleia
—
0.002

Figure 16 : Arbre phylogénétique construit avec la méthode Neighbor-joining montrant les
liens phylogénétiques entre les séquences concaténées des genes rpoB (534 pb) et gyrB
(1244pb) des espéces du genre Aeromonas

2.4. Analyses bioinformatiques

Les résultats des analyses bioinformatiques sont présentés dans les tableaux 10-14.
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Tableau 10: Structures 2D des ADNr 16S et rpoB séquencés des différents isolats et leurs énergies libres AG®

Isolat ADNr 16S rpoB
Structure secondaire Nbr pb AG° Structure secondaire Nbrpb | AG®
kcal/mol kcal/mol.

Bl 1504 | -540.91 866 | -233.55
Staphylococcus £
cohni , e

- £ = ”i’%“" o
% \-a-a‘_ <y = {%;_,
= d <

B2 . 1486 -596.14 | Non fait

Micrococcus j74

luteus N"x i

X
-
& =
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B9

Micrococcus

luteus

1486

-596.43

C4

Staphylococcus
haemolyticus

1502

-535.87

866

-226.19

B1l1l

Staphylococcus
haemolyticus

1502

-534.32

866

-222.20
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C8
Staphylococcus
xylosus

1504

-539.80

866

-238.04

B3
Staphylococcus
hominis

1502

-541.75

866

-225.87

B5
Staphylococcus
hominis

1502

-541.75

866

-225.87
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B6
Staphylococcus
hominis

1502

-541.96

866

-232.18

B14
Staphylococcus
hominis

1502

-541.75

866

-225.87

C7
Escherichia
coli

1503

-587.36

879

-313.36
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C10
Escherichia
coli

1503

-589.60

879

-312.83

C12
Staphylococcus
equorum

1504

-536.67

866

-235.95

C13
Aeromonas ssp

1508

-606.08

517

-176.38
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Tableau 11 : Résultats des sequences protéiques de la GAPDH contre BlastP

Echantillon Séquences Nombre | Nomdu BLASTP | N° Genbank Score | % Identité | E-
AA value
B1 >B1 201 glyceraldehyde-3- AFK29583.1 592 100% 0
Staphylococcus | 'GRLAFRRIQDVEGIDVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTTQGRFTGEVE phosphate
cohni VEENGFRVNGLEVKSFSEPDPSKLPWGDLDIDVVLECTGLFTDKEKA dehydrogenase
EAHINAGAKKVLISAPAKGDLKTIVYNTNHDTLDGSEDVVSGASCTT [Staphylococcus
NSLAPVAKVLNDEFGLIEGFMTTIHAYTGDQSTQDAPHRKGDKRRAR cohnii]
AAAENIIPNSTGAAKAIGLVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTELTVVL
DKNVSIEDVNNAMKNASNESFGYTEDEIVSSDVIGMTYGSLFDATQT
RVMTVGD
B2 >B2 293 glyceraldehyde-3- WP_036338569.1 | 604 99.317 0
Micrococeus DRGHENLELVAVNDLADPEDLFWLTQYDTILGRYPGELERTEKGFRIDG phosphate
luteus RDVAFFQEADPTKLPWGELGVDLVIECTGIFTTGPKAQAHLDAGAKKY dehydrogenase
LISAPAKEVDGTFVMGVNEHTYDAETMHIVSNASCTTNCLAPMAKVLN [Micrococcus Iuteus]
DEFGIVDGIMTTIHAYTGDQNLHDNVHKKDRRRARAAAQNMVPTSTG
AAKAIGEVIPELKGKLDGFAMRVPTITGSATDLTVELTRHVEVEEINAAF
KKAAESGPLQGRLVYSEDPIVSSDIITSPAACTFDAPLTKSIGQTVKIIGW
B3 >B3 292 glyceraldehyde-3- EEK13041.1 594 100% 0
Staphylococcus | |GRLAFRRIQDVEGIEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFNGDVE phosphate
hominis VVEGGFRVNGKEVKSFEEPDASKLPWGDLDIDVVLECTGFYTEKEKA dehydrogenase
EAHINAGAKKVLISAPAKGDVKTIVFNTNHKDLDGSETVVSGASCTT [Staphylococcus
NSLAPVAKVLNDEFGIVEGLMTTIHAYTGDQMTQDGPHRKGDKRRA hominis]
RAAAQNIVPNSTGAAKAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVTV
VLEKEVTVEDVNKAMKNAADESFGYTEDEIVSSDIVGMNFGSLFDAT
QTRVISVGDK
C4 >C4 287 glyceraldehyde-3- BAE05422.1 586 100% 0

Staphylococcus
haemolyticus

RRIQDVEGIEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFTGEVEVIDGGF
RVNGKEVKSYEEPDASKLPWGDLDIDVVLECTGFYTDKEKAEAHINA
GAKKVLISAPAKGDVKTIVFNTNHNDLDGSETVVSGASCTTNSLAPV
AKVLSDEFGLVEGLMTTIHAYTGDQMTQDGPHKKGDKRRARAAAQ
NIVPNSTGAAKAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVTVVLEKD
VTVEDVNKAMKNASNESFGY TEDEIVSSDVVGMTYGSLFDATQTRV
MSVGDRQ

phosphate
dehydrogenase
[Staphylococcus
haemolyticus
JCSC1435]
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/388330703?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YYKZPTFP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/738386653?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=YYHT8N0201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/228271694?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YYMCYED8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/68447838?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YYMU5J84015
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B5 >B5 286 glyceraldehyde-3- EEK13041.1 582 100%
Staphylococcus RIQDVEGIEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFNGDVEVVEGGF phosphate
hominis RVNGKEVKSFEEPDASKLPWGDLDIDVVLECTGFYTEKEKAEAHINA dehydrogenase
GAKKVLISAPAKGDVKTIVFNTNHKDLDGSETVVSGASCTTNSLAPV [Staphylococcus
AKVLNDEFGIVEGLMTTIHAYTGDQMTQDGPHRKGDKRRARAAAQ hominis]
NIVPNSTGAAKAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVTVVLEKE
VTVEDVNKAMKNAADESFGYTEDEIVSSDIVGMNFGSLFDATQTRVI
SVGDKQ
B6 >B6 283 glyceraldehyde-3- EEK13041.1 573 100%
Staphylococcus DVEGIEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFNGDVEVVEGGFRV phosphate
hominis NGKEVKSFEEPDASKLPWGDLDIDVVLECTGFYTEKEKAEAHINAGA dehydrogenase
KKVLISAPAKGDVKTIVFNTNHKDLDGSETVVSGASCTTNSLAPVAK [Staphylococcus
VLNDEFGIVEGLMTTIHAYTGDQMTQDGPHKKGDKRRARAAAQNIV hominis]
PNSTGAAKAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVTVVLEKEVTV
EDVNKAMKNAADESFGYTEDEIVSSDVVGMNFGSLFDATQTRVISVG
DKQ
C7 >C7 333 Full=Glyceraldehyde | P58072.1 677 99.40%
Escherichia coli | MSKVGINGFGRIGRLVLRRLLEVKSNIDVVAINDLTSPKILAYLLTHDS -3-phosphate
NYGPFPWSVDFTEDSLIVDGKSIAVYAEKEAKNIPWKAKGAEIIVECT dehydrogenase C:
GFYTSAEKSQAHLDAGAKKVLISAPAGEMKTIVYNVNDDTLDGNDTI Escherichia coli
VSVASCTTNCLAPMAKALHDSFGIEVGTMTTIHAYTGTQSLVDGPRG
KDLRASRAAAENIIPHTTGAAKAIGLVIPELSGKLKGHAQRVPVKTGS
VTELVSILGKKVTAEEVNNALKQATTNNESFGYTDEEIVSSDIIGSHFG
SVFDATQTEITAVGDLQLVKTVAWYDNEYGFVTQLIRTLEKFAKL
C8 >C8 271 glyceraldehyde-3- WP_039068645.1 | 556 100%
Staphylococcus VDGIDVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFTGEVEVENDGFRVNGQ phosphate
xylosus EVKSFSEPEPSKLPWKDLDIDVVLECTGFFADKEKAEAHIEAGAKKVLIS dehydrogenase
APATGDLKTIVYNTNHQELDGSETVVSGASCTTNSLAPVAKVLNDDFG [Staphylococcus
LVEGFMTTIHAYTGDQSTQDAPHRKGDKRRARAAAENIIPNSTGAAKAI xylosus]
GLVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTELTVVLEKNVSIEDVNASMKNAS
NESFGYTEDEIVSSDVIGMTYGSLFDAT
B9 >B9 293 type | WP_036338569.1 | 599 98.635
Micrococcus RDRGHEGLELVAVNDLADPEDLFWLTKYDTILGRYPGELERTEKGFRI glyceraldehyde-3-
luteus DGSDVAFFQEADPTKLPWGELGVDLVIECTGIFTTGPKAQAHLDAGA phosphate
KKVLISAPAKEVDGTFVMGVNEHTYDAETMHIISNASCTTNCLAPMA dehydrogenase

KVLNDEFGIVDGIMTTIHAYTGDQNLHDNVHKKDRRRARAAAQNMYV
PTSTGAAKAIGEVIPELKGKLDGFAMRVPTITGSATDLTVELTRHVEV
EEVNAAFKKAAESGPLQGRLVYSEDPIVSSDIITSPAACTFDA
PLTKSIGQTVKVIG

[Micrococcus luteus]
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/228271694?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YYMCYED8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/228271694?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YYMCYED8014
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Bl1l >B 11 287 glyceraldehyde-3- EZ138298.1 585 100%

Staphylococcus | RRIQDVEGIEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFTGEVEVVDGG phosphate

haemolvticus FRVNGKEVKSYEEPDASKLPWGDLDIDVVLECTGFYTDKEKAEAHIN dehydrogenase

y AGAKKVLISAPAKGDVKTIVFNTNHNDLDGSETVVSGASCTTNSLAP [Staphylococcus

VAKVLSDEFGLVEGLMTTIHAYTGDQMTQDGPHKKGDKRRARAAA haemolyticus
QNIVPNSTGAAKAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVTVVLEK JCSC1435
DVTVEDVNKAMKNASNESFGYTEDEIVSSDVVGMTYGSLFDATQTR 1
VMSVGDRQ

C12 >C12 286 glyceraldehyde-3- WP_046465088.1 | 569 99%

Staphylococcus | RIQDVEGIDVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTTQGRFTGEVEVEKDGFR phosphate

equorum VNGQEVKSFSEPEPSKLPWKDLDIDVVLECTGFFADKEKAEAHIDAG dehydrogenase
AKKVLISAPATGDLKTIVYNTNHSELDGSETVVSGASCTTNSLAPVAK [Staphylococcus
VLNDDFGLVEGFMTTIHAYTGDQSTQDAPHRKGDKRRARAAAENIIP equorum]
NSTGAAKAIGLVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTELTVVLEKDVSVE q
DVNAAMKNASDESFGYTEDEIVSSDVIGMTYGSLFDATQTRVRQLEIT
N

B14 >Bl14 294 glyceraldehyde-3- EEK13041.1 599 100%

Staphylococcus RIGRLAFRRIQDVEGIEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFNGDV phosphate

hominis EVVEGGFRVNGKEVKSFEEPDASKLPWGDLDIDVVLECTGFYTEKEK dehydrogenase
AEAHINAGAKKVLISAPAKGDVKTIVFNTNHKDLDGSETVVSGASCT [Staphylococcus
TNSLAPVAKVLNDEFGIVEGLMTTIHAYTGDQMTQDGPHRKGDKRR hominis]
ARAAAQNIVPNSTGAAKAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVT
VVLEKEVTVEDVNKAMKNAADESFGYTEDEIVSSDIVGMNFGSLFDA
TQTRVISVGDKQ

66
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/815843590?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YYRDSYMG015
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Tableau 12: Structures secondaires de GAPDH prédites avec le programme bioinformatique GOR IV

Isolat Prédiction de la structure secondaire avec GOR 1V (h :helice, e : feuillet, ¢ : boucle) Propriétés

Bl

Staphylococcus 10 20 30 40 50 60 70 80 90 201 aa

cohni I I I | I I I I I
UNK_707090 IGRLAFRRIQDVEGIDVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTTQGRFTGEVEVEENGFRVNGLEVKSFSEPDPSKLPWGDLDIDVVLECTGLFTDKEKAEAH Al . 0
MLRC heehheh eeeee hhhhhhhhhhh ecceeeee eeeeeeeee eeeeee hhhhhhh Helice o (Hh) : 69 (2371 /0)
Sec.Cons. heehheh eeeee hhhhhhhhhhh ecceeeee eeeeeeeee eeeeee hhhhhhh FeuHIetB (Ee):79 (27.1596)

107 117 127 137 147 157 167 177 187

UNK_707090 INAGAKKVLISAPAKGDLKTIVYNTNHDTLDGSEDVVSGASCTTNSLAPVAKVLNDEFGLIEGFMTTIHAYTGDQSTQDAPHRKGDKRRARAAAENI

MLRC hhh eeeee eeeeeee eeee hhhhhhhhhhhhhchhhhhheeeee hhhhhhhhhh
Sec.Cons. hhh eeeee eeeeeee eeee hhhhhhhhhhhhhchhhhhheeeee hhhhhhhhhh
204 214 224 234 244 254 264 274 284

UNK_707090 IPNSTGAAKAIGLVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTELTVVLDKNVSIEDVNNAMKNASNESFGYTEDEIVSSDVIGMTYGSLFDATQTRVMTVGD

MLRC hheeeeee eeee eeeeeee hhhhhhhhhh eeecceeee hhhceeeee
Sec.Cons. hheeeeee eeee eeeeeee hhhhhhhhhh eeecceeee hhhceeeee
T T T
AT A 11O 1 O 1
AP A oo o e o
1 1 1
58 188 158 288

Coude (Cc): 143 (49.14%)
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B2 10 20 30 40 50 60 70 80 90
. I I I I I I I I I
Micrococcus UNK_483870 DRGHENLELVAVNDLADPEDLFWLTQYDTILGRYPGELERTEKGFRIDGRDVAFFQEADPTKLPWGELGVDLVIECTGIFTTGPKAQAHLDAGAKKVL 293 aa
IUtEUS MLRC eeeeee hhhehhhhhhhh hhhhh ee eeeeee eeeeee ee hhhhhh eee
Sec.Cons. eeeeee hhhehhhhhhhh hhhhh ee eeeeee eeeeee ee hhhhhh eee Hélice GI(FIh)Z 87 (29.699@)
L T R A Feuillet p (Ee) : 60 (20.48%)
UNK_483870 ISAPAKEVDGTFVMGVYNEHTYDAETMHIVSNASCTTNCLAPMAKVLNDEFGIVDGIMTTIHAYTGDQNLHDNVHKKDRRRARAAAQNMVPTSTGAAKA )
MLRC ce ceecee eeeeec . cchhhhhhhhhhhhhhcccccheeeeeee hchhhhhhhhhh hhhh Coude (Cc): 146 (49.83%)
Sec.Cons. ee eeeeee eeeee hhhhhhhhhhhhhh heeeeeee hchhhhhhhhhh hhhh
206 216 226 236 246 256 266 276 286
UNK_483870 IGEVIPELKGKLDGFAMRVPTITGSATDLTVELTRHVEVEEINAAFKKAAESGPLQGRLVYSEDPIVSSDIITSPAACTFDAPLTKSIGQTVKIIGW
MLRC hhhhhhhhh ee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh eeeee ee hchcceeeee
Sec.Cons. hhhhhhhhh ee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh eeeee ee hchcceeeee
w1 e e 1 e 1 T {
L 11 11111 111114 1111
58 188 158 208
10 20 30 40 50 60 70 30 90

B9
Micrococcus
luteus

b9xxxx@  RDRGHEGLELVAVNDLADPEDLFWLTKYDTILGRYPGELERTEKGFRIDGSDVAFFQEADPTKLPWGELGVDLVIECTGIFTTGPKAQAHLDAGAKKV

MLRC eeeeee hhhhehhhhhhh hhhh ee eeeee eeeeee ee hhhhhh ee
Sec.Cons. eeeeee hhhhehhhhhhh hhhh ee eeeee eeeeee ee hhhhhh ee
108 118 128 138 148 158 168 178 188

b9xxxx@  LISAPAKEVDGTFVMGVNEHTYDAETMHIISNASCTTNCLAPMAKVLNDEFGIVDGIMTTIHAYTGDQNLHDNVHKKDRRRARAAAQNMVPTSTGAAK

MLRC eee eeeeee eeeee hhhhhhhhhhhhhh heeeeeee hchhhhhhhhhh hhh
Sec.Cons. eee eeeeee eeeee hhhhhhhhhhhhhh heeeeeee hchhhhhhhhhh hhh
206 216 226 236 246 256 266 276 286

b9xxxx®  AIGEVIPELKGKLDGFAMRVPTITGSATDLTVELTRHVEVEEVNAAFKKAAESGPLQGRLVYSEDPIVSSDIITSPAACTFDAPLTKSIGQTVKVIG

MLRC hhhhhhhhhh ee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh eeeee ee h eeeee
Sec.Cons. hhhhhhhhhh ee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh eeeee ee h eeeee
O e o e 11 e 11 11 B O o 1
gl e 11 1 1 1111
a8 188 1‘58 288

293 aa

Hélice o (Hh) : 85 (29.01%)
Feuillet B (Ee) : 59 (20.14%)
Coude (Cc): 149 (50.85%)
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B3 10 20 30 40 50 60 70 80 90
I I I I I I I I I
StaphyloCOCCUS | 3xxxxxe  IGRLAFRRIQDVEGTEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFNGDVEVVEGGFRVNGKEVKSFEEPDASKLPHGDLDIDVVLECTGFYTEKEKAEAHT 292 aa
hominis MLRC heehhhh eeeeee hhhhhhhhhhhhhh eeeeecceee eeeeee hhhhhhhh
Sec.Cons. ccheehhhh eeeeee hhhhhhhhhhhhhh eeeeecceee eeeeee hhhhhhhh Hélice a (Hh) - 79 (27'05%)
e ome o amomsoaae e am s Feuillet p (Ee) : 64 (21.929)
3xxxxx0  NAGAKKVLISAPAKGDVKTIVFNTNHKDLDGSETVVSGASCTTNSLAPVAKVLNDEFGIVEGLMTTIHAY TGDQMTQDGPHRKGDKRRARAAAQNIVP _
MLRC hcccceeeee eceeeee ecee hhhhhhhhhhhhchhhhhhhheee hhhhhhhhh Coude (©c) : 149 (51.03%)
Sec.Cons. h eeeee eeeeeee eeee hhhhhhhhhhhhchhhhhhhheee hhhhhhhhh
206 216 226 236 246 256 266 276 286
I I
3xxxxx@  NSTGAAKAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVTVVLEKEVTVEDVNKAMKNAADESFGYTEDEIVSSDIVGMNFGSLFDATQTRVISVGDK
MLRC hhhhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhhh eeccceee eeeeee
Sec.Cons. hhhhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhhh eeccceee eeeeee
AR 11 e 1 o WA e w111 AR OO AT ] RN PR 1
1] 11 111111111 1
oe 188 158 288
B5 10 20 30 40 50 60 70 8o 90
I I
StaphyloCOCCUS | sxxxxxe  RIQDVEGIEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFNGDVEVVEGGFRVNGKEVKSF EEPDASKLPHGDLDIDVVLECTGFYTEKEKAEAHINAGAK 286 aa
hominis MLRC eeeeee hhhhhhhhhhhhhh eeeeecceee eeeeee hhhhhhhhh
Sec.Cons. eeeeee hhhhhhhhhhhhhh eeeeecceee eeeeee hhhhhhhhh Hélice o, (Hh) =74 (25.87%)
106 116 126 136 146 1sT 166 176 18|6 Feuillet B (Ee) : 63 (22.03%)
5xxxxx@  KVLISAPAKGDVKTIVFNTNHKDLDGSETVVSGASCTTNSLAPVAKVLNDEFGIVEGLMTTIHAYTGDQMTQDGPHRKGDKRRARAAAQNIVPNST .
MLRC eceee cececee eeee hhhhhhhhhhhhchhhhhhhheee hhhhhhhhh Coude (Cc) : 149 (52.10%)
Sec.Cons. eeeee eeeeeee eeee hhhhhhhhhhhhchhhhhhhheee hhhhhhhhh
202 212 222 232 242 252 262 272 282
I I I I I I I I I
5xxxxx@  GAAKAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVTVVLEKEVTVEDVNKAMKNAADESFGYTEDEIVSSDIVGMNFGSLFDATQTRVISVGDKQ
MLRC hhhhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhhh eeccceee e eeeeee
Sec.Cons. chhhhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhhh eeccceee e eeeeee
IuI|||||mIHHIHHH|IuI=I||||==|||muuummmmI|||||mIIHIHHHm=||||IWHH|||uummm|I==I=IHIHIIHH= H||H|||=uImmm=IIHHHIWHHHI H::::::::::HHI::::HHIH:::::HIIHHIHI::::::::::”:::IH:::::I::::::HH”:::
5IB 1IBB 158 288
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B6 10 20 30 40 50 60 70 80 90
hvl I I I I I I I I I
StaphyloCOCCUS | 6xxxxxe  DVEGTEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFNGDVEVVEGGFRVNGKEVKSF EEPDASKLPHGDLDTDVVLECTGFYTEKEKAEAHINAGAKKVL 283 aa
hominis MLRC eeeeee hhhhhhhhhhhhhh eeeeecceee eeeeee hhhhhhhhh eee
Sec.Cons. eeeeee hhhhhhhhhhhhhh eeeeecceee eeeeee hhhhhhhhh eee Hélice a. (Hh) =75 (26 50%)
106 116 126 136 146 156 166 176 186 .
| | | | | | | | | Feuillet B (Ee) : 65(22.97%)
6xxxxx0  ISAPAKGDVKTIVFNTNHKDLDGSETVVSGASCTTNSLAPVAKVLNDEFGIVEGLMTTIHAYTGDQMTQDGPHKKGDKRRARAAAQNIVPNSTGAA ) 0
MLRC ce ceecece ceee hhhhhhhhhhhhc hhhhhhhheee hhhhhhhhh hh Coude (Cc) : 143 (50.53%)
Sec.Cons. ee eeeeeee eeee hhhhhhhhhhhhchhhhhhhheee hhhhhhhhh hh
202 212 222 232 242 252 262 272 282
I I I I
6xxxxx®  KAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVTVVLEKEVTVEDVNKAMKNAADESFGYTEDEIVSSDVVGMNFGSLFDATQTRVISVGDKQ
MLRC hhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhhhch eeecceeee e eeeeee
Sec.Cons. hhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhhhch eeecceeee e eeeeee
ol o oo oo 0 oo oo g oo . AR oo Q0o oo b oo oo
(ALRALL JHLL LRI L LNEN
58 188 158 288
B14 10 20 30 49 50 60 70 80 90
I I I I
StaphyloCOCCUS | 14xxxxe  RIGRLAFRRIQDVEGIEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFNGDVEVVEGGFRVNGKEVKSFEEPDASKLPWGDLDIDVVLECTGFYTEKEKAEAH 294 aa
hominis MLRC hhehhhh eeeeee hhhhhhhhhhhhhh eeeeecceee eeeeee hhhhhhh
Sec.Cons. hhehhhh eeeeee hhhhhhhhhhhhhh eeeeecceee eeeeee hhhhhhh Hélice o (Hh) - 80 (27 21%)
108 118 128 138 148 158 168 178 188 .
| | | | Feuillet B (Ee) : 64 (21.77%)
14xxxx0  INAGAKKVLISAPAKGDVKTIVFNTNHKDLDGSETVVSGASCTTNSLAPVAKVLNDEFGIVEGLMTTIHAYTGDQMTQDGPHRKGDKRRARAAAQNIV Coud - 150 (51.02%
MLRC hhcccceeeee ceeeeee eceee hhhhhhhhhhhhchhhhhhhheee hhhhhhhhh oude (Cc) : (51.02%)
Sec.Cons. hh eeeee eeeeeee eeee hhhhhhhhhhhhchhhhhhhheee hhhhhhhhh
206 216 226 236 246 256 266 276 286
I I I I
14xxxx®  PNSTGAAKAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVTVVLEKEVTVEDVNKAMKNAADESFGYTEDEIVSSDIVGMNFGSLFDATQTRVISVGDKQ
MLRC hhhhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhhh ee eee e eeeeee
Sec.Cons. hhhhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhhh ee eee e eeeeee
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(:7 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
. I I I I I I I I I I I
ESCherIChIa 7XXXXXO MSKVGINGFGRIGRLVLRRLLEVKSNIDVVAINDLTSPKILAYLLTHDSNYGPFPWSVDFTEDSLIVDGKSIAVYAEKEAKNIPWKAKGAEIIVECTGFYTSAEKSQAHLD 333 aa
CO" MLRC eeee hhhhhhhhhhhh eeeee hheeehhe eee eee eeeeee eeeee hhhhhhhh
Sec.Cons. eeee hhhhhhhhhhhh eeeee hheeehhe eee eee eeeeee eeeee hhhhhhhh Hélice a. (Hh) - 100 (30.03%)
12T 1BT 141 1ST 16? 17T 18T 1QT ZGT 21T 22? Feui“etB (Ee): 73 (21.929@)
7XXXXXO AGAKKVLISAPAGEMKTIVYNVNDDTLDGNDTIVSVASCTTNCLAPMAKALHDSFGIEVGTMTTIHAYTGTQSLVDGPRGKDLRASRAAAENIIPHTTGAAKAIGLVIPEL i 0
MLRC ceececcccceeeeeeee ceeceec c chhhhhhhhhhhhhh cecceece hhhhhhhhhh hhhhhhhehhhh | Coude (Cc) : 160 (48.05%)
Sec.Cons. eeeee eeeeeeee eeeeee hhhhhhhhhhhhhh eeeeeeee hhhhhhhhhh hhhhhhhehhhh
232 242 252 262 272 282 292 302 312 322 332
I I I I
7XXXXX0 SGKLKGHAQRVPVKTGSVTELVSILGKKVTAEEVNNALKQATTNNESFGYTDEEIVSSDIIGSHFGSVFDATQTEITAVGDLQLVKTVAWYDNEYGFVTQLIRTLEKFAKL
MLRC h hhhhhhhhh hhhhhhhhhhhh heee ee eee hhheeeeeee hhhhhhhhhhhhhhh
Sec.Cons. h hhhhhhhhh hhhhhhhhhhhh heee ee eee hhheeeeeee hhhhhhhhhhhhhhh
N . A T T T
""IIII||||||||||||IIIII||"|IIIII||"||||IIIIIIIIIII|"IIIII”|III|"|"IIIIIIIIIIIIII|""IIIIIIII||||||||IIII"”|IIIII||"""IIIIIIIII”"”III||||||||||||||IIIIII”"""IIIIIIIIIIIII|||||||”|IIIIIIII|||||||||||||IIIIIIIIIIIIIIII|||||||||III||||||||||||IIIIIIIIIIII|"|IIIIIIIIII"IIIIII|||III|||”""|III|||||||||||||||II
508 100 :|.Isa =0 1: ] 250
(:8 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Staphylococcus
xylosus

8xxxxx0  VDGIDVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFTGEVEVENDGFRVNGQEVKSFSEPEPSKLPWKDLDIDVVLECTGFFADKEKAEAHIEAGAKKVLIS

MLRC eeeee hhhhhhhhhhhhh eeeee eee eeeeee hhhhhhhhhh eeeee
Sec.Cons. eeeee hhhhhhhhhhhhh eeeee eee eeeeee hhhhhhhhhh eeeee
107 117 127 137 147 157 167 177 187

8xxxxx0  APATGDLKTIVYNTNHQELDGSETVVSGASCTTNSLAPVAKVLNDDFGLVEGFMTTIHAYTGDQSTQDAPHRKGDKRRARAAAENIIPNSTGAAKATI

MLRC eeeeeee eeeee hhhhhhhhh hhhhhheeeee hhhhhhhhhh hhee
Sec.Cons. eeeeeee eeeee hhhhhhhhh hhhhhheeeee hhhhhhhhhh hhee
204 214 224 234 244 254 264

8xxxxx0  GLVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTELTVVLEKNVSIEDVNASMKNASNESFGYTEDEIVSSDVIGMTYGSLFDAT

MLRC eeee eeee hheeeeee hhhhhhhhhh eeecceeeee
Sec.Cons. eeee eeee hheeeeee hhhhhhhhhh eeecceeeee
I|||||IIHHIHHHHIII=|||||===|||I=IIII=IIIIIII||||||I=II=HIHIIIH=I|||||III=|||||||=I=I:==|||||=IIIIHHHHIIIHIH|||||=IIIIIIIIIIIHIHIII=I:IH||||||IIII=II=||||IIH||||||=IIIHIHHHIIIIIIHIIHHIIIII
50 180 1508 208

271 aa

Hélice a (Hh) : 62 (22.88%)
Feuillet B (Ee): 65 (23.99%)
Coude (Cc) : 144 (53.14%)
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C4 10 20 30 40 50 60 70 80 90
hvl I I I I I I I I I
StaphyloCOCCUS | axxxxxe ~ RRIQDVEGIEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRFTGEVEVIDGGFRVNGKEVKSYEEPDASKLPWGDLDIDVVL ECTGFYTDKEKAEAHINAGA 287 aa
haemolyticus MLRC e eeeeee hhhhhhhhhhhhh eeeee eee eeeeee hhhhhhhhh
Sec.Cons. e eeeeee hhhhhhhhhhhhh eeeee eee eeeeee hhhhhhhhh Hélice a (FIh)Z 73 (25.449@)
106 116 126 136 146 156 166 176 186 .
| | | | | | | | | Feuillet B (Ee) : 66 (23.00%)
Axxxxx@  KKVLISAPAKGDVKTIVFNTNHNDLDGSETVVSGASCTTNSLAPVAKVLSDEFGLVEGLMTTIHAYTGDOMTQDGPHKKGDKRRARAAAQNIVPNS ) 0
MLRC ceece cececee ceeee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheee hhhhhhhhh Coude (Cc) : 148 (51.57%)
Sec.Cons. ceeeee eeeeeee eeeee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheee hhhhhhhhh
202 212 222 232 242 252 262 272 282
I
Axxxxx®  TGAAKAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVTVVLEKDVTVEDVNKAMKNASNESFGYTEDEIVSSDVVGMTYGSLFDATQTRVMSVGDRQ
MLRC hhhhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhh eeecceeee eeeeee
Sec.Cons. hhhhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhh eeecceeee eeeeee
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
58 188 158 288
B11 10 20 30 49 50 60 70 80 90
I I I I
StaphyloCOCCUS | 11xxxxe  RRIQDVEGTEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRF TGEVEVVDGGFRVNGKEVKSYEEPDASKLPHGDLDIDVVLECTGFYTDKEKAEAHINAGA 287 aa
haemolyticus MLRC e eeeeee hhhhhhhhhhhhh eeeee eee eeeeee hhhhhhhhh
Sec.Cons. e eeeeee hhhhhhhhhhhhh eeeee eee eeeeee hhhhhhhhh Hélice o (Hh) =73 (25.44%)
106 116 126 136 146 156 166 176 186

11xxxx0  KKVLISAPAKGDVKTIVFNTNHNDLDGSETVVSGASCTTNSLAPVAKVLSDEFGLVEGLMTTIHAYTGDQMTQDGPHKKGDKRRARAAAQNIVPNS

MLRC eeeee eeeeeee eeeee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheee hhhhhhhhh
Sec.Cons. ceeeee eeeeeee eeeee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheee hhhhhhhhh
202 212 222 232 242 252 262 272 282

11xxxx0  TGAAKAIGKVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTEVTVVLEKDVTVEDVNKAMKNASNESFGYTEDEIVSSDVVGMTYGSLFDATQTRVMSVGDRQ

MLRC hhhhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhh eeecceeee eeeeee
Sec.Cons. hhhhhhhhhhh eeeee eeeeeee hhhhhhhhhh eeecceeee eeeeee
T e e e 1 e 1 T T 1T
i
| |""|||||||||||||||||||||||||"|||||||"||||||||||||||||||||||||""|||||||||||||||||||||||"II|||||""||||||||||||""||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||I||||||||| |||||||||||||||||||||||||""||||||||||||||||||||||||||||"|||||"IIIIIIIIII””"IIII
58 188 198 208

Feuillet B (Ee) : 66 (23.00%)
Coude (Cc) : 148 (51.57%)
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C12
Staphylococcus
equorum

10 20 30 40 50 60 70 80 90
I I I I I I I I I
12XXXX0 RIQDVEGIDVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTTQGRFTGEVEVEKDGFRVNGQEVKSFSEPEPSKLPWKDLDIDVVLECTGFFADKEKAEAHIDAGAKK
MLRC eeeeee hhhhhhhhhhh ecceeeee eee eeeeee hhhhhhhhh e
Sec.Cons. eeeeee hhhhhhhhhhh ecceeeee eee eeeeee hhhhhhhhh e
107 117 127 137 147 157 167 177 187
I I I I I I I I I
12XXXX0 VLISAPATGDLKTIVYNTNHSELDGSETVVSGASCTTNSLAPVAKVLNDDFGLVEGFMTTIHAYTGDQS TQDAPHRKGDKRRARAAAENIIPNSTGA
MLRC eeee eeeeeee eeeee hhhhhhhhh hhhhhheeeee hhhhhhhhhh
Sec.Cons. eeee eeeeeee eeeee hhhhhhhhh hhhhhheeeee hhhhhhhhhh
204 214 224 234 244 254 264 274 284

12xxxx0  AKAIGLVIPEIDGKLDGGAQRVPVATGSLTELTVVLEKDVSVEDVNAAMKNASDESFGYTEDEIVSSDVIGMTYGSLFDATQTRVRQLEITN

MLRC hheeeeee eeee hheeeeee hhhhhhhhhh eeecceeee hhhhhhhhhhhhh
Sec.Cons. hheeeeee eeee hheeeeee hhhhhhhhhh eeecceeee hhhhhhhhhhhhh
T T T T
III|||||IIHHIHHIIIII=|||||II||IIIIIIIIIII|||||IIIIHIHHHII|||IIII|||||||IIIII|||||IIIIHH|HHII HH|||||=IIIIIIIIIHHHIHIIIIII||||||IIIIII|||IIII||||||IIIHIHHIHIIIIIII|II|||IIHHHH|HHI
1 1 1 1
a1 108 158 208

286 aa

Hélice o (Hh) : 72 (25.17%)
Feuillet B (Ee) : 66 (23.08%)
Coude (Cc) : 148 (51.75%)
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Tableau 13: Diagrammes de Ramachandran de la GAPDH des différents isolats générés par

Geno3D
Isolat Diagramme de Ramachandran
Bl =
Staphylococcus cohnii ;=5
E
5010 - a
= : ST | e
-135—"'. — = '—_L| = “l [
L | — -
180 155 -g0 s 5] 45 ) 135 180
Phi (degrees)
B2
Micrococcus luteus = i
g
135 = 180
B9
Micrococcus luteus .
£
=90 o5 _'_li FAS T e S .
’135_: — = ! = c
S | s | -
180 -155 -do ] Q 4a's 20 135 180
Phi (degrees)
B3 = NS
Staphylococcus hominis ‘ - =
VALQ-SG(B') 77 F
i k-~
= | =i
i : o .
& #——A -__,—‘_ La 137 @)
-1354" — = '_'.I S [ =
.| | FEy -
-180 -155 -g0 s 5] 4's 20 135 180

Phi (degrees)
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B5
Staphylococcus hominis

Psi {degrees)

135 180
B6 = o
Staphylococcus hominis Ty

H

135 180
B14 :
Staphylococcus hominis =

135 180

C7
Escherichia coli

Psi (degrees)

o
|

-45 4

-90 -

-135-

Phi (degrees)
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C8
Staphylococcus xylosus

Psi {degrees)

45 [5) 45 20

-155 -go 135 18
Phi (degrees)
C4
- —=T Son el
Staphylococcus haemolyticus ¢ =
= e = pp—
£ i e -
S .
_I—I— ==
-135-" — = e |- = [
B | - L
-180 -155 =15) s Q 4's o0 13s 18

B11l
Staphylococcus haemolyticus

Psi (degrees)

C12
Staphylococcus equorum

Psi (degrees)

5]
Phi (degrees)
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Tableau 14: Modéles 3D prédits in silico pour les différentes séquences de GAPDH générés par le programme Modeller

Isolat Structure 3D Taille de | Segment Taille Identité Code Segment de la
protéine | modélisé Seq. PDB PDB
(%)
Bl 291 1-291 291 88.00 3IviP 13-304
Staphylococcus
cohni
B2 293 3-293 291 55.00 2ep7A 23-319
Micrococcus
luteus
B9 293 5-293 289 55.00 3cmcO 22-309
Micrococcus
luteus

77



http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3lvf
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2ep7
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3cmc
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C4 287 1-287 287 91.00 3IvfP 19-306
Staphylococcus
haemolyticus

B11 287 1-287 287 92.00 3IvfP 19-306
Staphylococcus

haemolyticus

C7 333 1-333 333 58.00 3IvfP 2-334

Escherichia coli

78
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B3
Staphylococcus
hominis

292

1-292

292

88.00

3lviP

13-305

B5
Staphylococcus
hominis

286

1-286

286

88.00

3IvfP

20-306

B6
Staphylococcus
hominis

283

1-283

283

88.00

3lviP

23-306
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B14
Staphylococcus
hominis

294

1-294

294

88.00

3lviP 12-306

C8
Staphylococcus
xylosus

271

1-271

271

90.00

3lc7P 24-295

C12
Staphylococcus
equorum

286

1-282

282

86.00

3lc7P 20-302
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http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3lc7
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3. DISCUSSION

En raison du caractere peu spécifique des signes cliniques et de la diversité des agents
¢étiologiques responsables de mammites, 1’isolement des bactéries lors d’infections, qu’elles
soient d’évolution aigué ou chroniques, souvent subcliniques, permet de guider la conduite
thérapeutique. En effet, ’identification de la bactérie permet d’envisager un traitement plus

efficace des mammites (Rakotozandrindrainy et Foucras 2007).

Dans ce travail, il ressort une large variété & SCN. En effet, parmi les 14 isolats, cing
especes staphylococciques différentes ont été identifiées dans les deux wilayas (Batha et

Constantine) :

S. cohnii : 01 cas

S. hominis : 04 cas

S. xylosus : 01 cas

— S. heamolyticus : 02 cas
S. equorum : 01 cas

Dans de nombreux pays, les SCN sont actuellement les microorganismes les plus
fréquemment isolés chez les vaches (Tenhagen et al., 2006; Abdel-rady, 2009; Hosseinzadeh
et Saei, 2014; Sztachanska et al., 2016). lls sont considérés comme agents pathogenes
émergents de la mammite bovine (Pyorald et Taponen, 2009). L’isolement en grand nombre
de SCN dans le lait, pose toujours le probleme de leur imputabilité dans les mammites des
vaches laitiéres. Néanmoins, plusieurs auteurs considérent qu’ils interviennent dans les
mammites subcliniques (Carbonnelle et al., 2007; Van Veen, Claas, et Kuijper, 2010; Tomazi
et al., 2014). Dans les travaux de Piessence et al. (2011), I’on note une large distribution
(dans le lait de vaches) des espéces S. cohnii, S. haemolyticus, S. hominis et S. equorum avec
des taux respectifs de 3%, 27,6%, 3,7% et 1% respectivement.

Dans les diagnostics systématiques des mammites, les SCN ne sont pas identifiés au
niveau des especes mais traités comme un groupe uniforme (Pyorélé et Taponen, 2009), d’ou
I’avantage important du MALDI-TOF MS, qui reconnait correctement les spectres de diverses
especes de SCN comme a été prouvé dans d’autres études (Carbonnelle et al., 2007; Van
Veen et al., 2010; Tomazi et al., 2014).

Un isolat (Isolat C8) a été identifié comme S. xylosus par MALDI TOF. Cependant le
séquencage du géne ADNr 16S a identifié cet isolat comme étant S. saprophyticus
(EU855210.1) avec 99,86 % d’identité et S. xylosus (LN554884.1) avec 99,73 % d’identité.
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Le résultat de I’isolat C8 a été confirmé par le séquencage partiel du gene rpoB. C’est
un S. xylosus. Ce géne, comme le gene codant pour I'ADNr 16S, est universel (Mollet et al.,
1997) et il représente une cible moléculaire utile pour différencier les isolats
staphylococciques au niveau des especes (Mellmann et al., 2006). Drancourt et al. (2002) ont
montré que l’utilisation de ce géne est une méthode rapide, objective et précise pour
I’identification des espéces de staphylocoques. Heikens et al. (2005) ont trouve que
I'identification génotypique basée sur le séquencage de I'ADNr 16S a un pouvoir discriminant
limité pour des espéces de Staphylococcus étroitement apparentées. De plus une comparaison,
par paires, des séquences d'’ADNr16S a montré des difficultés pour distinguer S. saprophyticus

de S. xylosus.

Dans notre travail, la technigue MALDI-TOF MS a identifié I’isolat C8 en tant que
S. xylosus avec un score élevé de 2,063, montrant ainsi le pouvoir de cette méthode a
différencier les espéces au sein de ce groupe. Des résultats similaires ont été trouvés dans
I’étude de Tomazi et al. (2014) ou le MALDI-TOFMS a identifié de maniére correcte 103
isolats de SCN parmi 108 (Soit 95,4 %) isolés des vaches laitiéres atteinte de mammite dans
I'Etat de Sao Paulo, au Brésil. Nos résultats sont également concordants aves les études
effectuées sur des isolats staphylococciques humains: Spanu et al. (2011) ont évalué
I'utilisation de MALDI-TOF pour l'identification de 450 isolats staphylococciques provenant
des infections sanguines, et seulement trois isolats ont été mal identifiés en comparaison avec
le méthode de séquencage utilisant le géne rpoB. Dupont et al. (2010) ont obtenu une
identification correcte par MALDI-TOF dans 97,3 % (218 /224) des isolats de SCN provenant
d’échantillons cliniques.

Pour le reste des isolats, deux ont été identifiés en tant que Escherichia coli. Cette
bactérie fait partie des germes dits d’environnement car ils sont abondants sur tous les
supports des étables, mais aussi dans 1’eau. Comme 1’ensemble des coliformes, cette bactérie
est responsable d’infections parmi les plus sévéres avec modification physique du lait, et
réduction de la production et méme de choc toxique aboutissant a la déshydratation et a la
mort. Le climat, plus humide dans certaines régions, pourrait étre un facteur favorisant (Nous
avons isolé deux souches a Constantine et aucune a Batna). Quand la mamelle est au contact
avec 1’eau, souvent contaminée par des coliformes, et ce pendant plusieurs heures par jour,
cela facilitera la contamination de la glande mammaire (Rakotozandrindrainy et Foucras,
2007). Dans les travaux de Asnoune et al. (2012) effectués dans cing Wilayas Algériennes, a

savoir El Tarf, Annaba, Skikda, Guelma et Souk haras, E. coli a été isolée dans 14,5% des cas

82



Chapitre I: Identification rapide des bactéries responsables des mammites subcliniques

sur un total de 235 échantillons. Les auteurs ajoutent dans leur commentaire que cette large
distribution serait le résultat d’une mauvaise hygiene de la stabulation et des vaches. Au
Canada (Montréal), dans les travaux de Klaas et Zadoks (2017), E. coli est le germe majeur

dans les mammites subcliniques accompagné de S. uberis.

Cette espéce a été bien identifiée par MALDI-TOF MS en comparaison avec les
différentes méthodes utilisées dans notre étude. Ce résultat est compatible avec celui de
Randall et al. (2015) qui ont évalué le MALDI-TOF pour I’identification des isolats
bactériens vétérinaire au Royaume-Uni provenant principalement de sources aviaires,
bovines, ovines et porcines. Les 26 E. coli testées ont été identifiées avec le MALDI-TOF MS

sans aucune ambiguité.

L’espéce Micrococcus luteus est isolée deux fois uniquement dans la wilaya de Batna.
Elle est considérée comme une flore de trayons normale avec une pathogénicité mineure
(Radostits et al., 2000), comme cela a été observé par Mekbib et al. (2010) au centre de
I'Ethiopie.

L’isolat C13 a été identifié dans notre étude comme étant Aeromonas ssp.Youssef et
Mohamed (2015) rapportent que cette bactérie ne cause pas de mammite, mais contamine
généralement le lait pendant la traite non hygiénique (La mauvaise manipulation et les
mauvaises conditions de stockage). L’espéce A. Hydrophyla a longtemps été considerée
comme un agent pathogéne isolé uniquement de 1’environnement: eaux polluées et sol
(Handfield, Simard et Letarte, 1996) et des aliments (Callister et Agger, 1987). Bizani et
Brandelli (2001) rapportent que A. hydrophila pourrait étre impliqué dans les affections
digestives, les septicémies, les méningites, les péricardites, les infections urinaires mais

surtout les infections respiratoires.

L’analyse des séquences du géne de I'ADNr 16S, dans le cas du genre Aeromonas,
indique que celui-ci est composé d'un groupe trés étroit d'espéces dont certaines ne se
différent que de quelques nucléotides. Par exemple, A. salmonicida et A. bestiarum sont
difficiles a distinguer car elles ne different que par deux positions de nucléotides sur toute la
séquence du géne de I'ADNr 16S (Kipfer et al., 2006). Dans notre cas, nous avons noté une
différence de cing nucléotides au moins entre notre séquence (1508 pb) et celles proposées
par le BlastN. Récemment, de nombreux travaux ont montré que le MALDI-TOF MS est un
bon outil d'identification d'Aeromonas au niveau de l'espéce (Benagli et al., 2012; Lamy,
Kodjo et Laurent, 2017). Cependant, dans notre étude, le MALDI-TOF MS a proposé
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différentes espéces du genre Aeromonas avec de bons scores (>2). Ce résultat est en
concordance avec 1’étude de Shin et al. (2015) qui ont montré que la précision de MALDI-
TOF MS dans la détection d’Aeromonas au niveau de 1’espéce n'était pas parfaite pour
certains isolats. En effet, lorsque deux espéces sont identiques au niveau génomique,

I’expression de leur protéomes 1’est aussi.

Ainsi, d’un point génotypique, des travaux antérieurs (Yafiez et al., 2003; Soler et al.,
2004) ont montré que les séquences gyrB et rpoB ont été un outil puissant pour différencier
les espéces d’Aeromonas et clarifier la taxonomie et les relations phylogénétiques entre les
espéces de ce genre. Dans ce travail ’utilisation de ces deux génes concaténé n’a pas permis

d’identifié cet isolat jusqu’a 1’espéce. Pour proposons a ce stade 1’appelation Aeromonas spp.

Les résultats de notre étude sont compatibles avec les données récentes (Barreiro et
al., 2010 ; Couto et al., 2014; EI Behiry et al., 2014; Schabauer et al., 2014; Tomazi et al.,
2014) qui ont démontré que le MALDI-TOF-MS, en comparaison avec les méthodes
moléculaires basées sur le séquencage de I’ADN, est une méthode puissante pour
I'identification des bactéries isolées du lait des vaches atteintes de mammites subcliniques

avec une spécificité et une sensibilité élevées.

La comparaison entre les méthodes génotypiques et le MALDI-TOF MS nous a amené
aux conclusions suivantes :

— Rapide : I’identification, est de I’ordre de quelques minutes.

— Simple : un faible inoculum bactérien suffise.

— Précis : I’identification est fiable et reproductible. Il faut cependant souligner que les
performances de la technologie MALDI-TOF varient en fonction des especes (Seng et
al., 2009 ; Blondiaux, Gaillot et Courcol, 2010). Les insuffisances des bases de
données sont souvent mises en cause (Seng et al., 2009).

— Le faible codt par analyse en termes de consommables.

— Dans l'industrie laitiere, le MALDI-TOF MS peut fournir une identification plus
rapide, moins chere et plus fiable des microorganismes pour un contr6le de qualité

microbiologique complet du lait.

Dans cette partie, en plus du MALDI-TOF MS et I’identification génotypique, nous
avons fait la prédiction des structures secondaires des ARN 16s et rpoB, ainsi que les
structures secondaires et tertiaires des sequences protéiques de la proteine GAPDH des

différents isolats.
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En effet, la connaissance de la structure secondaire 2D des ARNSs aide a comprendre la
fonction biologique dans laquelle sont impliqués ceux-ci. De plus, elle contribue
considérablement a la confirmation de la place systématique et phylogénétique de 1’isolat au
sein de la communauté bactérienne, car on admet que les ARNs dont la fonction moléculaire
est similaire doivent avoir des structures secondaires voisines (Allali, 2005 ; Tahi, 2014).
Singh et Somvanshi (2008) ajoutent méme que la structure secondaire de I'ARNr peut fournir

de nouvelles perspectives pour comprendre I'évolution et la stabilité des espéces bactériennes.

Dans leur étude, Lusvarghi et al. (2013) ont montré que les structures d’ARN a deux
dimensions sont plus précises lorsqu’elles sont obtenues par la prédiction in silico que par la
prédiction par la seule approche d’analyse par haut débit. Cette structure 2D qui est due a un
repliement modulaire et hiérarchisé (i : liaisons Hydrogene entre bases et ii : empilement des
bases) aboutissant a une architecture précise et spécifique voire plus importante que le
repliement 2D des protéines du point de vue informationnel car elle comporte quatre types de
monomeres (AUGC) et six angles de torsion du squelette d’ARN alors que les protéines n’en

comportent que deux : phi et psi (Lecouste-Philipps, 2006).

La description des agencements hélicoidaux compatibles avec nos structures
secondaires a permis de mettre en évidence les différences au niveau de la topologie candidate
2D des différents isolats. A ce stade, notons que toutes nos structures 2D prédites pour le cas
du 16S DNA ne comportent aucun motif structural du type G-quadruplexe ; ce qui confirme
que toutes les structures primaires analysées ne sont pas riches en Guanine (Lorenz R., 2013).

Nous constatons que les isolats de méme espéce ont montré une topologie 2D
comparable et voisine. Ainsi, le groupe d’isolats S. hominis (B3, B5, B6 et B14) ont montré
une énergie libre trés voisine de -541 Kcal/mol. Cette topologie structurale a été également
observée par prédiction avec le logiciel Rfam par les travaux de Skrodenyte-Arbaciauskiene
V. (2016) référencié sous le numéro de code JQ795921 dans la base de données EMBL
(ENA).

Pour le cas des deux isolats C7 et C10, identifiés par blasting en tant que E. coli, leurs
deux structures 2D sont identiques, voire superposables, avec un court écart energétique AG°
de 2,24 Kcal/mol. Cette identité topologique au sein des E. coli spp. a également été observée
par Branlant et al. (1981) lorsqu’ils ont séquencé E. coli MRE 600. De plus, Ehresmann et al.
ont rapporté dans leurs travaux, que I’hétérogénéité des séquences primaires nucléotidiques

affectent les caractéristiques des structures secondaires du gene 16S ; or nos deux isolats ont
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exprimé une forte identité entre leurs séquences primaires. Maly et Brimacombe (1983), en
travaillant sur des séquences 16S et 23S, avec un total de 50 000 nucléotides, ont prédit les
modeles affinés des structures 2D des deux genes et ont conclu une attention particuliere a la
résolution des différences entre les différentes structures secondaires publiées pour ces
molécules dans lesquelles ils ont observé 45 régions hélicoidales dans les différentes
topologies 2D du la molécule du 16S. lls ajoutent également, que l'appariement de bases
proposé par les prédictions de ces régions est encore ouvert a la discussion ; ce qui confirme
encore une fois que les algorithmes n’arrivent a prédire que 80 % (Juan et Wilson, 1999) tout
au plus de la structure 2D des genes ; d’ou les différences observées dans certains cas de
prédiction entre les différents chercheurs. Mais Low et Weeks (2010) affirment de leur coté
que les precisions de prédiction sur les structures 2D des ADNr atteignent > 95% avec
I’avénement des algorithmes de programmation dynamique. Cependant, il faut bien
mentionner que ces différences prédictives ne sont pas du tout significatives surtout que des

précisions ont été apportées a I’échelle d’une ou deux nucléotides.

Les structures 2D des deux isolats B2 et B9 de Micrococcus luteus, sont différentes et
ont des AG° -593,04 et -596,85 Kcal/mol respectivement (soit une différence de
3,81Kcal/mol). Nos deux isolats ont exprimé deux mutations au niveau de leurs séquences
primaires, I’hétérogénéité des séquences primaires nucléotidiques affectent les

caractéristiques des structures secondaires du géne 16S (Ehresmann et al.1975).

Le seul isolat C8, S. xylosus, a montré une structure 2D avec une énergie libre de -
539,80 Kcal/mol. Notre prédiction 2D est corroborée par une structure 2D identique prédite
par le programme RNAfold (AG® = -528,27 Kcal/mol) a partir de la séquence primaire 16S
rRNA dans les travaux de Takahashi et al. (1997). Des travaux sur la méme espéce (Won,
2002) révelent 'importance de la topologie 2D du gene 16S dans I’identification de cette
bactérie. En effet, les régions 23S et le kit API STAPH n’ont pas identifié¢ a eux seuls cet

isolat.

S. equorum, isolat C12, a révélé une topologie 2D identique a celle prédite a partir de
la séquence primaire de la souche AT2RP19 identifiée sur GenBank avec le numéro
d’accession LT797519.1 ; avec une energie libre AG®° = -512,21 Kcal/mol. Cette similarité

confirme notre résultat de prédiction.

La structure secondaire de I’isolat B1, S. cohnii, comparée a celle de GenBank

(HE962229.1) a montré beaucoup de similarités mais des différences topologiques ont été
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observées qui seraient dues principalement a la différence entre les deux tailles des deux
isolats (notre isolat = 1504 pb et HE962229.1 = 948 pb).

L’isolat C13, Aeromonas spp, a permis de prédire une structure 2D avec une énergie
libre AG° = -606,08 Kcal/mol. La comparaison 2D de notre topologie avec celle prédite avec
le programme RNAfold, a partir de la séquence de Aeromonas salmonicida (GenBank
AB027543.1 ; 1467 pb ; soumission en Octobre 2014) a montré une similarité 2D sur large
surface des deux topologies a I’exception de quelques tiges et boucles observées sur notre
séquences mais absentes sur la référence de GenBank. Nous pouvons considérer que cette
différence serait due a la différence des longueurs de séquences ; d’ou la perte de certains

motifs structuraux dans la structure 2D correspondante.

L’approche d’analyse des structures secondaires du géne rpoB des différents isolats
s’est basée sur la reconnaissance de motifs structuraux spécifiques des structures 2D des ARN
codants. Ces motifs sont principalement représentés par des courtes séquences au niveau de la
séquence de I’ARN. Parmi ces motifs, les tétraboucles (Tetraloops: boucles a quatre
nucléotides). Celles-ci peuvent avoir différentes structures patterns (Leontis, Stombaugh, et
Westhof, 2002) :

Le profil GNRA : avec N = A, C, G ou T et R, une base purique (soit A soit G).
L’écriture de ce motif peut se faire de la maniére suivante : G-[ACGT]-[AG]-A. Ce motif

s’écrit donc avec huit (4x2) séquences différentes qui sont :
GAAA GAGA
GCAA GCGA
GGAA GGGA

GTAA GTGA

Certains de ces motifs ont eté retrouvés chez un isolat ou chez plusieurs en méme
temps. Par exemple, le motif GAAA a éte retrouvé chez les isolats B3, B5, C7, C8 et C10 ;
mais il n’a pas fait partie d’aucune tétraboucle chez tous ces isolats. Le motif GGGA a été

observé chez I’isolat B3 et n’a pas contribué a la formation d’une tétraboucle également.
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De maniere générale, le motif de tétraboucle GNRA est absent de nos structures 2D,
sachant qu’elles ont été prédites sur 250 pb uniquement vue les parametres de réglages du
programme utilisé en ligne (RNAstructure) qui ne permettaient pas de soumettre des

séquences de grandes tailles pour la prédiction et la comparaison 2D de plusieurs isolats.

Le motif TNCG (ou : T-JACGT]-C-G) peut s’écrire selon quatre possibilités qui sont :
TACG, TCCG, TGCG et TTCG.

Les trois motifs TACG, TCCG et TGCG n’ont pas été retrouvés dans nos séquences
rpoB. Seul, le motif TTCG a été retrouvé chez les isolats : B6 (181-184), B11 (81-84), B14
(206-209), C4 (54-57), C7 (84-87), C8 (32-35) et C10 (27-30). Chez les isolats C4 et B11 par

exemple, ce motif (TTCG) fait partie d’une boucle a six résidus et non une tétraboucle.

De maniére générale, la structure globale prédite de tous nos isolats laisse confirmer
une analogie tres proche pour les séquences rpoB des mémes espéces surtout lorsque les
séquences sont assez longues et assez similaires. Dans notre analyse, il ne nous était pas
possible de séquencer la totalité¢ du gene mais juste des séquences partielles a cause des
amorces disponibles qui ne cadraient pas la majeure partie du géne d’intérét ; mais 1’outil 2D

reste une puissante machine de comparaison des especes a notre avis.

Les structures secondaires de la GAPDH ont toutes montré les principaux éléments qui
entrent les conformations d’une structure 2D. En effet, nous avons observé des structures en
hélice a, des feuillets plissés en forme P et des coudes (appelés aussi Boucles ou Tours).
Chacune de ces structures a été observée avec des fréquences spécifiques. En effet, nous
avons noté une distribution des formes a comprise entre 22,88% (isolat C8 : S. xylosus) et
30,03% (isolat C7 : E. coli). Les formes B ont été distribuées dans un intervalle allant de
20,14% (isolat B9 : M. luteus) a 27,15% (isolat B1 : S. cohnii). En fin, le profil des coudes a
été observé avec les plus grandes distributions comparativement aux formes o et f: de
48,05% (isolat C7 : E. coli) a 53,14% (isolat C8 : S. xylosus). Notons que ses distributions
sont en accord avec les valeurs observées par De Breven (2004) ou il note que les formes en
hélice o contribuent dans les structures protéiques 2D avec une fréquence 28% - 35%, les
formes [ : 18% - 26% et les coudes : 40% - 50%.

La recherche, par alignement multiple au sein des toutes les séquences GAPDH des
différents isolats, du motif représentatif contenant 1’acide nucléophile du site actif de cette

enzyme a également révélé la présence de cette empreinte moléculaire au sein de toutes nos
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séquences. Ce motif a pour structure primaire : A-S-C-T-T-N-l-L chez le groupe
Micrococcus/Escherichia et A-S-C-T-T-N-B-L chez le reste des isolats. L’écriture d’une
séquence consensus de ce motif est alors, selon le format de la base de données UniProt : A-

S-C-T-T-N-[SC]-L.

Nous constatons I’existence d’une mutation au niveau du 7°™ résidu aminoacide pour
le quel le résidu Cystéine (résidu soufré :-CH, -SH)) du groupe Micrococcus/Escherichia et
remplace par le résidu Sérine (résidu alcool : -CH,- OH) chez le reste des isolats. Cette
mutation est qualifiée d’acceptable car il y a une probabilit¢ de 11% pour que cette
substitution ait lieu entre ces deux résidus qui ont par ailleurs des structures et des propriétes
similaires ne différant que par un seul atome (Dayhoff, 1976). La sérine et la cystéine ne
different que par I'échange d'un atome de soufre avec un oxygene. Ainsi, la chaine reste de la
méme taille et conserve ses propriétés hydrophiles, tout en ne perdant que son activité redox
qui n’entre pas dans la catalyse enzymatique, car c’est plutdt la Cystéine en 3eme position qui
entre avec le NAD" dans les mécanismes de la catalyse rédox de cette enzyme (Voet et Voet,
2011). Cette mutation n’affecte donc en rien la fonction de notre enzyme. De plus, Santos et
al., (2007) ont noté que la substitution de Sérine par la Cystéine n’illustrait aucun impact
important et que ces changements structuraux étaient conservateurs de la fonction de
I’enzyme PB-lactamase sur laquelle ils ont travaillé. Cette mutation par substitution serait donc
le résultat d’une évolution moléculaire des différents microorganismes en vue d’une

adaptation environnementale.

Notons également que ce motif est présent chez plusieurs individus microbiens. Le
motif avec Cystéine en 7°™ position est observé chez : Streptococcus equisimilis (Q59906), S.
pyogenes sérotype M1 (POC0G7), Treponema pallidum (Q83816) et Pichia ciferrii
(QOUVCO). Le motif a Sérine peut étre observé chez Staphylococcus aureus (Q5HHP5), S.

epidermidis (Q5HQV5) et Thermus aquaticus (PO0361).

Les structures tertiaires de la GAPDH ont été prédites a partir de séquences primaires
de taille supérieure a 200 résidus ; ce qui leur permettrait de se replier en deux blocs au moins
(Voet et Voet 2011) : ce sont les domaines protéiques. Nos prédictions des formes 3D de la

GAPDH ont révélé I’existence de tels domaines.

L’alignement de la structure 3D de I’isolat B1 (S. cohnii) contre un modéle (c51d5C)
de la PDB (Programme Phyre2) a rendu un résultat de 63% d’identité structurale 3D avec

100% de confiance. Les deux domaines sont distincts. Le domaine d’interaction avec NAD"
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se situe entre les résidus 1- 139. Le domaine catalytique concerne les résidus 144 — 246. Le
résidu 139 étant la Cystéine, responsable de 1’activité catalytique de I’enzyme GAPDH. Cette
position correspond bien avec celle de I’enzyme GAPDH isolée de S. cohnii subsp. cohnii
(UniProtKB : AOAOF5X9RO0).

L’isolat B2 (Micrococcus luteus) a révelé deux domaines distincts dans sa structure
tertiaire. Le premier domaine se situe entre les résidus 2 — 153. Le résidu catalytique de la
Cystéine est en position 133. La confrontation avec le modele c¢51d5C (programme Phyre2) a
donné 54% d’identité, avec une confiance testée a 100%. Cette structure est également

similaire a celle rapportée par Gan et al. (2014) et Hanafy et al. (2016).

La confrontation de la structure 3D de I’isolat C7 (E. coli) avec la modéle moléculaire
E. coli O157 :H7 de UniProtKB a révélé une Cystéine catalytique en position 150 qui partie
de premier domaine (2 — 150). Les résidus impliqués dans I’interaction avec NAD" sont K78
et S120. Notre structure 3D est identique a celle du modele de UniProtKB avec une fraction

de 57% pour une confiance calculée de 100%.

En somme, les comparaisons des structures 3D, couteuses en terme de temps de calculs
ont permis de révéler des positions du résidu majeur entrant dans la catalyse (Résidu Cys)
dans différentes positions chez trois genres différents :

— Micrococcus (représenté par I’isolat B2) : C133
— Staphylococcus (représenté par I’isolat B1) : C139
— Escherichia (représenté par I’isolat C7) : C150

Cependant, nous notons que le motif auquel appartient ce résidu de cystéine est encadré
dans un motif consensus commun chez tous les isolats ; ce qui a déja été démontré lors de
I’analyse des structures secondaires de la GAPDH. La contribution de ce résidu dans la
catalyse a également été notée par Seidler (2013) lequel confirme 1’implication de 1a cystéine

par le groupement actif sulfhydryle (-S°) en position 149.
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1. INTRODUCTION

La pathogénie de P. aeruginosa est attribuée a la production d’un vaste arsenal de
facteurs de virulence (membranaires et extracellulaires) agissant a différents niveaux au cours
de T’infection, lui permettant de survivre aussi bien dans différents hotes que dans
I’environnement. En effet, dans un environnement favorable, P. aeruginosa est capable de
proliférer, devenir pathogene et former un biofilm conduisant a une diminution de la

sensibilité bactérienne que ce soit aux défenses de I’hote ou aux agents antimicrobiens.

Pour controler sa virulence, P. aeruginosa utilise un systtme de communication
bactérienne, le quorum sensing (QS), un mécanisme moléculaire lui permettant d’adapter son
comportement et de synchroniser son expression génétique en fonction de sa densité de

population en utilisant AHL comme molécules médiatrices.

Le choix du QS comme cible, pour inhiber la formation de biofilm et limiter la
pathogénicité des bactéries, s’aveére particuliecrement prometteur. Cette stratégie, appelée
qguorum quenching, présente le grand intérét de limiter 1’émergence de résistances puisque elle
permet aux bactéries de se développer de maniere commensale. Parmi les inhibiteurs du QS,
on distingue les enzymes dégradant les AHL qui ont été largement décrites (dont les

lactonases).

Nous nous somme intéresses, dans cette partie de travail, a la lactonase SsoPox
produite par Sufolobus Solfataricus et en particulier a sa variante SsoPox-W263I déja étudiée

pour sa capacité a degrader les molécules de signalisation des AHL.

L’objectif de cette partie est d’étudier I’effet inhibiteur du QS par la lactonase Ssopox-
W?263l, sur des souches de P. aeruginosa isolées des appareils respiratoires de veaux atteints
de pneumonie et sur de pieds diabétique. Cette partie a été réalisée au laboratoire de Bio-
cristallographie, biotechnologie et enzymologie structurale, dirigé par le Pr Chabriére E. qui a

mis au point cette lactonase caractérisee par un haut niveau de stabilité et d'affinité.
2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Production de la proteine SsoPox W263I

Le géne codant pour le variant de SsoPox W263l a été optimisé pour étre exprimé
dans la souche E. coli BL21 (DE3)-pGro7/GroEL (TaKaRa) aprés avoir été cloné dans le
plasmide pET22b-SsoPoxW263I (Hiblot et al. 2012b; Bzdrenga et al. 2014).
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Une préculture a été préparée en ensemencant une suspension E. coli BL21
préalablement conservées par congélation dans du glycérol (40 %) dans du milieu de culture
LB (Luria Bertani) liquide (BD, Difco™ LB Broth, Miller).

Le lendemain, cette préculture a servi a ensemencer, avec un ratio de 1/100, une
culture de milieu ZYP (Annexe E) additionné d’ampicilline (100 pg/mL) et de
chloramphénicol (34 pg/mL) puis incubé & 37 °C sous agitation (Agitateur de plaque 450
rpm) jusqu’a obtenir une DOgoonm COMprise entre 0,8 et , a cette DO, la surexpression des
chaperonnes Gro7/EL est induite par ajout de I’arabinose a 0,2% (Poids/volume) pour mieux
solubiliser SsoPox W263l. Par la suite, le Chlorure de Cobalt (CoCl,) a été ajouté pour une

concentration finale de 0,2 mM. L’incubation a eu lieu a 23 °C pendant 20 heures.

En fin, les cellules sont collectées par centrifugation a 4400 g a 4 °C, pendant 20 min.
Le surnageant etant éliminé, les culots ont été re-suspendus dans le tampon de lyse (Annexe

E), et stockées a -80 °C la nuit entiere.

Les échantillons ont été décongelés a 37 °C pendant 15 min et traités par sonication (3
étapes de 30 secondes) pour la lyse mécanique des cellules bactériennes (Amplitude 45, time
00:30, pulse on 00:01, pulse off 00:01). Les débris cellulaires sont finalement éliminés par
centrifugation (21000 g, 15 min, 4 °C).

2.2. Purification de la protéine SsoPox W263I

La purification de SsoPox a été faite selon le protocole expérimental proposé par
Hiblot et al.(2012a).

2.2.1. Précipitation au sulfate d'ammonium

Le sel le plus utilise pour précipiter les protéines est le sulfate d’ammonium
((NH4)2S0y) car tres soluble en solution aqueuse et permet d’atteindre des forces ioniques tres
élevées. Il a peu d’effets dénaturants et maximise ’obtention de protéines biologiquement

actives.

Nous avons chauffé les échantillons de 1’extrait brut contenant SsoPox W263l a
80°C pendant 30 min. Apres une centrifugation de 15 min a 21000 g, le surnageant a été
récupéré puis la protéine SsoPox W263l a été concentrée par une précipitation au sulfate

d’ammonium (Saturation 75 %), pendant une nuit a 4 °C. Le précipité a été récupéré par
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centrifugation a 21000 g, 4 °C pendant 15 min, puis solubilisé dans 8 mL de tampon d’activité
(Annexe E).

2.2.2. Purification en utilisant I’automate AKTA

L’étape de dessalage et la chromatographie par exclusion de taille ont été réalisées en

utilisant I’automate de purification AKTA.

2.2.2.1. Etape de dessalage

La concentration en sulfate d’ammonium étant trop élevée, une étape de dessalage
était nécessaire. Pour se faire, une colonne de dessalage (HiPrep 26/10 desalting, GE
Healthcare ; AKTA Avant) a été utilisée. Cette colonne sépare les molécules en fonction de
leur taille. Cette technique peut étre utilisée pour dessaler et éliminer des contaminants de
faible poids moléculaire. Les fractions contenant la protéine ont été concentrées par

centrifugation en utilisant un amicon (Merck Millipore), jusqu’a un volume de 2 mL.

2.2.2.2. Chromatographie par exclusion de taille

Aprés dessalage et concentration de I’échantillon protéique, un passage de celui-Ci en
colonne de chromatographie par exclusion de taille (ou gel-filtration) (HiLoad 16/600
Superdex 75pg, GE Healthcare; AKTA Avant) a été réalisé afin de purifier et homogénéiser
les échantillons. La pureté de la protéine étant veérifiee par une séparation au SDS-PAGE 10
%, puis la concentration protéique a été mesurée en utilisant le spectrophotométre NanoDrop
2000 (Thermo Scientific).

2.3. Analyse des protéines par électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes (SDS-PAGE)

Cette technique permet de séparer les protéines en fonction de leur masse moléculaire
et d’estimer leur degré de pureté. Les molécules sont préalablement soumises a un traitement
dénaturant détruisant la structure tridimensionnelle native. En présence de 2-mercaptoéthanol
et de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), toutes les sous-unités polypeptidiques de la protéine
perdent leurs ponts disulfures, et se dénaturent en formant des micelles avec le SDS. Toutes
les micelles présentent alors une charge négative proportionnelle a la masse moléculaire.

Nous avons utilise la technique décrite par Laemmli (1970) : Cing pL d’échantillon
protéique purifié par chromatographie d’ exclusion de taille ont été dilues dans 15 pL de bleu

de Laemli (Annexe F) puis chauffés pendant 10 minutes a 90 °C avant d’étre déposés sur le
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gel SDS-PAGE a 10 % (Gel de concentration 4 %, pH 6,8 et gel de séparation 10 %, pH 8,8.
Annexe F).

La migration protéique a eu lieu sous une tension de 130v pendant 1 h 10 min. Une
fois la migration terminée, les protéines ont été révélées par la coloration au bleu de
Coomassie pendant 15 min puis la décoloration a duré une heure dans une solution d’éthanol
40 %, acide acétique 10% et eau pure, puis laissées dans I'eau pure 7 a 8 h. Un marqueur de
poids moléculaire (Novex Sharp 10-260 KDa, Invitrogen) a été employé comme référence.
L’observation du gel et la détermination de la pureté de la protéine ont été réalisées sur le

programme ImageLab.

2.4. Mesure de ’activité de SsoPox

L’activit¢ de SsoPox est déterminée par des mesures spectrophotométriques, basées

sur la loi de Beer-Lambert.

Un volume réactionnel de 200 L. a été obtenu en additionnant 2 pL de
SsoPox purifiée a 98 pL de tampon d’activité de SsoPox et 100 pL de paraoxon a 2 mM. La
cinétique est mesurée pendant 10 min dans le lecteur de plaques par suivi de la production
de p-nitrophénolphosphate & une longueur d’onde de 405nm. Le blanc est préparé en

mélangeant 100 pL de tampon d’activité avec 100 pL de paraoxon.

2.5. Bactéries et conditions de culture

Sept souches de P. aeruginosa ont été utilisées dans cette d’étude afin de tester 1’effet
antivirulent de SsoPox W263lI :

— Trois ont été isolées des poumons des veaux pneumoniques (V1,V2,V3) abattus a
’abattoir de Batna (Oucheryah, 2015).
— Une souche de référence P. aeruginosa PAO1 (ID taxonomique : 208964)
— Trois souches clinques d’origine humaine (D1, D2, D3) provenant des ulcéres des
pieds diabétiques.
Les sept souches ont été confirmees par MALDI TOF-MS en utilisant le systeme
Bruker Daltonics.
Les souches de P. aeruginosa ont été pré-cultivées en milieu LB pendant 6 h a 37 °C
sous agitation a 650 rpm. Ensuite, 3 puL de pré-culture ont été inoculés dans 3 mL de LB
additionné de sang de mouton a 2 % (Biomérieux, France) puis incubation a 37 °C sous

agitation rotative constante a 650 rpm/ min 48h. Les cultures sont faites, en quadruple pour
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chaque souche. Deux flacons de chague souche ont été utilisés avec 0,5 mg/mL de SsoPox
pour tester I’effet antivirulent de cette protéine. Les deux autres flacons, des mémes souches,

ont été additionnés de tampon SsoPox pour remplacer le volume de la protéine (Figure 17).

Répétition | PAO1 V1 V2 V3 D1 D2 D3
Controles rl
sans

i e e e

(3mL de

LB +3
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culture) r2 ‘ _ ‘ ‘ ‘ }

AP U e e e e o
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(3mL de
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0,5 r2 ‘ ' ‘ ‘ ‘ }

mg/mL)

Figure 17: Plan expérimental adopté pour tester 1’effet de la protéine SsoPox W263I sur les
trois facteurs de virulences des sept isolats

L’activité anti-virulente de la SsoPox W263I a été vérifiee sur trois facteurs de virulence
chez les sept souches testées. Ces facteurs étant: Activité protéolytique, production de
pyocynine et production de biofilm.

2.6. Effet de SsoPox sur la croissance de PAO1

Ce test a été réalisé dans le but de vérifier que SsoPox n’affecte pas la croissance
bactérienne des souches testées. Nous avons suivis la croissance de PAO1, sans et avec

SsoPox, en mesurant la DOggonm pendant 24 heurs.
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2.7. Mesure des facteurs de virulence

L’activité protéolytique et la production de pyocyanine ont été mesurées 24 heures

apres l'inoculation. Le poids du biofilm a été déterminé apres 48 heures.

Les surnageants utilisés pour mesurer 1’activité protéolytique et la production de
pyocynine ont été obtenues apres transfert de 1 mL de culture chacune des quartes dans des

Eppendorfs de 1,5 mL puis centrifugation & 12 000 g pendant 15min.

2.7.1. Mesure de I’activité protéolytique

L’activité protéolytique des isolats a été mesurée selon la méthode modifiée décrite
par Nicodéme et al. (2005). La mesure de I’hydrolyse de 1’azocaséine par les sept isolats a été
effectuée apres incubation de 50 pL de surnageant additionnés de 1350 pL de tampon PBS
pH7 et 100 pL d’azocaséine (Sigma, St. Louis, USA) (30 mg/mL dissouts dans 1’eau ultra-
pure). Aprés une heure d’incubation a 37 °C. La réaction enzymatique a été inhibée par
addition de 250 pL de I’acide trichloracétique (TCA) 20% (m/v) au mélange réactionnel. Le
mélange a été centrifugé a 12000 g pendant 10 min. L’absorbance du surnageant est mesurée
a 366 nm dans un volume de 200 pL en utilisant une plaque de 96 puits (6.2-mm path length
cell) et un lecteur de plaque (Synergy HT) avec le logiciel Gen5.1 comme spectrophotometre.
Les témoins négatifs sont realisés en utilisant 50 pL de milieu LB avec et sans SsoPox 500

pg/mL filtrée (0,2 mm pore).

2.7.2. Mesure de la production de la pyocyanine

La production de la pyocyanine a été mesurée selon la méthode de Hraiech et al.
(2014). L’extraction de la pyocyanine a été réalisée sur 500 pL de surnagent (Le méme utilisé
pour la mesure de I’activité protéasique) en ajoutant 250 pL de chloroforme. Le mélange
réactionnel a été vortexé pendant 20s puis centrifugé a 12000 g pendant 5min. La

concentration de pyocyanine étant évaluée par mesure de I’absorbance a 690 nm.

2.7.3. Mesure du poids du biofilm

Aprés 48 h d’incubation, chaque culture a été tamisée par passage a travers des pores
de taille de 100 pm (Corning, New York, USA) pour séparer le biofilm des cellules
planctoniques. Le biofilm a été lavé avec 2 mL de PBS et centrifugé a 600 g pendant 5 min.

Les biofilms ont été pesés directement dans les tamis cellulaires.
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3. RESULTATS
3.1. Purification de SsoPox W263l

La SDS-PAGE de la protéine SsoPox W2631 montre une bande indiquant une masse
moléculaire avoisinant les 35 kDa (Taille des monomeéres: 35,5 kDa) et le degré de
purification est de 89,3 (Fig. 18).

La concentration en protéines mesurées par le Nanodrop (Bradford :A = 280 nm) est
de 35,59 mg/mL. Sachant que le degré de pureté de 1’enzyme obtenu par SDS PAGE est de
89,3 % (Fig. 18), la concentration finale de I’enzyme est donc de 31,78 mg/mL.
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Figure 18 : Gel SDS-PAGE 10 % révélé au bleu de Coomassie montrant la purification de
SsoPox W263l en conditions dénaturantes. Ligne gauche : marqueur de poids moléculaire
(Thermo Scientific Spectra Multicolor broad range protein ladder; labelled in kDa). Ligne
droite : SsoPox diluée a 1/10.

3.2. Mesure de I’activité phosphotriestérase

La loi de Beer-Lambert permet de passer de 1’absorbance a la concentration selon le
modéle linéaire A = ¢.1.[C] (Voir calculs en annexe G). L’activité enzymatique obtenue est
égalea: 19,53 U.

3.3. Confirmation des sept P. aeruginosa par MALDI-TOF MS

Les sept isolats utilisés dans cette partie de travail, ont été confirmés par la base de
données MALDI-TOF MS en tant que P. aeruginosa. Les scores et les spectres sont présentés

dans le tableau 15.
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Tableau 15 : Scores et spectres des différentes souches de P. aeruginosa testées
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3.4. Effet de SsoPox sur la croissance de PAO1

Nous constatons que 1’addition de SsoPox n’a pas d’effet inhibiteur sur la croissance

de P. aeruginosa PAO1 comparativement au témoin (Fig.19).

DO 600 nm

T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Heurs
—o— Citrl —#— Ssopox 500 ug/ml

Figure 19: L’effet de SsoPox sur la croissance de PAO1

3.5. Effet sur les facteurs de virulences
3.5.1. L’activité protéolytique

Les activités protéolytiques, exprimées en DOzgenm, Varient de 0,874 a 1,142 chez les
sujets sans le SsoPox (Annexe H) avec une moyenne m = 1,003 et un écart-type s = 0,083
(Tableau 16). Nos résultats montrent une diminution de ’activité protéasique, pour toutes les
souches, en présence de SsoPox (0,5 mg/mL) par rapport aux contréles (moyenne m= 0,118 et
un écart-type s= 0,304). La comparaison des deux moyennes pour les deux groupes (avec et
sans SsoPox) a donné une valeur de Student t= 7,842 (ddl = 6, p = 0,0002). Nous avons
observé une inhibition compléte de la production des protéases pour la souche de référence
PAOL1 et pour les quatre isolats V1, V3, D2 et D3.
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Tableau 16: L’effet de SsoPox sur 1’activité protéolytique des 7 isolats

Isolat Sans SsoPox (Moyenne) Avec SsoPox 0.5 mg/mL
(Moyenne)
PA01 0,878 0
V1 1,044 0
V2 1,038 0,807
V3 0,889 0
D1 1,077 0,021
D2 1,036 0
D3 1,059 0
Moyenne 1,003 0,118
Ecart type 0,083 0,304

3.5.2. Effet sur la sécrétion de la pyocyanine

Toutes les souches ont produit la pyocyanine en absence de la protéine SsoPox, avec
des variations (exprimées en DOggonm) allant de 0,03 a 0,288 (Annexe H) et une moyenne de
0,169 et un écart-type de 0,0794 (Tableau 17). La production de ce facteur de virulence a été
réduite pour les sept souches en présence de SsoPox par rapport aux contréles (une moyenne
de 0,076 et un écart-type de 0,0683). Elle a été complétement inhibée pour la PAO1 et deux

isolats cliniques humains D2 et D3.

Tableau 17 : Résultats de I’effet de SsoPox sur la production de la pyocyanine des 7 isolats

Isolat Sans SsoPox (Moyenne) Avec SsoPox 0.5 mg/mL
(Moyenne)
PAO1 0,125 0
Vi 0,191 0,114
V2 0,256 0,149
V3 0,157 0,149
D1 0,268 0,082
D2 0,15 0
D3 0,0365 0
Moyenne 0,169 0,0706
Ecart type 0,0794 0,0683

3.5.3. Effet sur la production du biofilm

Nous observons que la souche PAOL et les trois isolats humains (D1, D2 et D3)
forment un biofilm plus important que celui des isolats bovins (V1, V2 et V3) en absence de
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SsoPox. La valeur moyenne du poids du biofilm humide pour les sept isolats étant de 33,65
mg (écart-type s= 40,936) (Tableau 18) avec des valeurs allant de 3 mg a 119,1 mg (Annexe
H). Cependant, en présence de la SsoPox, nous constatons une tres faible production du
biofilm sur le total des sept isolats, avec une moyenne de 6,84 et un écart-type s = 7,583
(Tableau 18).

A B C

Figure 20: Mesure du biofilm par pesage direct des agrégats cellulaires. A : Présence d’un
biofilm de PAOL en absence de SsoPox ; B : Absence d’un biofilm de PAO1 en présence de
SsoPox ; C : Tamis témoin sans culture.

Le biofilm a été réduit, en présence de SsoPox, dans six isolats y compris la souche
PAO01. Cing ont considérablement perdu leur capacité a développer des biofilms (V2, V3, D1,
D2 et D3). L’isolat bovin V1, présente un biofilm plus épais en présence de SsoPox

comparativement au contrdle.

Tableau 18 : Résultats de 1’effet de SsoPox sur la production du biofilm des 7 isolats

Isolat Sans SsoPox (Moyenne) Avec SsoPox 0.5 mg/mL
(Moyenne)
PAO1 46,4 2,5
AVAN 7,63 10,75
V2 4,04 1,37
V3 5,59 2,16
D1 118,1 55
D2 14,15 3,15
D3 39,7 22,45
Moyenne 33,658 6,84
Ecart type 40,936 7,583
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En somme, la protéine SsoPox a donné des résultats satisfaisants vis-a-vis des trois

facteurs de virulence (Figure 21), en réduisant 1’effet virulent des sept souches testées.

Activité protéasique 366nm

Production de la Pyocyanine
DO 690 nm

80

60

40 -

20

Poids du Biofilm (mg)

Figure 21: Effets de SsoPox sur les facteurs de virulence des sept isolats
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4. DISCUSSION

Les traitements des infections bactériennes, par 1’utilisation des antibiotiques, sont
parfois peu efficaces et aboutissent a 1’émergence de nouvelles souches résistantes. Chez de
nombreuses bactéries, la signalisation QS contrdle les processus de virulence lors de

I’interaction avec un hote.

P. aeruginosa, un des principaux pathogenes responsables des infections humaines et
animales, présente une résistance remarquable vis-a-vis des antibiotiques (Poole, 2011). Par
conséquent, le développement d'autres voies antimicrobiennes et de nouvelles méthodes
thérapeutiques devient de plus en plus nécessaire. Parmi ces tentatives, le QS a été proposé
comme cible (Rasko et Sperandio, 2010), car plusieurs facteurs de virulence de P. aeruginosa
sont actives par ce phénomeéne (Winzer et Williams, 2001).

La perturbation du QS peut se faire a différentes étapes. Soit en empéchant les
bactéries de produire ou de percevoir les AHL par 1’utilisation d’inhibiteurs, soit par la
dégradation des molécules par voie enzymatique apres leur sécrétion dans le milieu
extracellulaire. Plusieurs enzymes responsables de I’inactivation des signaux QS ont été
identifiées. L’enzyme SsoPox de Sulfolobus solfataricus, isolée des sources d’eau chaudes du
Vésuve (Naples, Italie), a été étudiée pour son activité lactonase. Cette enzyme est
extrémement stable et présente un tres fort potentiel biotechnologique pour des applications
médicales puisqu’elle perturbe le QS des bactéries a Gram négatif permettant ainsi d’inhiber
leur virulence. En effet, sa stabilité lui confere, d'une part, un large spectre applicatif, mais
également une tolérance aux mutations conduisant a une amélioration de son activité de

dégradation des lactones par des techniques d'ingénierie enzymatique.

Dans ce travail, I’enzyme utilisée est une variante de SsoPox, la SsoPox W263l. Son
activité vis-a-vis des substrats 3-ox0-C12-AHL, principales molécules utilisées par P.
aeruginosa pour mettre en place sa virulence via le QS, est améliorée, par rapport a I’enzyme

sauvage de plus de 45 fois, tout en maintenant une thermostabilité élevée (Tm = 88 °C).

L’effet antivirulent de ce variant n’a ét¢ démontré que pour les souches de laboratoire
PAOL et PA14 (Hraiech et al., 2014) et contre des isolats responsable des ulcéres diabétiques
humains. Son efficacité contre les isolats vétérinaires n'a pas encore éte étudiée. Dans cette
partie, le potentiel quorum queching de SsoPox-W263I a été testé sur des 7 isolats de P.

aeruginosa.
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Le protocole que nous avons utilisé pour la production et la purification de I’enzyme
SsoPox a été déja mis au point (Hiblot et al., 2012a). Pour déterminer la pureté de
I’échantillon protéique que nous avons produit, une ¢électrophorése en gel de polyacrylamide
(SDS-PAGE) a été réalisée. Le résultat de la migration protéique a révélé une bande avec un
poids moléculaire proche de 35 KDa, représentant la forme monomérique de SsoPox. En
effet, la protéine SsoPox, en solution, est en équilibre entre forme dimérique et monomérique
(Merone et al., 2005) et a tempeérature de vie de S. solfataricus (50-87 °C) pour laquelle les

interactions hydrophobes de la protéine sont favorisées (Auernik, Cooper et Kelly, 2008).

Nous avons évalué ’effet de SsoPox sur la croissance bactérienne de P. aeruginosa
PAOL. La concentration de I’enzyme protéique utilisée était de 0,5 mg/mL. Nous avons
observé que l'ajout de cette enzyme n'avait aucun effet inhibiteur sur la croissance bactérienne

comme il a été observé par d’autres travaux (Ng, Wright et Seah, 2011; Hraiech et al., 2014).

Nos résultats montrent qu’il y a une grande variabilité dans les niveaux basiques de
production de pyocyanine, de protéase et de biofilm chez les sept isolats testés. Une telle
variabilité de production de ces facteurs était déja observée dans les isolats cliniques
respiratoires (Le Berre et al., 2008) et dans les souches environnementales (Grosso-Becerra et
al., 2014). Ces facteurs de virulence sont régulés par le QS. (Ce dernier étant dépendant de

quatre systemes différents hiérarchiqguement organises: Las, Rhl, vgsR et Pgs).

Le premier systeme a activer est le systeme Las qui dépend de la production et de la
perception de la lactone 3-0xo0-C12-AHL (Gambello et Iglewski, 1991; Pearson et al., 1994).
L'induction du systeme Las déclenche I'expression de différents facteurs de virulence et active
les autres systemes QS. Le QS de P. aeruginosa semble donc étre sous contrble de la
concentration en 3-oxo-C12-AHL. En revanche, les 3-oxo-C12-AHL produites par P.
aeruginosa ne régulent pas seulement la virulence bactérienne mais aussi permettent de
réduire la réponse immunitaire contre P. aeruginosa en stimulant les activités des cellules
eucaryotes importantes pour I'inflammation et les défenses immunitaires (Smith et al., 2002),
créant ainsi un environnement dans lequel les bactéries peuvent survivre plus facilement. En
effet, les facteurs de virulences comme les protéases et le pyocyanine secrétées lors de
I’infection des voies aériennes par P. aeruginosa étaient responsables de la destruction des

tissus de I’hote et de la répression de la réponse immunitaire (Suter, 1994; Allen et al., 2005).

L'activité protéolytique a été reduite dans 100 % des isolats avec une inhibition

compléte de production dans 86 % des isolats. La production de pyocyanine a diminué dans
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100 % des isolats avec élimination complete de production dans 43 %. Des résultats similaires
ont été rapportés concernant 1’utilisation des lactonases pour inhiber la virulence de P.
aeruginosa : Reimmann et al. (2002) ont cloné le gene aiiA chez P. aeruginosa PAO1 et ont
montré une réduction de la production d’exo-produits impliqués dans la virulence du
microorganisme comme I'élastase, les rhamnolipides et de la pyocyanine mais également une
réduction de sa motilité. Un autre travail (Migiyama et al., 2013), mené sur des souris, a
montré que l'expression de la lactonase aiiM chez P. aeruginosa PAOL a fortement réprimé
l'accumulation des AHL, la production de la pyocyanine et 1’élastase. Ils ont également
observé une diminution de la mortalité et des lésions histologiques de pneumonie chez les

animaux infectés avec la souche mutée.

Nous nous sommes également intéressés a la formation de biofilm par P.aeruginosa.
Le biofilm constitue un des aspects de la virulence de P. aeruginosa, car il favorise la
croissance bactérienne et confere une protection aux colonies vis-a-vis de la diffusion des
molécules antibiotiques. Il a été démontré que les P. aeruginosa, dans le biofilm, sont 100
fois plus résistantes aux agents antimicrobiens que les cellules planctoniques (Brooun, Liu, &
Lewis, 2000). Ce qui nous a incité a évaluer 1’effet de I’enzyme SsoPox W263I1 sur la
formation de biofilm. Nous avons observé une diminution (dans 86 % des isolats) de la
synthese du biofilm induite par SsoPox W263l. Nos résultats obtenus in vitro indiquent que
SsoPox W263l a inhibé la production de biofilm chez les souches étudiées. Ces résultats sont
en accord avec les travaux de Gupta et al. (2015) ou ils ont montré I'efficacité d'une lactonase
purifiée provenant de Bacillus sp. ZA12 sur la réduction du biofilm en utilisant un modeéle
d'infection des souris utilisant P. aeruginosa PAO1l. Ainsi, des paraoxonases humaines
(Khersonsky et Tawfik, 2005; Estin, Stoltz et Zabner, 2010) ont été exprimées chez P.
aeruginosa et ont montré une réduction de la formation de biofilm et la résistance aux
antibiotiques. En outre, dans un rapport publié par Bijtenhoom et al. (2011) ont montré que
I’expression d’un hétérologue de la réductase BpiB09 atténue la formation de biofilm chez P.

aeruginosa PAO1.

Au cours des essaies expérimentaux realise dans notre étude, nous avons remarqué
que les biofilms de P. aeruginosa traités avec SsoPox étaient plus minces et plus dispersés par
rapport aux contrbles positifs; ce qui révéle une approche potentielle pour augmenter la
sensibilité de P. aeruginosa a un traitement antibiotique. Selon Chang et al. (2017),
I'utilisation des inhibiteurs de QS en conjonction avec des antibiotiques peut améliorer la

destruction d'agents pathogénes a travers deux mécanismes possibles :
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i. la combinaison d'un QSI et d’un antibiotique pourrait perturber la structure
multicellulaire du biofilm, ce qui rend les bactéries sensibles a I'éradication par
des antibiotiques et / Ou

ii.  l'architecture du biofilm dépend principalement de la sécrétion d'une substance
exopolymérique régulée par AHL, Par consequent, l'inhibition de I'AHL peut
empécher la synthese de ces substances exopolymériques, conduisant a une

structure de biofilm lache de P. aeruginosa PAOL.

Differentes approches thérapeutiques non antibiotiques ont été envisagées pour
atténuer la virulence de P. aeruginosa, en utilisant les furanones qui sont des antagonistes des
AHL, sur le pathogéne P. aeruginosa in vitro (Wu et al., 2004) mais également in vivo
(Christensen et al., 2012). De maniére analogue, des extraits d’ail, du 4-NPO ou encore de la
patuline permettent de réduire la mortalité due a P. aeruginosa chez des modéles animaux
(Rasmussen & Givskov, 2006). Bien qu’efficaces, ces molécules sont néanmoins peu stables
pour certaines ou encore toxiques pour d’autres. Ainsi, une augmentation de la production des
facteurs de virulence par traitement non enzymatique avec des inhibiteurs de QS a déja été
signalée lorsque des souches cliniques de P. aeruginosa isolées de patients atteints de fibrose
kystique ont été traitées avec la furanone C-30 et la 5-fluorouracile 5-FU ou lorsque des
isolats d'origine diverse (voies urinaires, infection de plaie, sang et les voies respiratoires) ont
été exposes a des inhibiteurs naturels tels que la catéchine, la caféine, la curcumine ou l'acide
salicyliqgue (Garcia-Contreras et al., 2013, 2015; Sethupathy et al., 2016). En effet,
contrairement aux inhibiteurs de QS les enzymes comme SsoPox n’ont pas montré ce

phénomeéne de résistance.

Dans cette étude, SsoPox W623I a réduit la formation de biofilm et la production de
facteurs de virulence, en particulier la pyocyanine et les protéases. En conclusion, I’enzyme
SsoPox W263I par I’inhibition du QS atténue le pouvoir pathogene de P. aeruginosa non pas
en inhibant la croissance de la biomasse bactérienne, mais en les maintenant dans un état non

virulent, sans former de biofilms importants.
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La premiere partie de ce travail a concerné 1’utilisation de la technique MALDI-TOF
MS dans I’identification des bactéries isolées a partir de laits de vaches atteintes de mammites
subcliniques au niveau de deux fermes situées a I’Est algérien : Constantine et Batna. Nous
avons pu montrer qu’en dehors de la biologie clinique humaine ; la spectrométrie de masse
pourrait se révéler un atout dans le domaine de la biologie vétérinaire, étant donné que tous
les isolats bactériens sauf 1’isolat 13 ont été correctement identifiés au niveau de 1’espéce par

cette technique spectrométrique.

Parmi les quatorze isolats, huit individus différents appartenant a cing especes ont été
identifiés en tant que staphylocoques a coagulase négative.

En comparaison avec les méthodes génotypiques réalisées dans cette these (ADNr16S
et rpoB), le MALDI-TOF MS remplit les exigences nécessaires a la confirmation et a
I’identification des bactéries cliniques Vétérinaires. Plus rapide que les méthodes de la
microbiologie traditionnelle, moins chére et nécessitant moins d’expertise technique que les
méthodes génotypiques, et ayant le méme niveau de discrimination que celles-ci, le MALDI-
TOF MS peut en outre étre utilisé dans les laboratoires d’analyses de microbiologie
vétérinaire de routine ou le facteur temps joue un rdle clé pour la prise en charge des
infections animales. Cependant, les bases de données MALDI-TOF ne sont pas totalement
exhaustives et il n’est donc pas possible d’identifier tous les micro-organismes et pour
certaines especes qui sont proches comme dans le cas des especes du genre Aeromonas, la
création de « sous-bases de données ou bases de données spécifiques » construites sur des
bactéries de ce genre ayant subi une extraction préalable, pourrait permettre une bonne
identification a 1’échelle de 1’espece. Enfin, d'autres études sont nécessaires pour tester

I'applicabilité du MALDI-TOF pour détecter les bactéries directement dans le lait infecte.

L’assistance des programmes bioinformatiques comme outils d’aide a la décision,
dans le vaste domaine de la systématique bactérienne a été, en partie, mise en évidence dans
cette these. Nous avons essayé de montrer que la prédiction des structures secondaires voire
tertiaires par calculs bioinformatiques, a partir des séquences primaires de génes d’intérét
(codants et/ou non), apportait des éléments et des informations supplémentaires pour
confirmer la place de I’isolat dans 1’arbre phylogénétique bactérien. Il reste, ce pendant, a
développer des programmes plus puissants (temps et score des réponses) pour aligner ses

structures secondaires et tertiaires afin d’attribuer des motifs structuraux et fonctionnels
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spécifiques pour chaque groupe bactérien faisant foi d’une signature et d’une empreinte

moléculaires.

Il serait plus judicieux, pour les microbiologistes, de créer, avec I’aide et la
contribution de bioinformaticiens et de biostatisticiens, des bases de données spécifiques,
voire locales, regroupant les structures de ces motifs structuraux et fonctionnels pour faciliter

I’identification des isolats bactériens.

Il est temps de porter un nouveau regard a la systématique bactérienne pour faire
impliquer d’autres matiéres et faire émerger une nouvelle vision des données expérimentales
avec de nouvelles idées pour maximiser 1’exploitation des informations dans le domaine de la

recherche, en particulier, celui de la biotechnologie !

Nous avons également évalué, en collaboration avec 1’équipe du professeur Chabriére
(URMITE), une nouvelle modalité anti-virulente, en utilisant la lactonase, SsoPox W263l, qui
est capable d’hydrolyser les acylhomoserine-lactones impliqués dans le quorum sensing de P.
aeruginosa. Nous avons montré que cette enzyme, par I’inhibition du quorum sensing atténue,
in vitro, le pouvoir pathogene de P. aeruginosa isolées des veaux atteints de pneumonie, en ne
tuant pas les bactéries mais en réduisant la formation du biofilm et la production de facteurs

de virulence, en particulier la pyocyanin et les protéases.

L’enzyme SsoPox, fait 1’objet d’une attention particuliére car elle est a la fois trés
active pour la dégradation des lactones et extrémement stable, pour cela, elle pourrait se
concevoir dans plusieurs applications thérapeutiques : la voie aerosolisée, incorporation dans
des dispositifs médicaux dans le but de lutter contre le biofilm et les infections bactériennes
(par exemple dans des pansements ou des cathéters et les sondes d'intubation), ou l'association

avec les antibiotiques par voie systémique.

Elle peut étre utilisée non seulement sur le pathogene Pseudomonas aeruginosa mais
également contre d’autres bactéries capables d’adopter un comportement social par la

production-détection d’acyl-homoserine-lactone (AHL) comme Acinetobacter baumanii.

Son utilisation est actuellement a I'étude chez I'homme, dans des pansements pour
militaires afin d'éviter d'éventuelles complications et infections en cas de blessure. La phase
des tests precliniques pour les pansements est en cours, avant de pouvoir les tester sur les

patients (Projet porté par la société Gene GreenTK en vue de sa commercialisation).
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Annexe A

REPARTITION PAR ELEVAGE DU NOMBRE D’ANIMAUX ET DU NOMBRE DE
QUARTIERS TESTES PAR CMT

1/ Prélevements effectués a Constantine : Les prélévements ont été effectués sur six vaches
(Test CMT réalisé sur les 24 quartiers, 11 étaient positifs).

Tableau complémentaire 1 : Cas de mammites subcliniques dans la région de Constantine,
ferme pilote d’El-Baaraouia- EI-Khroub

N° Vache Description

33176 PG C4 Cocci Gram positif
65641 PG C7 Bacille Gram négatif
7011 PG C8 Cocci gram positif
4543PD C10 Bacille Gram négatif
65641 PD C12 Cocci Gram positif
66162 PG C13 Bacille Gram négatif
65641 AD Cocci Gram positif
4543 PG Cocci Gram positif
65641 AG Cocci Gram positif
505 PG Cocci Gram positif
66162 PD Cocci Gram positif

P: Postérieur A : Antérieur
D : Droit G : Gauche

2/ Prélevements effectué a Batna : Les préléevements ont été effectués sur huit vaches (Test
CMT réalisé sur les 32 quartiers, 15 étaient positifs).

Tableau complémentaire 2 : Cas des mammites sub-clinique dans la région de Batna, Djerma

N° Vaches Description

69482 AG Bl Cocci Gram positif
69482 PD B2 Cocci Gram positif
05991 AG B3 Cocci Gram positif
05993 PG B5 Cocci Gram positif
23553 PD B6 Cocci Gram positif
23552 PD B9 Cocci Gram positif
06112011 AG B11 Cocci Gram positif
23586 PD B14 Cocci Gram positif
05993 PD Cocci Gram positif
05993 AG Cocci Gram positif
69482 PG Cocci Gram positif
23553 AD Cocci Gram positif
23586 AD Cocci Gram positif
21112010 PD Cocci Gram positif
05993 AD Cocci Gram positif
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Annexe B

REPRESENTATION DES PRINCIPAUX MOTIFS D’UNE STRUCTURE 2D DE L’ARN

( ) Boucle terminale

Hernie (Bulge)

Boucle terminale

Boucle
multiple

Boucle terminale

Boucle interne

Structure en tige et boucle
formée par une séquence

Tige

Extrémité 5' Extrémité 3'
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Annexe C

RESULTATS DU BLASTN DES SEQUENCES NUCLEIQUES

Tableau complémentaire 3 : Confrontation et correspondance biomoléculaire avec GenBank
des 14 séquences d’ADNTr 16S

Code Nom du BLAST N° Genbank % % E-
Echantillon couverture | identité | value
1 Staphylococcus cohnii emb|AJ717378.1] | 99% 100% | 0,0
Batna
2 Micrococcus luteus gb|EU438932.1| | 100% 99,80% | 0,0
Batna
3 Staphylococcus hominis | gb|FJ768458.1] 99% 99,80% | 0,0
Batna
4 Staphylococcus refINR_074994.1| | 99% 99,86% | 0,0
Constantine haemolyticus
5 Staphylococcus hominis | gb|FJ768458.1] 99% 99,8% | 0,0
Batna
6 Staphylococcus hominis | emb|AJ717375.1] | 99% 99,93% | 0,0
Batna
7 Escherichia coli gb|CP002729.1] | 99% 99,93% | 0,0
Constantine
8 Staphylococcus dbj|AP008934.1] | 99% 99,87% | 0,0
Constantine saprophyticus

Staphylococcus xylosus | gh|GQ222240.1| | 99% 99,74% | 0,0
9 Micrococcus luteus gb|EU438932.1] | 100% 99,93% | 0,0
Batna
10 Escherichia coli emb|FN649414.1| | 99% 99,87% | 0,0
Constantine
11 Staphylococcus dbj|AP006716.1] | 100% 100% | 0,0
Batha haemolyticus
12 Staphylococcus equorum | ref[INR_041926.1| | 99% 99,93% | 0,0
Constantine
13 Aeromonas salmonicida | gb|AY910844.1] | 99% 99,66% | 0,0
Constantine
14 Staphylococcus hominis | gb|FJ768458.1| 99% 99,80% | 0,0
Batna
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56542027?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=7ZXDJPED01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167966287?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=7RPU5NA201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/237868960?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=7RR2T21C014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439679?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=7S0E40FJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/237868960?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=9VC1HCA001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56542024?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=7S191DVJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332341332?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7XCDFHUP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/72493824?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=801U4WXS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/254803147?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=DS1G1U0901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167966287?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7UFBDVNW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309700213?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=9VMFXD0X01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68445725?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8033337U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198492?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=803SVWCW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/62547921?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7UG0ED9W01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/237868960?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=7UNPWPUD01R
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Tableau complémentaire 4 : Confrontation et correspondance biomoléculaire avec GenBank

des 12 séquences du géne rpoB.

Code Non du BLAST | N° Genbank % identite | % couverture | E-value
Echantillon
1 Staphylococcus | gb|KF113479.1] | 99,76 % 88 % 0,0
Batna cohnii
3 Staphylococcus | gb|KF113483.1] | 98,92 % 88 % 0,0
Batna hominis
4 Staphylococcus | dbj|AP006716.1] | 95,37 % 100 % 0,0
Constantine | haemolyticus
6 Staphylococcus | gb|KF113483.1] 100 % 100 % 0,0
Batna hominis
7 Escherichia coli | gb|CP006584.1] 100 % 100 % 0,0
Constantine
8 Staphylococcus | LN554884.1 96.05 % 100 % 0,0
Constantine | xylosus

Staphylococcus | AP008934.1 90,38 % 100 % 0,0

saprophyticus
10 Escherichia coli | emb|HG738867.1| | 100 % 100 % 0,0
Constantine
11 Staphylococcus | dbj|AP006716.1] | 100 % 100 % 0,0
Batna haemolyticus
12 Staphylococcus gb|KF113481.1] | 100 % 100 % 0,0
Constantine | equorum
14 Staphylococcus | gb|KF113483.1] | 98,92% 99 % 0,0
Batna hominis
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/543200575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8MBT2DDF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/543200583?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8MC6949P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68445725?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8PT60RPD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/543200583?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8PU6FA5U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/544200787?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8PV0E2K001N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/683402654?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=99RFF5H1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/72493824?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=99RFF5H1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/557270520?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8R0TVH1E01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68445725?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8033337U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/543200579?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8R2K418001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/543200583?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8R2X8JTT01N
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Annexe D

ALIGNEMENTS DES DIFFERENTES SEQUENCES NUCLEIQUES ET PROTEIQUES

REALISES AVEC CLUSTALW

Alignement multiple des séquences ADNr 16S des 14 isolats.

B2l
BOxxce?
BLioncd
(12w
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B33
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Prim.cons.
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(3ned2

Prim.cons.

18 0 38 4 5@ 2] 7 il 9% 108 118 128 138 143 158

| | | | | | | | | | | \ | | \
TGATCCTEGCTCAGGATRAACGCTOECEGIATRCTTAACACATGCAARTCEAACD- - A- - TRARGCCCAGCTTGCTGRGTGEA- - - - TTAGTEGGAACEERTGAGTAACACGTRAGT AL CCTGLCCTTAACTCTGEGATAAGCCTRGEA
TGATCCTRGCTCAGGATAAAC G TOGCRGCATAC TTAACACATGCAAGTCRAALG- - A- - TRARGCCCAGCTTGCTGOGTAEA- - - - TTAGTEG GAACGRATRAGTAACACGTRAGT AMCCTGLCCTTAACTCTREGATALGCCTAGEA
TGATCCTEGCTCAGGAT GAAC G TOGCRGCATAC CTAATACATGCAAGTCRAGLD- - LACAGAT AAGRAGCTTGCTCCTTTGAC - - GTTAGCEGC GRACGEATRAGTAACACGTAGAT AL CCTACCTATARGAC TREAATALC TCCAGEA
TGATCCTRGCTCAGGATGAACGCTOGCOGCATRCCTAATACATGCAAGTCRAGED- - AACGRAT AAGRAGCTTGCTCCTTTGAA- - GTTAGCRGCGRACGGRTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATARGACTGRAATAACTTCAGEA
TGATCCTEGCTCAGRATRAACGCTOECEGIGTRCCTAATACATGCAARTCEAGCD- - AACAGAT ARGRAGCTTGCTCCTTTGAC - - GTTAGCEGCGRACERRTGAGTAACACGTRGAT AL CCTACCTATAAGACTGEGATAACTTCRGEA
TGATCCTEGCTCAGGAT GAAC G TOGCRGCATACCTAATACATGCAAGTCRAGLD- - AACAGACGAGRAGCTTGCTCCTTTGAC - - GTTAGCEG GRACGRATRAGTAACACGTAGAT AL CCTACCTATARGAC TAEGATALCTTCAGEA
TGATCCTEGCTCAGGAT GAAC G TOGCGGIATAC CTAATACATGCAAGTCRAGLD- - AACAGAC GAGRAGCTTGCTCCTTTGAC - - GTTAGCEGL GRACGEETRAGTAACACGTOGAT AL CCTAC CTATARGACTGEEATALCTTCAGEA
TGATCCTRGCTCAGGAT GAACGCTOGCRGIGTRCCTAATACATGCAAGTCRAGCD- - AACAGACRAGRAGCTTGCTCCTTTGAC - - T TAGC GG GRACGERTGAGTAACACGTRGAT AACCTACCTATARGACTGRGATAACTTCAGEA
TGATCCTEGCTCAGGAT RAACGCTOECEGIATRCCTAATACATGCAARTCEAGCD- - AACAGACRAGRAGCTTGCTCCTTTGAC - - GTTAGCEGGRACERRTGAGTAACACGTRGAT AL CCTACCTATAAGACTGEGATAACTTCRGEA
TGATCCTEGCTCAGGAT GAAC G TOGCRGCATACCTAATACATGCAAGTCRAGLD - - AACAGAT ARGRAGCTTGCTCCTTTGAC - - GTTAGCEG GRACGRATRAGTAACACGTAGAT AL CCTAC CTATARGAC TAEGATALCTTCAGEA
TGATCCTEGCTCAGGAT GAAC G TOGCGGIGTAC CTAATACATGCAAGTCRAGLD- - AACAGAC AAGRAGCTTGCTCCTTTGAC -~ GTTAGCEGL GRACGEETRAGTAACACGTOGAT AL CCTAC CTATARGACTGEGATALCTTCAGEA
TGATCCTRGCTCAGAT TRAAC G TOGCRG AGRC CTAACACATGCAAGTCRAACOGT AACAGGAA- TCAGCTTGCTGATTC - GLTGACGAGTEG GRACGERTGAGTAATATCTAGA - ARACTGL CTGATGRAGRGRGATALCTACTGEA
TGATCCTEGCTCAGATTRAAC G TOECEGCAGRC CTAACACATGCAARTCEAACOGT AACAGGAA- GLAGCTTGCTGLTTC - GTGACGAGTER GRACCRRTCAGTAATATCTAGA - AMACTGL CTGATGRAGGGEGATALC TACTGEA
TGATCCTEGCTCAGATTAAACGL TOGCRGCAGAL CTAACACATGCAAGTCRAGCOGCAGTGOGAAAGTAGCTTOCTACTTTTRCCGACGAGCEG GRACGRATRAGTAATACCTAGA - GATCTG CCAGT CRADGREEATALCAGTTGEA

EERFTEEEEEEIEE  TRRERERCLEERFR 0P EEE ERERLEERRLEEE fE % % REETEREE  F #% TR FREPEERIREER % % ¥R %% w5 R Fres

TGATCCTRGCTCAGGAT GAACGTOGCOGCGTGLCTAATACATGCAAGTCRARCOGT ARCAGAZ ARG RAGCTTGCTCCTTTGACTGAT TAGCRGCGRACOGAT GAGTAACACCTGGATAACCTACCTATARGAC TGRRATAACTTCOGRA

168 178 138 199 208 218 128 230 40 50 268 78 30 298 380

| | | | | | | | | | | \ | | \
AACTGGATCTAATACCEGATAGGAGCATCCACCOCATGOTGRGTAT TRRRARGAT - - -~ - - TTATCGGTTTTGEATCRACTCRCGGCCTAT CAGCTTATTGAT GAGAT AATCECTCACCAAGGCGACGACGRGTAGCCAGCCTEAGACE
AACTGGATCTAATACCAGATAGGAGCATCCACCOCATGOTGAGTAT TRRAARGAT TTATCGGTTTTGEATCRACTCRCGGCCTAT CAGCTTATTGAT GAGAT AATGECTCACCARGGCGALGACGAGTAGCCAACCTRAGAGE
AL C6HECTAAT B AGAT AACATT TAGAACCOCATOOTTCTAAAGT GAAAGATGETTTTRCTATCACTTAT AGAT GRAC CCACACCATATTAGCTAGT TRGT AAGGT AACGRCT TACCARGACAACGATACOTAGC CACCTBAGARG
A CGGAGCTAAT G CaGATAACATT TRGAACCGCATGGT TCTAAAGT AMAAGATGTTTTGCTATCACT TAT AGAT GRACCCAC G CATATTAGCTAGT TGATAAGGTAACGRCT TACCAAGRCAACGATACGTAGC CACCTGAGARG
A GGG TAAT AL CCGATAACATTTRGAACCGCATGET T T AAAGT GAAAGATGTTTTRCTATCACTTAT AGAT GRACCCAC G CATATTAGCTAGT TRGT AAGAT AACCECT TACCARGRCAACGATACTAGC CRACCTGAGARG
AL CGAGCTAAT ACCAGATAATATT TCGAACCOCATOOTTCRATAGT GAAAGATGOCTTTRCTATCACTTATAGAT GRACCTACGCCATAT TAGCTAGT TRGT AAGGT AACGRCT TACCARGACARCGATACOTAGC CACCTBAGARG
A CGGAGCTAAT AL GGATAATATT TCGAACCGCATOOT TCGATAGT GAAAGAT GO TTTGCTATC ACTTAT AGAT GRACCTRC GCCATAT TAGCTAGT TOGT AAGOT AACGECT TACCARGACAACGATACTAGC CACCTAGAGG
A GGG TAAT AL GGATAATATTTCGAACC G ATGOT T GATAGT GAAAGAT GO TTTRCTATCACT TAT AGAT GRACCTRC G CATATTAGCTAGT TRGT AAGAT AACGGCT TACCARGRCAACGATACGTAGC CRACCTGAGAGG
A GGG TAAT AL CGATAATATTTCGAACC G ATGOT TCGATAGT GAAAGAT GO TTTRCTATCACTTAT AGAT GRACCTRC G CATATTAGCTAGT TRGT AAGAT AACCECTTACCARGRCAACGATACTAGC CCACCTGAGARG
AL COGAGCTAAT ACCAGATAATATTTCGAACCOCATOOTTCRATAGT GAAAGATGETTTTRCTATCACTTATAGAT GRACCCACACCATATTAGCTAGT TRGT AAGGT AACGRCT TACCARGACGACGATACOTAGC CRACCTBAGARG
A CGGAGCTAAT AL GGATAATATT TCGAACCGCATOOTTCGATAGT GAAAGATGTTTTGCTATC ACTTAT AGAT GRAC CCAC G CATATTAGCTAGT TOGT AAGOT AACGECT TACCARGACGACGATACOTAGC CACCTGAGAGG

AACGGTAGCTAATACCACATAACGTCACAAGACCARGAGGRGRACCTTCRGGLC- - -- - --- TCTTGCCATCOGATGTGCCCAGATGRGAT TAGCTAGTAGGTGGEAT AACGRCTCACCTAGRCRACGATCCCTAGCTGATCTGAGAGG
AACGETAGCTAATACCACATAACGTCACAAGACCARGAGGRGRACCTTCRGRC- - - - --- TCTTGCCATCRGATGTRCCCAGATGRGAT TAGCTAGTAGGTGRERT AACCECT CACCTAGRCRACGATCC TAGCTRATCTGAGACG

AACGACTGCTAATACCGCATACRCCCTACGGGR0ARAGGARRGRACCTTCRRRCC - ------ TTTCGCGATTGAATGAACCCARATRAOAT TAGCTAGTTGATGORATAATGECT CACCARGGCAACGATCCCTAGCTGATCTGARAGE

i FEERE ERE 2E% E 3 FETEI E% FREE ¥R SEE PESEE REEY PR PEEE REER (RTINS

A GGG TAAT AL GGATAATATTTCGAACCGCATGOTTCGAZ AT GAAAGATGTTTTRCTAT ACTTAT AGAT GEACCCGC G CaTATTAGCTAGTTGGTAAGG TAACGRLTTACCARGGC2ZACGATACOTAGCCGACCTRAGAGG

318 38 338 349 358 368 378 380 3% 408 418 478 438 443 438

| | | | | | | | | | | \ | | \
GTGACCEECCACACT GEGAC TEAGACAAGCCCAGALTC TACRGGARE ACCART GEaGARTATTRCACAAT GGG GAAAGC TCATECARCRACCCGIGTRAGRRATRACCGCCTTCEGRTTET ASACCTCTTTCAGTAGGAAGAA
BT GACCHECCACACTGAGAL TEAGACAGGCCCARAL T O TACAGGAGECAGCART GEAGARTATTACACALT GGGCGCAAGC TEATACABAACCC Gl TRAGRIATRACRGCCTTCAEATTET ARACCTCTTTCAGTAGGRAAGAA
BT GATCHECCACACT GRAAL TEARACA GG TCCARAL TCL TACAGGAGECAGCART AGGGAAT CTTCCOCALT0GGCGAMAGC T RACGGARCAACRCCGIGTRAGTOATAAARGTCTTCREATCAT ASAACTC TAT TATTAGGAAGAL
GTGATCEGCCACACTGRAACTGAGACACGGTCCAGACTC  TACGGGAGGCAGCAGT AGGGAAT CTTCCGCAAT GRACGAMGT CTGACGGARCAACGCCIGTGAGTOATGAAGGTTTTCCGATCAT AMAACTCTGT TATTAGGGAAGAA
GTGATCEECCACACT GaRAL TEAGACA GG TCCAGALTC TACRGGAGECACCART ACOGART CTTCCOCAAT GGG CAAAGC T CACCGAR CAACRCC LG TRAGTOATRAACGOTTTCEECTCET ASAACTCTAT TATTAGGGAAGAL
GTGATCHECCACACT GERAL TEAGACACGETCCARAL TCC TACAGGAGECAGCART AGORART CTTCCOCALT0GGCGAAARCL TRACGGARCAACRCCGLGTOAGTOATAARGET CTTCEEATCAT ASAACTC TAT TATTAGGAAGAA
BT GATCEECCACACT AL TEARACA GG TCCAGAL TC TACGGGAGECAGCAGT AGOGAAT CTTCCOCALT GGG GARAGC T RACGGARCAACBCC Gl TOAGTOATOAAGRTCTTCREATCOT ASAACTC TAT TATTAGGRAAGAS
GTGATCaGCCACACT GaRAL TEAGACA GG TCCAGAL T O TACRGGAGGCAGCAGT AGOGART CT T COCAAT GGG GAAAGC T GACOGARCAACGCCGIGTRAGTOATRAAGGTCTTCAGATCAT ARAACTCTGT TATTAGGRAAGRA
GTGATCEECCACACT GaRAL TEAGACA GG TCCAGALTC TACRGGARECACCART ACOGART CTTCCRCAAT GGG GAAAGC T CACCGAR CAACRCC LG TRAGTOATRAACGTCTTCECATCET AAAACTCTAT TATTAGGGAAGAL
GTGATCHECCACACT GERAL TEAGACACGETCCARAL TCC TACAGGAGECAGCART AGORART CTTCCOCALT0GGCGAAARCL TRACGGARCAACRCCGLGTOAGTOATAARGET CTTCEEATCAT ASAACTC TAT TATTAGGAAGAA
BT GATCEECCACACT AL TEARACA GG TCCAGAL TC TACGGGAGECAGCAGT AGOGAAT CTTCCOCALT GGG GARAGC T RACGGARCAACBCC Gl TOAGTOATOAAGRTCTTCREATCOT ASAACTC TAT TATTAGGRAAGAS
AT A CAGCCACACT GaRAL TEAGACA GG T O AGAL T O TACRGGAGG AGCART GEaGART AT A ALT GGG GCAAGC TCATGCARCCATGCCGLGTATATGAAGAAGGCCTTCAGRTTET ARAGTACTTTCAGLGRGRAGEAA
AT A G CCACACT G aRAL TEAGACA GG TCCAGA T O TACRaGAGE ACCART GEaGART AT A ALT (GGG CAAGCCTCATACARCCATACCGLGTATATGAAGAACGCCTTCEERTTET ASAGTACTTTCAGLGRGGAGEAL
ATGATCAGCCACACT GRAAL TEARACA GG TCCARAL TCL TACAGGAGECAGCART GEaGAATATTACACALT 0GGAGAMACC TRATACARCCATRCCGIGTATATAAAGAARGCCTTCREATTET ASAGCAC TTTCAGCGAGBAGGAL

HRF F PEEEIEECET PEREXCLEELER PEELELEREELRLCEIRROLLRRLLS FFRERE R X EELILE B KX PEEE F PR ¥ REELREER ER BP ER REEEE k oEEEER % % o2 wgE RER

GTGATCGECCACACTGRAALTCAGACACGGTCCAGACTCTACGARGAGGTAGCAGT AGGGAATCT T Lol AAT GAGCGAAAGCCTGACGGARCAACGCCGCaTGAGTGAT GAAGET CTTCARATCGT ARAACTCTATTATTAGOGAAGRA
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919 920 938 549 950 968 878 958 948 1008 le1e 1620 1038 1644 1858

| \ \ | \ \ | \ \ | \ \ | \ \

B2on0d AT A AT (AR GOAATT GACB00EGC L ACAA (R AGAGCAT G oGAT T AT T AT O A G AR AL CTTACCAAGGL TTGACATGTTCTCAATCRCCAT AGARATACGG-TTTCCCCTTTAAGE- - CGGATTCACA
BBono AT A AT (AR GOAATT GACB00EGC L ACAA (R AGAGCAT G oGAT T AT T AT O A G AR AL CTTACCAAGGL TTGACATGTTCTCAATCRCCAT AGARATACGG-TTTCCCCTTTAAGE- - CGGATTCACA
Bluonod AT T ACT CAAAGOAATT GAC BOGEA LA AR CGaTGGAG AT T oaT T AAT T GAAG AL AR AL CTTAC CARAT TTGACATCCTTT - GACRACTCT AGAGATAGAGCCTTCCCCTTCAGCAGACARAGTRACA
(12005 AT T ACT CAAAGOAATTGAC GO0 EA LA AL AT GGAG AT T GaT T AAT T GANG A AR AL CTTAC CAAAT TTGACATCCTTT - GAARACTCT AGAGATAGAGCCTTCCCCTTCRGCAGACARAGTRACA
(Buonod AT T ACT CAAAGOAATTGAC GO0 EA LA AL AT GGAG AT T GaT T AAT T GANG A AR AL CTTAC CAAAT TTGACATCCTTT - GAARACTCT AGAGATAGAGCCTTCCCCTTCRGCAGACARAGTRACA
Bbwnod AT T AT ARG OAATT GAC B0 GEA LB A A AL AT GGAG AT T AT T AAT T L GANG A AR CT T AL CARAT TTGACATCCTTT- GACCCTTCTAGAGATAGRAGT TTCCCCTTURGCAGACARAGTRALA
Bldnodd  AAGOTTGAAACTCAAAGRAATTRACCRGoACC LG ACAAGCHaT AOAR AT GTATTT AATTCOANR AR GLGANGAACCTTAC CARATCTTGACATCCTTT-GACCCTTCTAGAGATAGAAGT TTCCCCTTCRGRAGACARAGTGACA
B5wn07 AT TG ACT AR GOAATT GAC B0 GEAC LA AR CGaTGGAG AT T oA TT AAT T GAAG A AR AL CT T AC CAAAT TTGACATCCTTT-GACCCTTCT AGAGATAGRAGT TTCCCCTTCRGCAGACARAGTRACA
83003 AT TG ACT AR GOAATT GAC B0 GEAC LA AR CGaTGGAG AT T oA TT AAT T GAAG A AR AL CT T AC CAAAT TTGACATCCTTT-GACCCTTCT AGAGATAGRAGT TTCCCCTTCRGCAGACARAGTRACA
(oo AT T ACT CAAAGOAATT GAC BOGEA LA AR CGaTGGAG AT T oaT T AAT T GAAG AL AR AL CTTAC CARAT TTGACATCCTTT - GACRACTCT AGAGATAGAGCCTTCCCCTTCAGCAGACARAGTRACA
B1Lnob AT T ACT CAAAGOAATT GAC BOGEA LA AR CGaTGGAG AT T oaT T AAT T GAAG AL AR AL CTTAC CARAT TTGACATCCTTT - GACRACTCT AGAGATAGAGCCTTCCCCTTCAGCAGACARAGTRACA
(Tooodd®  ARGGTT AAAA T AT GAA T TRACBRG0G L CACAAGCHGT AOAR AT GTATTT AATT COATACAACGCGANGAACCTTACCTRATCTTGACATCCACA-GAACTTT CCARLGATAGAT-TRGTCCTTCRGRA-ACTOTGAGACA
Clowodl  AAGOTTAAAACT AT GAATTRACERG0G A AAGC HGT AOAR AT GTRATTT AATTCOATA AR BCGANGAACCTTACCTRATCTTGACATCCACG- GAAGT TTTCARLGATOAGA-ATGTGCCTTCOGRA-ACCOTRAGACA
(oo AAGOTT AR AT T TRAC R EoG A AAG CaT GoAR AT T T TT AATTCCATA AR BLGALGAACCTTACCTECCTTGACATAT (TG GAATCCCCAARAGATTOGE- GAGTACCTTCRGRA- ATCAGMACACA

EEE R rRRRREREd Rnindiekiied ckuiebueipied fheknied ok beddwinie feipioinddeknkegieis EEEERE 2 % EE222ES FEE 3RE #id

Prim.cons,  ANEETTGAAA T O AT ToA GO0 CA L o ACAA G GO T oo AGCAT G GG TT A TTCGANGCAACGCGARGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTCRACC2CTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCARGRRACAAAGTRACA

1860 1678 1638 10% 1168 1118 1128 1138 1148 1158 1168 1178 1188 1% 1208

| \ \ | \ \ | \ \ | \ \ | \ \

B2on0d GOTGaTaCATGaTToTCaTCAGCTCaTaT (AT AGAT GTTGGaT TAETCC ColAACGARCOCAACCCTCRTTC CATATTGCCAGCACGTCATGATA0GGACTCATGRAAGACTACCROGRTCARCTCA0ARGAAOTAAGGRCACETC
BBono GOTGaTaCATGaTToTCaTCAGCTCaTaT (AT AGAT GTTGGaT TAETCC ColAACGARCOCAACCCTCRTTC CATATTGCCAGCACGTCATGATA0GGACTCATGRAAGACTACCROGRTCARCTCA0ARGAAOTAAGGRCACETC
Blonod 0TGN A TGET TaT CaTCAGCTC T AT AT AGAT BT TGEAT TAETCC CoCAA GARCOCAACCCTT AL TTARTTGLCAGCA- - TTTAGTTAGGCACTCTAAGTTOAC TACCRETEACARACCORARGRAGGTRRGCATRACETC
(12005 GGTGaTaCATGaTTaTCaTCAGCTCaTaT (AT AGAT GTTGGaT TAETCC COCAACGARCOCAACCCTTARACTTARTTGCCAGCA- - TTTAGTTA0GCACTCTAGRTTACTACCRATGACARACCGRARGAAOTGRAGATAACETC
(Buonod GGTGaTaCATGaTToTCaTCAGCTCaTaT (AT AGAT BT TOGaT TAAETCC COlAACGARCOCAACCCTTAAGC TTARTTGCCATCA- - TTAAGTTA0GCACTCTAGRTTOACTACCRATGACARACCORARGAAOTARAOGATAACETC
Bhwood 6T AT GaT TaT CaTCAGCT T aT AT AGAT BT TGGaT TAGTCC COCAA AR AT AR CCTTANGC TTARTTGCCATCA- - TTAAGT TA0GCACTCTAAGTTGACTACCROTGACARACCGRAGGAAGOTARAGATAACETC
Bldwodd  GOTGGTGCATGETTATCRTCAGCTCRTATCaTOARATATTOGT TAART CCCGCAACRAGCaCAACCCTTAAGCTTAGTTOCCATCA- - TTAAGTTAGOCACTCTAAGT TRACTRCCGATGACARACAOARGAAGRTORRARTEACETC
B5wn07 GGTGaTaCATGaTTaTCaTCAGCTCaTaT (AT AGAT BT TOGaT TAETCC COlAACGARCOCAACCCTTANGC TTARTTGCCATCA- - TTAAGTTA0GCACTCTAAGTTACTGCCRATGACARACCORARGAAOTGRAGATAACETC
83003 GGTGaTaCATGaTTaTCaTCAGCTCaTaT (AT AGAT BT TOGaT TAETCC COlAACGARCOCAACCCTTANGC TTARTTGCCATCA- - TTAAGTTA0GCACTCTAAGTTACTGCCRATGACARACCORARGAAOTGRAGATAACETC
(oo GGTGaTaCATGaTTaTCaTCAGCTCaTaT (AT AGAT BT TOGaT TAETCC COlAACGARCOCAACCCTTANGC TTARTTGCCATCA- - TTAAGTTA0GCACTCTAAGTTACTGCCRATGACARACCORARGAAOTGRAGATAACETC
B1Lnob GGTGaTaCATGaTTaTCaTCAGCTCaTaT (AT AGAT BT TOGaT TAETCC COlAACGARCOCAACCCTTANGC TTARTTGCCATCA- - TTAAGTTA0GCACTCTAAGTTACTGCCRATGACARACCORARGAAOTGRAGATAACETC
(Toodd®  GETGCTRCATGRCTATCRTCAGCTCRTaTTaTOARATATTROGT TAAGTCCCGCAACRAGLACAACCCTTATCCTTTATTACCAGCG- 6T CCAACCaR0AAC TCARAGGARACTRC CARTGATARACTAOARGAAGRTORRAATEACETC
Cléwod]  GETGCTRCATGRCTATCRTCARCTCRTATTaTOARATATTOGT TAAGTCCCGCAACRAGCACAACCCTTATCCTTTGTTACCAGCG-6T CCAACCaROAAC TCARAGGARACTC CARTOATARACTROARGAAGRTORRARTEACETC
(L3nod2  GETGCTECATGECTATCaTCARCTCaTTCaTaAGAT AT TEAT TAAGT (LG CAACGAGCaC AL CCTATCCTTTAT TOlCARCACGT ARTATAE0ARL TCARGOGARACTRL CGATCATARAC LACARGAAGRTARREATEACETC

HEEE RRrRERn mRiekpiediEkeied eknd breipioiniiekpiebeieiediinieiie ¥ REERERE R & R dER odmEn o mRREERE ¥ b dm ReRadimiedn oawd dniasd

Prim.cons,  GATGETGCATGETTATCATCAG T CaT AT (AT GAGATAT ToGaTTAAGTCCCoCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGT TGCCA2CACGTTAAGTTGRGCACTCTAAGTTEAC TR C A TRACAAACCHAAGBAAATRMIATEACGTC

1219 1226 1238 1249 1250 1268 1278 1258 128 1308 1318 132 1338 1344 1358

| \ \ | \ \ | \ \ | \ \ | \ \

B2on0d AT AT CATGCCCCTTATGTCTTaGaCT TCAC AT BT ACAATGRC CGaT AL AATORAT TOCGATACTATGAGOTROAGCT ART CCCAAAAAGCCGRT CTCARTTCRGATTRGRAT CTACAACTCRACCCCATRAAGTCOGARTCRLT
BBono AT AT CATGCCCCTTATGTCTTaGaCT TCAC AT BT ACAATGRC CGaT AL AATORAT TOCGATACTATGAGOTROAGCT ART CCCAAAAAGCCGRT CTCARTTCRGATTRGRAT CTACAACTCRACCCCATRAAGTCOGARTCRLT
Bloood AT AT AT G LT ATGAT TTaEGCTACACACaT BT A A TGEACAAT A ARG BaCACCT A OGO GA e TCAT AT CCCATARAGTTAT T TCAGT TCRGATTTAGT CTGCAACTCRACTACATGAAGL TRRAATLELT
(12005 AT AT CATGCCCCTTATGATTTaGO T ACACACET BT A TGRACAAT AL AAAGGaCAGCT AAA (O CGAGDTCAT G AAAT CCCATARAGTTGTTCTCAGTTCRGATTATAGT CTGCAACTCRACTACATGAAGL TRRAATCELT
(Buonod AT AT CATGCCCCTTATGATTTaGO T ACACACET BT A TGRACAAT AL AAAGGaCAGCT AAA (O CGAGDTCAT G AAAT CCCATARAGTTGTTCTCAGTTCRGATTATAGT CTGCAACTCRACTACATGAAGL TRRAATCELT
Bhwnod AT AT AT G CTTATGAT T TG T ACA A CaT LT A A TGRACAAT A AAAG G CAGCGAAA (A C AR TCAAG CAAAT CCCATARAGTTGTTCTCAGT TCRGAT TATAGT CTGCAACTCRACTACATGAAGL TRGRATCELT
Bldwodd  ARATCATCATGOCCCTTATGATTTGRACTACACACATGCTACAATOCACAATACAAAGGCARCGAM CCaCOAGNTCAAG ARAT CCCATARAGTTATTCTCAGTTCGRATTGTAGT  TACARCTCRACTACATGALGCTRAATCGCT
B5wn07 AT AT CATGCCCCTTATGATTTaGOCTACACACET BT ACAATGRACAAT AL AAAGGaCAGCGAAA (O CGAGDTCAAG CAAAT CCCATARAGTTGTTCTCAGTTCRGATTATAGT CTGCAACTCRACTACATGAAGL TRRAATCELT
83003 AT AT CATGCCCCTTATGATTTaGOCTACACACET BT ACAATGRACAAT AL AAAGGaCAGCGAAA (O CGAGDTCAAG CAAAT CCCATARAGTTGTTCTCAGTTCRGATTATAGT CTGCAACTCRACTACATGAAGL TRRAATCELT
(oo AT AT CATGCCCCTTATGATTTaGOCTACACACET BT ACAATGRACAAT AL AAAGGaCAGCGAAA (O CGAGDTCAAG CAAAT CCCATARAGTTGTTCTCAGTTCRGATTATAGT CTGCAACTCRACTACATGAAGL TRRAATCELT
Bllnob AT AT AT G CTTATGAT TTaGCT ACACACET BT A AN TGEACAAT ACAAAG GG CAGCGAAA (S CGARETCANG AT CCCATARAGTTAT T TCART TCRGAT TTAGT CTGCAACTCRACTACATGAAGL TERAATLELT
(Tooocd®  AAGTCATCATGRCCCTTACOACCAGRRCTACACACATGCT ACAATGOCGCATACAAAGAGAARCGACCTCGCOARGCAAGL GRACCTCATARAGTGCAT CaTART CCGRATTGRAGT  TACARCTCRACTCCATGAAGTCRRAATCGLT
Cléwod]  AAGTCATCATGOCCCTTACOACCAGRRCTACACACATGCT ACAATGOCGCATACAAAGAGAARCGACCTCGCOARACAAGLGRACCTCATARAGTGCAT CaTART CCGRATTGRAGT  TACARCTCRACTCCATGAAGTCRRAATCGLT
(l3ood2  AAGTCATCATGRCCCTTACHECCAGERCTACACACAT GCTACAATGOCGOTACAGARSGC TR AMGCT AGCGATAGTGAGC GAAT CCCAAAAAGCGCAT CATART CCGEATCGRAGT TACARCTCAACTCCTGAAGTCRGRATCGLT

#3ohREREied pRiiek ¥ BEERR R R mwRRRinEi ELEZ N T S ¥ %% % RR ERgR FE O EER RRERE B RRERRRREREREEE R SREER 3R wdegd

Prim.cons,  ARATCATCATGCTTATATTTaa0 T A A A oo T A AT oA A T A AL AGEGCAGCCARACCGLGAGGT CARGCAAAT CCCATARARTTATTCTCARTTCGRATTETAGTC TRCAAC TCRACTACATGARG TAGRATCALT
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Bl
Bl
Bliod
(12565
(B
Bbxod
Bldwoid3
B
Bhoood
Cdwnod
B1lxxxh
[pveval]
(ool
(13002

Prim.cons.

B
BOoad
Blioxodd
(12505
(Bxnod
Bwod
Bldwod3
BSiocod
Bhoood
(oo
B11xxb
(Tooocld
(1800l
(130012

Prim.cons.

B2xxl
B9
BLixxxd
12005
CBxnoad
Bwxxd
Bl4xiil3
Bowxcd
B3xod
(g
B1lxxxb
[Whvvodl]
(1@l
(13012

Prim.cons.

450 478 458 450 508 518 524 530 548 550 568 578 589 598 &8

| | \ | | | | \ \ | | | | \ \

----- GCGAAAGT - - - == - -~ - -~ ---BACEOTACCTRCAGAARAA GCACCOaCT AMC TACGTRC CAGCARC Ca T AT ACET A aOAT CCaAGCATTATCLAAATTATTARECATANAGACC TCATAGGCGRTTTRTCACTCTG
----- GCGAAAGT - - - == - -~ - -~ ---BACEOTACCTRCAGAAGAA GCACCOaCT AAC TACGTRC CAGCARC Ca T AT ACET A aOAT CCaAGCATTATCLAAATTATTARECATANAGACC TCATAGGCGRTTTRTCACATCTG
CAAATGTaTAAGT AAC- TATRCACATCTTRAC AT ACCTART CAGAARGCCACGGCTAACTACG TR CAGCAGC Lo aaTAATACGTAGETOGCAAGCAT TATCCREAATTATTRCCATAMAGCECACETARRCCETTTCTTAAGTCTE
CAAATETaTAAGT AAC- TATRCACATCTTRACGAT ACCTART CAGAAR G CACGRCTAACTACG TR CAGCAGC Lo GaTAATACGTAGETOGCAAGCAT TATCCREAATTATTRCECATAAAGCECACETARRCCETTTCTTAAGTCTE
CAAATETaT AAGT AAC - TATGCACATCTTRAC AT ACCT AT CAGAAR G CACGRCTAACTACG TR CAGCAGC Lo GaTAATACGTAGETOGCAAGCAT TATCCREAATTATTACECATAAAGCECACETARRCCETTTCTTAAGTCTE
CAAACGTETAAGT AAC- TETRCACATCTTRAC AT ACCTART CAGAAR G CACGGCT AACTACG TR CAGCAGC Lo GaTAATACGTAGETOGCAAGCAT TATCCREAATTATTRCECATAMAGCECRCETAGRCCETTTTTTAAGTCTE
CAAACGTETAAGT AAC- TETRCACATCTTRAC AT ACCTART CAGAAR G CACGGCT AACTACG TR CAGCAGC Lo GaTAATACGTAGETOGCAAGCAT TATCCREAATTATTRCECATAMAGCECRCETAGRCCETTTTTTAAGTCTE
CAAACGTETAAGT AAC- TETRCACATCTTRAC AT ACCTART CAGAAR G CACGGCT AACTACG TR CAGCAGC Lo GaTAATACGTAGETOGCAAGCAT TATCCREAATTATTRCECATAMAGCECRCETAGRCCETTTTTTAAGTCTE
CAAACGTGTAAGT AAC- TGTRCACATCTTRAC AT ACCTART CAGAARGCCACGRCTAACTACG TR CAGCAGC CoLGaTAATACGTAGATOGCAAGCAT TATCCRRAATTATTACECATAMAGCECACETARRCCETTTTTTARGTCTG
CATACGTGTAAGTAAC- TGTRCACATCTTRAC AT ACCTART CAGAAAGCCACGRCTAACTACG TR CAGCAGC Lo GaTAATACGTAGATOGCALGCAT TATCCRRAATTATTACECATARAGCECACATARRCCETTTTTTARGTCTG
CATACGTGTAAGTAAC- TATGCACATCTTRACGATACCTART CAGAARGCCACGRCTAACTACG TR CAGCAGCCOLGaTAATACGTAGATOGCAAGCAT TATCCRRAATTATTACECATARAGCECACETAGRCCETTTTTTARGTCTG
-Ge0AGTAAAGT TARTACCTTTGCTCATTRACTTACCCACAGAAGAAGCACCROCTAACT CCATRCCAGCARC CLAGTAAT ACCRAGGATECAAGL AT T AATCOEAATTACTGEE ATARAGCCCACGCAGGCGRTTTRTTARGTCAR
-Ge0AGTAAAGT TARTACCTTTGCTCATTRACTTACCCACAGAAGAAGCACCROCTAACT CCATRCCAGCARC CLAGTAAT ACCRAGGATECAAGL AT T AATCOEAATTACTGEE ATARAGCCCACGCAGGCGRTTTRTTARGTCAR
AGGTTGECGCCTMTACGTGTCAACTGTGACGTTMTCGCAGMGMGCACCGGCTMCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTﬂu!lTﬁ.CGGAGGGTGCMGCGTTMTCGGMTTACTGGGCGTAMGCGCACGCAGGCGGF TAGATAARTTAG

LS B e #omEEg RRREdaiRe sdnddiiadsdnedeiageniein agd FhERERE  sRERRERd aRednedeied dd bE afkedies EL I ]

CAAACGTaT AAGT AACATGTRCACATCTTRACGOTACCTART CAGAAMGCCACGGCTAACTACGTGC CAGCAGCCCCGATAATACGT AGETOACAAGCATTAT CCRRAATTATTRG0ATAAAGCGCACATAGRCCATTTTTTAAGTCTG

618 620 630 648 658 660 678 680 699 708 718 720 739 748 750

| | | | | | | \ | | | | | \ |
TCaTGAAAGTCCGRRG T TAACC CCaRATCTGLGAT GRGTA ARG AGACT AGAAT LA T AGGRGAGAC TRRART TCCTGETATAGCGATRRAATACGCAGATAT CAGGAGRAACACCOATGAGALGCCAGATCTCTGRGCTATAALT
TCaTGAAAGTCCGRRG T TAACC CCaRATCTGLGAT GRGTA ARG AGACT AGAAT LA T AGGRGAGAC TRRART TCCTGETATAGCGATRRAATACGCAGATAT CAGGAGRAACACCOATGAGALGCCAGATCTCTGRGCTATAALT
ATETEARAGCCACGG T CAACCATGoAGEAT AT GoAAA TOaGANACT TAAGTGLAGAA AR AAAGTGRAATT CCATETAT AGCAT A TCACAGAGATATARASAACAL CAGT GACEAARGCGACTTTCTCATCTATARLT
ATETEARAGCCACGG T CAACCATGoAGEAT AT GEAAA TOAGANACT TAAGT ACAGAA AR AAAGTGaAATT CCATETAT AGCAT A TCACAGAGATATARASGAACAC CAGT ACEAARGCGACTTTCTEATCTATARLT
ATETEARAGCCCACG T CAACCATG0AGEAT ATT GEAAA TOAGAAACT TAAGTGLAGAACAGCAAAGTGRAATT CCATETATAGCGATGARATCGCAGAGATATARASGAACAC CAGT GACAAARGCGACTTTCTGATCTATAALT
ATETEARAGCCCACG T CAACCATG0AGEAT ATT GEAAA TORARAACT TAAGTGLAGAACAGCAAAGTGRAATT CCATETATAGCGATGARATACGCAGAGATATARASGAACAC CAGT GRCAAARGCGACTTTCTGATCTATAALT
ATETEARAGCCCACG T CAACCATG0AGEAT ATT GEAAA TORARAACT TAAGTGLAGAACAGCAAAGTGRAATT CCATETATAGCGATGARATACGCAGAGATATARASGAACAC CAGT GRCAAARGCGACTTTCTGATCTATAALT
ATETEARAGCCCACG T CAACCATG0AGEAT ATT GEAAA TORARAACT TAAGTGLAGAACAGCAAAGTGRAATT CCATETATAGCGATGARATACGCAGAGATATARASGAACAC CAGT GRCAAARGCGACTTTCTGATCTATAALT
ATETEARAGCCCACG T CAACCATG0AGEAT ATT GEAAA TORARAACT TAAGTGLAGAACAGCAAAGTGRAATT CCATETATAGCGATGARATACGCAGAGATATARASGAACAC CAGT GRCAAARGCGACTTTCTGATCTATAALT
ATETEARAGCCCACG T CAACCATG0AGEAT ATT GEAAA TORARAACT TAAGTGLAGAACAGCAAAGTGRAATT CCATETATAGCGATGARATACGCAGAGATATARASGAACAC CAGT GRCAAARGCGACTTTCTGATCTATAALT
ATETEARAGCCCACGG T CAACCATG0AGEAT AT GEAAA TATARAACT TAAGTGLAGAACAGCAAAGTGRAATT CCATETATAGCGAT AT GCAGAGATATARASGAACAC CAGT GRCAAARGCGACTTTCTGATCTATAALT
ATaT AT (ARG T A Taa0AA TG ATCTEATAC TG AMGCT TAAGTCTCGTACAGCOAGATAGAATT CCAGET AT AGCGAT ARATACATAGAGATCTARASGAATAL COAT GRCAAARGCGACCCCOTRRACGAAGALT
ATaT AT (ARG T A Taa0AA TG ATCTEATAC TG AMGCT TAAGTCTCGTACAGCOAGATAGAATT CCAGET AT AGCGAT ARATACATAGAGATCTARASGAATAL COAT GRCAAARGCGACCCCOTRRACGAAGALT
ATET RGO AR T A TOaaAAT TG ATT TAAAACTATCCAGCT AGAGTCTTGTACAGGOAGATAGAATT CAGRT AT AGCGAT GAA TR ATAGAGATCTARASGAATAC COAT GRCAAARGCGRCCCCCTERACARAGALT
EEpEsE  #E ERRR REdd g E EE k8 kEkE % k% oad & kugdeks  kEk EEoRREEEd Rk gk REsRhsd duE kedkddeied kskE % R

ATETGAAAGCCCACRGCTCAACCATGRAGGAT CATTGRAAA T CRAAAACTTRAGTCACAARAGRAALGT GOAATTCCATATATAGCGATRARATCGCAGAATATARAGRAACACCART BOCGAAGRCRACTTTCTRATCTGTAACT

768 778 788 790 208 818 524 838 848 850 868 878 Bd 598 gae

| | | | | | | | | | | | | | |

RO TGAGEAG ARG AT G0 a0AG A ACAGAT TAGA T ACCCTOaTAGT CCATGCC AT ARACATTOAGCACT AGRT TORRGACCATTCCACGRTTTCCACACCaCARCTARCGATTAARTECCCCACTAORCAGTACGCCEL
(GACCTRARRAG GARARCAT 00RGARCRAACARDAT TAGRTACCCTOETAATCCATRCC AT AAACATTROGCACT AQDT ATGRAECACCATT CCACGRTTTCCRCGICaCAGCTARCOCATTAARTCCCCGICTR0RGARTACGLCAE
GACCTRATOT R GARARCaTAGOGAT CARACARDAT TAGRTACCCTOETAATCCACLC AT AAACOATRAGTGCT AAGTGTTARDAGATTT CCRCCCCTTA- QTR TaCAGCTARCOCATTAARCACTCCGCCTROAGARTACGACCEL
GACCTRATOT R GARARCaTAGOGAT CARACARDAT TAGRTACCCTOETAATCCACLC AT AAACOATRAGTGCT AAGTGTTARDAGATTT CCRCCCCTTA- QTR TaCAGCTARCOCATTAARCACTCCGCCTROAGARTACGACCEL
GACCTRATOT R GARARCaTAGOGAT CARACARDAT TAGRTACCCTOETAATCCACLC AT AAACOATRAGTGCT AAGTGTTARDAGATTT CCRCCCCTTA- QTR TaCAGCTARCOCATTAARCACTCCGCCTROAGARTACGACCEL
GACCTRATOT R GARARCaTAGOGAT CARACARDAT TAGRTACCCTOETAATCCACLC AT AAACOATRAGTGCT AAGTGTTARDAGATTT CCRCCCCTTA- QTR TaCAGCTARCOCATTAARCACTCCGCCTROAGARTACGACCEL
GACCTRATOT R GARARCaTAGOGAT CARACARDAT TAGRTACCCTOETAATCCACLC AT AAACOATRAGTGCT AAGTGTTARDAGATTT CCRCCCCTTA- QTR TaCAGCTARCOCATTAARCACTCCGCCTROAGARTACGACCEL
GACCTRATOT R GARARCaTAGOGAT CARACARDAT TAGRTACCCTOETAATCCACLC AT AAACOATRAGTGCT AAGTGTTARDAGATTT CCRCCCCTTA- QTR TaCAGCTARCOCATTAARCACTCCGCCTROAGARTACGACCEL
GACCTRATOT R GARARCaTAGOGAT CARACARDAT TAGRTACCCTOETAATCCACLC AT AAACOATRAGTGCT AAGTGTTARDAGATTT CCRCCCCTTA- QTR TaCAGCTARCOCATTAARCACTCCGCCTROAGARTACGACCEL
GACCTRATOT R GARARCaTAGOGAT CARACARDAT TAGRTACCCTOETAATCCACLC AT AAACOATRAGTGCT AAGTGTTARDAGATTT CCRCCCCTTA- QTR TaCAGCTARCOCATTAARCACTCCGCCTROAGARTACGACCEL
GACCTRATOT R GARARCaTAGOGAT CARACARDAT TAGRTACCCTOETAATCCACLC AT AAACOATRAGTGCT AAGTGTTARDAGATTT CCRCCCCTTA- QTR TaCAGCTARCOCATTAARCACTCCGCCTROAGARTACGACCEL
GACCT ARG TR GARARCETA0OGARCAAACARDAT TAGRTACCCTOETAAT CCACIC AT AAACOATATCRACT TARAGGT TATACCCTTRAGACATRRC - - TTCCaGAGCTARCOCATTAARTCRACCICTOAGARTACGGLCAE
GACCT ARG TR GARARCETA0OGARCAAACARDAT TAGRTACCCTOETAAT CCACIC AT AAACOATATCRACT TARAGGT TATACCCTTRAGACATRRC - - TTCCaGAGCTARCOCATTAARTCRACCICTOAGARTACGGLCAE
GACCTCARGT R GARARCaTA0RGARCAAACARDAT TAGRTACCCTOETAAT CCACLCaT AAACOATATCRATTTARAGGCTAT AT CCTTRAGACRTREC - - TTCCaGAGCTARCOCRTTAAATCRACCCCTOAGARTACGGCCAC

HEEREEIEEE EIER

SREEEE F F RRREREER BERERD B RERCERERERFILERBXEXXERERZLL RERTRELREE K ¥ 0% & & &% % BERBRREXE HERE EETE:

GACOCTRATATRCGARAGCETOGGEAT CAAACARGATTAGRTACCCTGAT AT CCACGLCRTAAACOATARTGCT AART T TAGROROTTTCCRCCCCTTACGTGCTACARCTAACGCATTARGCACTCCRCCTOROGARTACOACCAC
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3@ e D 13% e Mle 14 1430 140 14 1460 140 1430 149 1500

| | | | | | | | | | | | | | |

Bloool  AGTAATCGCAGATCAGCAACEC TR GeTaAATACETTCCOGRCCTTAT ACAC A CalCCAT AL CACCAAART TGET AN ACCCGAARC CARTGACCTAACCCTTE- TH0GAGRARC A TCOAAGATHARACCRRCEATTGREACTA
Bhooo?  AGTAATCGCAGAT CAGCAACGCT R GO ToAATACAT T COCOGRCCTTaTACAC A CalCCaTC AT CACCARART CaaT AR ACCCGAARC CaaTGOCCTAACCCTTE- THOGRGEARC A TCOAAGRTRARACCAGTOATTGR0ACTA
Bloocd  AGTAATCATAGATCAGCA- ToCTA G0 TGAATACGTT L CoGaTCTTaT ACA A (ol CC AT CACACCACCAGART TTAT AN ACCCGAAGC COaT GoAGT AL CATT TATG0ARCTARC (A TCOAAGETHGRACAAATOATTGRGATAY
(Ihood  AGTAATCGTAGAT CAGCA- TaCTAC GO TGAATACaT T CC Lo GaTCTTaT ACACA ol BT CACACCACCAGABTTTaT AR ACCCGAAGC (T GoART AACCATT TATCOARCTARC (A TCOAAGRTGRACAAATCATTGRGET Y
(Boood  AGTAATCGTAGAT CAGCA- ToCTAC G0 TGAATACGTT L COGaTCTTaT ACA A oL AT CACA A CAGARTTTaT AR ACCCGAAGC COaT GoAGT AL CATT TATGOARCTAGC (G TCOAAGETHGRACAATATTGRG6TAY
Bwoo®  AGTAATCATAGATCAGCA- TECTACGeTGAATACETTCCoGaTCTTaT ACAC A CalCCAT CACACCACCAGART TTET AN ACCCGAAGC CORT GRAGT AACCATTT- - CoARC TARC (A TCOAAGETHARACAAATEATTGAGATAY
Bldnodd  AGTAATCATAGATCAGCA- TaCTAC GO ToAATACETT COCOGaTCTTaT ACACA ol CC BT CACACCACCAGARTTTAT AR ACCCGAARC (T GOART AACCATTT--C0ARCTARC (A TCOAAGRTGRACARATOATTGR00TAY
Boood  AGTAATCATAGATCAGCA- TECTA G0 TaAATACGTT L COGaTCTTaT ACACA Ol CCaT CACACCACCAGARTTTAT AN ACCCGAAGC COT GOAGT AACCATTT- - 0AGCTARC (A TCOAAGETHGRACAAATEATTGRGATAY
Bloood  AGTAATCGTAGATCAGCA- TaCTAC GO TGAATACaTTCOCOGaTCTTaT ACAC AL ol CCaT CACACCACCAGABTTTAT AR ACCCGAAGC (T GRART AACCATTT- - COARCTARC (A TCOAAGRTGRACARATATTGRGET Y
(doood  AGTAATCGTAGAT CAGCA- T TAC G0 TGAATACGTTCCCOGaTCTTaT ACAC A CalCCaTCACACCACCAGARTTTAT AR ACCCGAAGC COOT GOAGTAACCATTT- - 0AGCTAGC (G TCOAAGETGRACAATCATTGRG6TAY
Bllooh  AGTAATCATAGATCAGCA- TECTACGeTGAATACETTCCOGaTCTTaT ACAC A CalCCAT CACACCACCARART TTAT AN ACCCGAAGC (AT GRAGT AACCATTT- - CCARC TARC (A TCOAAGETHARACAAATEATTGAGATAY
(Toood@  AGTAATCATG0AT CAGAR- TaCCAC GO ToAATACATT CCCOGRCCTTaT ACACA (ol CC BT CACACCATCR0ART GaT TOC ARAAGARGTAGRT AGCTTAACCTTCA- -COARGRCRCTTACCACTTTRTGATT CATGACTGR06TAY
(ool AGTAATCATGOAT CAGAR- TECCA GO TGAATACGTTCCOGRCCTTaT ACA A Ol CCaT CACACCATCaaART AT TA ARAGAAGT AGET AGCTTAACCTTCE- - 0ARGRCACTTACCACTTTATRATTCATGACTGAGATAY
(I3ood2  AGTAATCGCOAAT CAGAR- TaT (O GO TaAATACaT T CCCOGRCCTTaT ACAC A ol CCaT CACACCATCa0ART QAT TR ACCAGARGTAGAT AGCTTAACCTTCA- -COARGRCGTTTACCACGRTATGATT CATCACTGRGET Y

sddbadar  RkERR & 8 dbbaddwdddskspiabed sddkekekiiiebaddidad o 8 b mkR o gk db 0 wdER & % kddad g #% & % FF k¥ kR F% dkkx %

Prim.cons,  AGTAATCGTAGATCAGCAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGATCTTGT ACACAC LG CCGTCACACCA A GAGT TTATAACACCCRAAGL CGATHGA T A CCATTTATGRAGC TAGCCGTCGANGETRRGACAMATGATTR0RATGA

1518

|
Bloood  AGTCGTAACAMGET
Booo2  AGTCETAACARGET
Bloocd  AGTCATARCARGET
(oo AGTCGTAACARGET
(Booo®  AGTCATACARGET
Bowoo®  AGTCGTARCAMGET
Bldwel3  AGTCETAACARGET
Bowood  AGTCATAACARGET
Bhood  AGTCGTAACAMGET
(hoood AGTCATACARGET
Blloce  AGTCGTAACAMGET
(Tooel@  AGTCETAACARGET
(Boodl  AGTCETAACARGET
(13ood?  AGTCGTAACARGET

ERERERRERERIRR

Prim.cons.  AGTCGTAACAMGET
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Alignement multiple des séquences rpoB des 12 isolats.

B3
Bldnnx10
BInnuxl
Boxnxd
Cdxxnn2
BllxxxB
CBxoob
1208
Blyxxx@
CT00x5
Cl@xxx7
C13xxx11

Prim.cons.

B30m3
Bldwx18
B3kl
Bouxxd
Cawxnx
BllxuxB
CBxxxxb
C12xxx2
BLxxnx@
T
Cléod
1301l

Prim.cons.

BSxxux3
Bldnnx10
BInonxl
Boxnxd
Chooo2
B11xxx8
CBxx6
C12xxx9
Bluxxxa
T35
Clexxx7
C13xxxl1l

Prim.cons.

12 28 38 48 58 68 78 80 Ll 168 118 128

\ | | | | | | \ | | | |
------------------------------ CACCACAACAATTAATTAATATTAGACCTGTAATTGCTTCAAT TAAAGAATTCTTTOATAGT TCTCAATTGTCTCAATTCATARACCAAG
--ATaTCTAT T A GAT ACTaATTCAAT TACACC A A AT T AT TAATATTAGACCTGTAATTGCT TCAA T TAAAGAATTCTTTRGTAGT TCTCAATTGT CTCAATTCATREACCAAG
---------------------------------------------------------- TaTAATTGCTTCAAT TAAAGAATTCTTTGGT AGTTCTCAATTRTCTCAATTCATRRACCAAG
TT A A A AACAATTAATTAATATTAGACCTRTAATTRCT TCAAT TAAAGAATTCTTTRGT AGTTCTCAATTRTCTCAATTCATARACCAAG
------------------------------ CACCACAACAATTAATTAATATCCATCCTTAATTOCTTCTAT TAAAGAGTTCTTCOGTAGCTCTCAATTATCACAATTCATRACCAAG
---TaTCAAT TCAAGAT ACAGACTCTAT CACACCAC AN CAAT T AT TAATATCCATCCOATTATTGCATCAAT TAAAGAGT TCTTCOGTAGCTCTCAATTAT CACAATTCATRRACCAAG
-------------------- GATTCTATAACACCOCAACAATTAATCAATATTCATCCTGTTATTGCATCTATCAAAGAGTTCTTTGATAGT TCACAATTATCACAATTTATAGACCAAG
---ATATCTATCCAGACACTGATTCTAT TACGC T A CAAT T AT CAATATTCATCCTGTTATTGCATCTAT TAAAGRATTCTTTRETAGCTCTCAATTAT CACAATTCATGRACCAAG
------------------------------------------------------------ TTATTGCATCAATTAAAGAATTCTTTGAT AGTTCTCAATTATCACAATTCATAGACCAAG
GTCTGTCTCTGGGCEATCTAEATACCCTGATACCTCAGGATATGAT CAACGCCAAGCCRATTTCCACAGCAGT GAAAGAGTTCTTCAGT TCCAGCCAGCTATCTCAGT TTATGGACCAGA
CGATTTCCGCAGCAGTGAAAGAGTTCTTCOAT TCCAGCCAGCTGTCTCAGTTTATAGACCAGA
-------------------------------------------------------------------------------- TTCTTTGAT TCCAGCCAGCTGTCTCAGTTCATRRACTAAA

EREEE REE ®E F EE BR KR RERERIRE

QT 2TaTCTATTCAAGATACTGATTCT 2T TACACCACAACAATTAAT TAATATT 26T CCTRTTATTRCT TCAAT TAAAGAATTCTTTGATAG2 TCTCAATTATCTCAATTCATGGACCAAG

138 148 158 160 178 158 198 200 218 228 238 248

\ | | | | | | \ | | | |
CTAACCCATTAGCAGAGTTAACACATAAACGTCATCTTTCTACTTTAGGACCTGATAAT TTAACACATGAACGT GCACAAATGGAAGTTCATGACGTACACTATTCTCACTATGGTCGTA
CTAACCCATTAGCAGAGT TAACACATAAACGTCATCTTTCTACTTTAGGACCTGATAAT TTAACACATGAACGTGCACAAATGEAAGTTCATRACGTACACTATTCTCACTATGATCGTA
CTAACCCATTAGCAGAGTTAACACATAAACGTCATCTTTCTACTTTAGGACCTGATGAT TTAACACATGAACGTGCACAAATGEAAGTTCATRACGTACACTATTCTCACTATGGTCGTA
CTAACCCATTAGCAGART TAACACATAAACATCATCTTTCTRCTTTAGGACCTGOTAAT TTAACACATGAACATGCACAAATGEAARTTCOTACGTACACTATTCTCACTATORTCATA
CTAACCCATTAGCTGARTTAACACATAAACATCATCTATCTRCCCTAGGACCTOOTOAT TTAACACATOAACATGCTCAAATGGEAARTGCOTACGTTCACTACTCTCACTATORACGTA
CTAACCCATTAGCTGART TAACACATAAACGTCaTCTTTCTRCATTAGGACCTGOTGAT TTAACACATGAACGTGCTCAAATGEAARTACGTACGTTCACTACTCTCACTATGGTCATA
CTAATCCATTAGCAGARTTAACGACAAACGTCATTTATCTRCTCTAGGACCCORTGAT TTAACACATGAACGTGCTCAAATGEAARTACGTACGTTCACTATTCTCACTATGRTCGTA
CTAACCCATTAGCCGARTTAACACATAAACGTCATTTATCAGCATTAGGACCCORCGaT TTAACACATOAACGTGCTCAAATGGERARTACGTACGTTCACTATTCTCACTATGRTCGTA
CCAATCCATTAGCOGAATTRACACATAAACGTCATCTATCAGCATTAGGACCTGOTOAT TTAACACATOAACGTGCTCAAATGEAARTRCOTACATTCACTACTCTCACTACGOTCATA
ACAACCCACTATCTGARATTACGCACAAACGTCATATCTCCACACTCOOCCCAGDCOATCTRACCCATOAACGTGCAGGCTTCORARTTCOAGACOTACACCCOACTCACTACGOTCGCG
ACAACCCACTGTCTGAGATTACGCACAAACGTCATATCTCCACACTCOGCCCAGRCAETCTGACCCATAAACGTGCAGGCTTCGRAGTTCGAGACATACACCCRACTCACTACGGTCGCG
ACAACCCACTGTCCGAAGTCACCCACAAGCGCCaTATCTCTACACTOA6CCCAGGCaaTTTGACCCATAAGCATGCCaaTTTTGAAGT TCRAGATATGCACCCRACTCACTACGATLGTLC

Bk kE Ok % B3k 3 k% 3 bk k33 F kk B2k 33 bk B bkd 2 Bk kEREs kkkks % ckkkkk B k% B8 kR dkkkabE ki 3%

CTAACCCATTAGCAGAGTTAACACATARACGTCGTCTTTCTGC2TTAGGACCTGGTAATT TAACACGTGAACGTGCACAAATGGAAGT TCATGACGTACACTATTCTCACTATGGTCGTA

259 260 278 280 298 308 318 320 338 340 350 360

\ | | | | | | \ | | | |
TOTaTCCAATTGAAACAC CAGAGICACCAAACAT OO TTTAAT TAACT CATTATCTAGT TATGCACATATARATGAATTTOGTTTTATCGARACACCATATCATARAGTAGATATTGATA
TOTaTCCAATTGAAACAC CAGAGICACCAAACAT OO TTTAAT TAACT CATTATCTAGT TATGCACATATARATGAATTTOGTTTTATCGARACACCATATCATARAGTAGATATTGATA
TaTaTCCAATTOARACAC CAGAGIOACCAAACAT TOGTTTAAT TAACT CATTATCTAGT TATGCACATATAAATGAAT TTOAT TTTATCOARACACCATATCATARAGTAGATATTRATA
TaTaTCCAATTGAGACACCAGAGIOACCAAACAT TOGTTTAAT TAACT CATTATCTAGT TATGCACATATAAATGAAT TTORT TTTATCOARACACCATATCATARAGTAGATATTRATA
TGTATCCTATCGAGACACCAGAGIGACCAAACAT TOGTTTGAT CAACT CACTTTCARGT TATGCACATATGAATGAAT TTGGT TTCATTRARACACCATATCATARAGTAGACTTAGACA
TaTATCCRATCGAGACTCCAGAGGGACCAAACAT TGaTTTGAT TAACTCATTATCAAGT TATGCACATATGAATGAATTTGGTTTCATTRARACACCATATCATARAGTAGACTTAGACA
TOTaTCCAATC ARG CT GGG TCCAAAT AT TAGACT TATAAACTCATTATCTAGT TATGCACATATAAATGAATTTGGTTTCATTRARACGCCATATCATARAGTAGACCTTGAAA
TOTaTCCAATCGARACAC ARG TCCaAATATCOBACT TATCAACT CACTATCTAGTTATGCGCATATGAATGAAT TTORT TTCATTRARACACCTTACCATARAGTAGATCTTGAAA
TOTaTCCAATCOARACAC CAGAGCACCAAACATTOOTTTGAT TAACTCATTATCAAGT TATGCACTATAAATGAAT TTORT TTCATTRARACGCCATATCATARAGTAGATCTTGAAA
TATATCCAATCGAAAC CCCTEAAGETCCRAACATCOOTCTRATCAACTCTCTRTCCATATACGCACAGACTAACGAATACGRCTTCCTTRAGACTCCATATCATARAGTGA - - -CCGACE
TATATCCAATCGAAAC CCCTEAAGETCCRAACATCOOTCTRATCAACTCTCTRTCCATATACGCACAGACTAACGAATACGRCTTCCTTRAGACTCCATATCATARAGTGA - - -CCGACE
TOTGCCCTATCGAGACTCCTAAGETCCRAACATCOOTCTGATCAACT CTCTRTCCATATACTCTCATACCAACGARTATARTTTCCTCRAGACACCATACCATARAGTCA--- TTGACE

ok RE oRE O ER OER OBE ER R RR Bk ®® 2% R 2R fERk® b k% EE I EEEE T I T T £ S

TaTaTCCAATCOARACACCAGAGOCACCARACATTGaTTTGATTAACTCATTATCTAGTTATGCACGTGTARATGAATTTGT TTCATTAAAACACCATATCOTAAAGTAGATATTGACA
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BSxxxx3
Bl4xxx1d
B3xxxxl
Boxxxxd
Clxxxx
B11xxx8
CBxxxxb
C12xxx9
Blxxxx@
C7xxxxs
Claxxx7
C13xxx11

Prim.cons.

Boxxxx3
Bl4xxx1d
BIwonl
Boxxxxd
Choxxxn
B11xxx8
CBxxxxb
C12xxx9
Blxxxx@
Whsvvel
Clexxx7?
(131l

Prim.cons.

BSxxxx3
Bl4xxx10
B3xxxxl
Boxxxxd
Clwnnn2
B1lxxx8
(b
C12xxx9
Blxxxx@
C7xxxx5
Clexxx7
Cl3xxx11

Prim.cons.

378 380 399 400 418 428 430 448 450 460 478 4308

| | \ | | | | | | | | \

(AT TCAAT TACTGATCAAATTRAT TATT TAACTa TOAT GAAGA A CA TAGC TATGT AGT TRCACAAGCCAATTCTCATTTAGATGAAAATGETCATTTCCTAGATRAT GAAGTGOTAT
(AT TCAATTACTGATCAAATTGATTATTTAAC TG TGAT GAAGAACATAGCTATGT AT TGCACAAGCCAATTCTCATTTAGAT GAARATGOTCATTTCCTAGATGAT GRAGTGGTAT
(AT TCAAT TACTGATCAAATTRAT TATT TAACTa TOAT GAAGA A CA TAGC TATGT AGT TRCACAAGCCAATTCTCATTTAGATGAAAATGETCATTTCCTAGATRAT GAAGTGOTAT
CAA AT TCAATTACTGATCAAATTGATTATTTAAC TG TGAT GAAGAACATAGCTATGT AGT TGCACAAGCCAATTCTCATTTAGAT GAARATGOTCATTTCCTAGATGAT GRAGTGOTAT
CTAACTCTATTACAGATCAAAT CRACTACT TAACAG TOAT GAAGAACATAGC TATGT AGTAGC CCAAGCGAACTCTCACTTAGATRAAAATGECCATTTCTTAGATGAT GAAGTAGTAT
CTAACTCTATTACAGATCAAATCRACTACTTAACTGCTGAT GAAGAACATAGCTATGT AT TGCCCARGCGAACTCTCGCTTAGAT GAARATGOTCATTTCTTAGATGAT GRAGTCGTAT
CAAACAGCATTACTGATCAAATCRATTACT TAACAG TOAT GAAGAGEATAGCTATAT GO TAGCACAAGCCAACTCTAAATTAGATGAAAATGETCATTTCCTAGATGATGAAGTCTTT
CACATTCAAT CACAGACCAAATTGACTACT TAACAGC TRACGAAGAACACAGCTATGT AGTAGCTCAAGCARACTCTATATTAGATGAAAATGETCATTTCOTAGAAGACGAARTTETTT
CGAATAGTAT CACAGATCAAATTGATTATT TAACAG TRACGAAGAACATAGCTATAT AGTAGCACAAGCAAATTCTAAGT TAGATGAAAATGETCACTTCTTAGAGRAT GRAGTTGTTT
---GTaTTaTAACTGACGARATTCACTACCTRTCTGC TATCAAGARGGCAACTACOTTATCGCCCARRCGAACTCCAACCTOGATGAAGRAGGCCACTTCATACAAGACCTRATAACTT
---GTGTTaTAACTGACGAAATTCACTACCTRTCTRC TATCRAAGAAGGCAACTACATTATCGCCCAGRCGAACTCCAACTTOGATGAAGRAGGCCACTT CATAGAAGACCTRRTARCTT
---0TOTEATCACCGACGAAGTARACTATCTATCTGCTATTGAAGARGGCAARTACOTGATCGCACAGGC TAACGCCACRACCACCOAARATOOCCATCTAARACATGAATTRATCCCAT

Fokk % % %k Rk % ®mi%  wxeEkR % ®R RE % ®f % m% Gk % kEE E k% %k mEE %% i

(AT TC AT TACTGATCAAATTGAZ TAZ T TAACTGCT GAT GAAGAACATAGC TATGTAGTTGCACAAGC CAACTCTCO2 TTAGATGAAAATGGTCATTTCCTAGATGATGAAGTGETAT

4498 508 519 520 538 548 558 568 578 580 598 630

| | | | | | | | | |
GTCGTTTCCATGGTAACAACACTGTTATGACARAAGAAAAAAT GEACTACATGGATGTATCTCCTARACAAGTAGTATCAGCAGCGACAGCTTGTAT TCCATTCCTTRARRACGATGACT
GTCaTTTCCATOGTAACAACACTATTATAOCAAAAGAAAAAATGOACTACATOATGTATCTCCTARACAAGTAGTATCAGCAGCGACAGCTTOTATTCCATTCCTTRARAACGATGACT
GTCGTTTCCATGGTAACAACACTGTTATGaCARAAGAAAAAAT GBACTACATGGATGTATCTCCTARACAAGTAGTATCAGCAGCGACAGCTTGTAT TCCATTCCTTRARRACGATGACT
GTCaTTTCCATOGTAACAATACTATTATGOCAAAAGAAAAAATGOACTACATOATGTATCACCT ARACAAGTAGTATCAGCAGCGACAGCTTOTATCCCATTCCTTRARAACGATGACT
GTCGTTTCCATGATAATAACACAGT TATGACCAAAGAGAAAAT GBACTACATGGACGTATCTCCTARACAAGTAGTATCAGCTGCGACAGCATGTATCCCATTCCTTRARRACGATGACT
GTCaTTTCCATOGTAATAACACARTTATGACT AAAGAGAAAATGOACTACATGACATATCTCCTARACAAGTAGTTTCAGCTGCGACAGCATOTATTCCTTTCCTTRARAATGATGACT
GTCGTTTCCATGGTAATAACACAGT TATGACTAAAGAAAAAAT GBACTACATGGACAT TTCACCAARACAAGTTGTTTCTACTGCGACAGCATGTATTCCTTTCTTAGARRACGATGACT
GTCaTTTCCATOGTAATAACACARTTATGACT AAAGAAAAAATGOACTACATGATGT TTCACCT ARACAAGTTTTTCTACTGCGACAGCATOTATTCCTTTCTTAGAAAACGATGACT
OTCOTTTCCATGGTAATAACACAGT TATGOCAMAAGAAAAAAT GEAT TACATOOATGTATCTCCTARACAGGTTATTTCTGCAGCAACAGCATGTAT TCCATTCTTAGARRACGATGACT
GCCGTAGCAAAGGCGAATCCAGCTTGTTCAGCCACAACCAGRT TRACTACATRACATATCCACCCAGCAGOTOATATCCATCGAT GLGTCCCTRATCCCATTCCTGRAACACGATEACG
GCCOTAGCAAAGGCGAATCCAGCTTRTTCAGCCOlGACCAGET TRACTACATOOACATATCCACCCAGCAGOTGRTATCCATCOGTGCOT CCCTRATCCCATTCCTGRAACACGATRAC
GG ACAAAGGTGAATCCACCTTTATGAACGCCRACCAGATCCARTATATAGATGT GAGCCCACAGCAGATCATATCTATGGCAGCCACTCTRATCCCCTTCCTGRAACACGATEATG

EEE S % EE I ® E =X % ® ok k® o kkkE® ki ¥ 0% ®E ok xx kR % ¥ 3 % kR REE Ok RIx® f kRRR¥

GTCETTTCCRTGaTAATAACACARTTATGRC ARAAGARAAAAT GACTACATORATGTATCTCCTARACAAGT AGTATCAGCAGCGACAGCTGTATTCCATTCCTTGAARACGATGACT

618 620 630 640 656 668 678 688 699 768 718 120

| | | | | | | | | | | |
CTAACCGTGCGTTAATGOGTGCGAACATACAACATCAAGCAGT ACCATTOATGAATCCTOAARGCTCCATTTATGAATACACETATORAACATGTGOCAGCTCATGACTCTATGCAGCAA
CTAACCGTGCATTAATORGTGCGAACATACAACATCAAGCAGT ACCATTOATGARTCCTRAMGCTCCATTTATGEATACAGGTATGRAACATATGOCAGCTCATGACTCTARTGCAGCAA
CTAACCGTGCGTTAATGOGTGCGAACATACAACATCAAGCAGT ACCATTOATGAATCCTOAARGCTCCATTTATGAATACACETATORAACATGTGOCAGCTCATGACTCTATGCAGCAA
CTAACCGTGCATTAATORGTGCGAACATACAACATCAAGCAGT ACCATTOATGAATCCTRAMGCTCCATTTATGEATACAGGTATGRAACATATGOCAGCTCATGACTCTRRTGCAGCAA
CTAACCGTACCTTAATGOGTGCGAACATACAACATCAAGCAGT ACCATTOAT GAACACTOARGCACCATTTOTTAATACACETATGRAACATGTTGCTGCACGTGACTCAGGCGCTGCAA
CTAACCGTGCATTAATORGTGCAAACATACAACATCAAGCAGT ACCATTOATGAACACAGAAGCACCATTTRTTGATACAGGTATGGAACATGT TGCTRCACGTGACTCAGGCGLTGEAA
CTAACCGTGCATTGATOOGCACARACATACAACATCAAGCAGTGCCATTOATGAACCCTOAATCACCATTTATTAATACACETATORAGCACGTGOCAGCACGTGATTCTAATGCGGCAA
CTAACCGTGCATTGATORGTGCAAACATGCAACATCAAGCAGT GCCATTOATGAATCCTRAATCACCATTCATAGGAACTGOTATGRAGCACGTGOCAGCACGTGACTCTRATGCAGCAA
CTAACCGTGCATTAATGOGTGCOAACATACAACATCAAGCAGT CCCATTOATAATCCAGAATCACCTTTCATAGOTACTOETATORAACACGTAGCAGCTCATGACTCTGATGCAGCAA
(CAACCGTGCATTGATORGTGCGAACATACAACATCAGGCCAT TCCRACTCTGCGCGCTRATAAGCCACTGRTTAATACTGATATGRAACGTGCTGTTGCCATTRACTCCARTRTAACTE
(CAACCGTGCATTGATORGTGCOAACATACAACOTCAGRCCAT TCCRACTCTRCACACTEATAAGCCACTORTTAATACTGATATGRAACGTECTGTTACCATTEACTCCRATRTAACTE
B A A e

& fddEE w2k & msEE

CTAACCGTGCATTAATGRGTGCGAACATACAACATCAAGCAGT ACCATTOATGAATCCTRAAGCACCATTTGT TAATACAGGTAT GRAACATATGOCAGCTCATGACTCTRATGCAGCAL
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B5x00x3 TTACTGCAAAACATAGAGGTCGTGT TGAACACGTTGAAT CTAATGAAATCTTAGTTCGTCATTTAGT TGAGGAAAAT GGAACTGAACATGAAGGCGAATTAGATCAT TACCCATTAGCTA
Bldwoxla TTACTGCAAAACATAGAGETCGTATTGAACACGTTGAAT CTAATGARATCTTAGTTCATCATTTAGT TGAGGAARAT GGAACTGAACATGALGGCGAATTAGATCATTACCCATTAGCTA
B3wxxl TTACTGCAAAACATAGAGGTCGTGT TGAACACGTTGAATCTAATGAAATCTTAGTTCATCATTTAGT TGAGGAARAT GEAACTGAACATGAAGGCGAATTAGATCGTTACCCATTAGCTA
Bexood TTACTGCAAAACATAGAGGTCGTGT TGAACATGTTGAGT CTAATGAAATCCTAGTTCGTCATTTAGT TGAGGAAAAT GGAACTGAACATGAAGGCGAAT TAGACCOTTACCCATTAGCTA
Choom2 TTACTGCTAAACATAGAGGTCOTAT TGAACATOTTGAAT CTAAAGARATCTTAGTTCATCOTTTAGTAGAAGAGAACGGCATTGAACATGAAGGTGAATTAGATCOTTATCCATTAGCTA
B1lxxx8 TTACAGCTAAATATAGAGGTCGCGTTGAACATGTTGAATCTAAAGAAATCTTAGTTCATCATTTAGTAGAAGAARACGETACTGAACATGAAGGTGAATTAGATCGTTATCCATTAGCTA
CBinoxb TTGTTGCAAAACGTAAAGGCCOTAT TGAACACGTTGAAT CTAATGAAATCCTTGTTCATCAACT TATTGAAGAAGAT GGCCAAGAATATGAAGGCGAATTAGATCGCTACCCATTAGCTA
Cl2ox9 TTGTTGCAAAACATAAAGGCCOTAT TGAACACGTTGAAT CTAATGARATTCTTGTACGTCOACT TATTGAAGAAGAT GGT CAAGAATATGAAGGCGAATTAGATCGCTATCCATTAGCTA
BLaooo@ TTATTGCTAAAAACAAAGGCCGTGT TGAACACGTTGAATCTAATGAAATCCTTGTACGTCAACTTATCGAAGAAGAT GEACAAGAAT ACGAAGGCGAAATCGATCGCTATCCATTAGCTA
C700i5 COGTAGCTAAACGTGGTGETGTCGTTCAGTACGTGGATGCTTCCCGTATCGTTAT - --CAAAGT TAACGAAGACGAGATETATCCOGGTGAAGCAGRTATCGACATCTACAACCTGACCA
Cldom? COGTAGCTAAACGTGGTGETGTCATTCAGTACGTGGATGCTTCCCGTATCATTAT - --CARAGT TAACGAAGACGAGATGTATCCOOGTGAAGCAGATATCGACATCTACAACCTGACCA

[CISEEgalll ~  ===o==s====oc===—===cc=oo—ccc———cccco——o—c——o-occo——socco——ooc=———oco———occ—oo—oso==—co-cso—=—cc==—=oc====o-cso—=o—======

Prim.cons.  TTACTGCAAAACATAGAGGTCGTGTTGAACACGTTGAATCTAATGAAATCTTAGTTCGTCATTTAGT TGAAGAARATGGAA2 TGAACATGAAGGCGAAT TAGATCGTTACCCATTAGCTA

858 300 37 83e 89@ 920 91a 920 930 942 958 960

| | | | | | | | | | | |

B0 AATTTAAACGTTCAAACTCTGGTACTTGTTATAACCAACGTCCAATCGTTTCTGTAGGTGACGT TGTAGAATACAATGARATT -~ —= - - === m e e m e e e
Bl4xxx1@ AATTTAAACGTTCAAACTCTGATACTTGT TAT AACCAALGTCCAATCGTTTCTGTAGETGACGTTATAGAATACAAT GAAATTTTAGCTGA -~ - == == == -mmmmmmommoooee
B3xxnxl AATTTAAACGTTCAAACTCTGGTACTTGTTATAACCAACGTCCAATCGTTTCTGTAGGTGACGT TGTAGAATACAATGAAATTTTAGCTGA === === == === mmmm s mmmmme
Bowood AATTTAAACGTTCAAACTCTGGTACTTGTTATAACCAACGTCCAATCGTTTCTGTAGGTGACGT TGTAGAATACAATGAAATTTTAGCTEA- -~ - === -= === - s oo mmmom e
Coood AATTTAAACGTTCAAATACGGGTACTTGTTATAACCAACGTCCAATTGT TACAGTTGACGACGTTGT TGAGTACAATGAAATTTTAGCTE- -~ === === === === mmmmmmmmom e
BL1xxx8 AATTCAAACGTTCAAACACTGATACTTGTTACAACCAACGTCCAATTGT TTCAGTTGGCGATGTCATTGAGTATAATGAAATTTTAGCTGACGGACCATCAATGGAATTAGGTGAAA- -~
CBooixb AGTTTAAACGTTCAAACACTGETACATATTATAACCARAGACCTATCATTGC T TCTGECGACATAGTGEC ARGAGGC GARATTTTAGCTGAT - - === === === = m= == mm o e
C12008 AATTCAMACGTTCAAATACTGATACATGTTATAACCAAAGACCTATCAT TGCTACTGGECGATGTAGTGAC TAAAGGCGAAATTTTAGC TGACGGTCCTTCAATGGAACTTGG - ---- -
Blxxxx@ AATTCAMACGTTCAAACACAGATACTTGT TAT AACCARAGACCAATCGT TGCTACAGGTGATGTCOTAAC GAAAGGET GAAATTTTAGCCGAT -~ - == === == - = s - mm oo oo
700065 AATACACCCRTTCTAACCAGAACACCTGTATCAACCAGATGCCATGTGTGTCTCTGGGTGAACCGATTEAACGTGACGACGTGCTGGCAGACGATCCGTCCACCGACCTCGGTGAACTGE
Clinoox? AATACACCCATTCTAACCAGAACACCTATATCAACCARATGCCATRTATGTCTCTAGATGAACCGET TGAACGTGACGACGTACTAECAGACGGTCCGTCCACCG-—---——-~-~--——-

L e b

Prim.cons.  AATTTAAACGTTCAAACACTGATACTTATTATAACCAACGTCCAATCATTTCTATAGATRACGT TATAGAATACAATGAAATTTTAGCTRACGATCCATC2A22GAACT 3GGTRAATEE

BSxooix3 ====
Bldwxxla s===
BIooml s===
Boxood ====
Chxnx2 s===
B11xxx8 s===
CBx0xb ====
Cl2xxx2 s===
BLxxx@ s===
C7x05 aeT
Clenooxd ====
Cl3xxx1l s===

Prim.cons.  CGCT
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Alignement des séquences protéiques de la GAPDH

13 28 3@ 48 5@ 60 78 &e 9@ 1ea 118 120
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[GiETTE ~  =cosssssosoosssososses \VDG- IDVWAVNDL TDDEMLAHL LKYDTMOGRF TGEVEVENDGFRVNGOEVKSFSEPEPSKLPLKDLDIDVVLECTGFFADKER AEAHIEAGAKKVLIS
[CHFTdl]  =ss===sss=cossso=o RIQDVEG-IDWVAVNDLTDDEMLAHL LKYDTTQGRF TGEVEVEKDGFRVNGOEVKSFSEPEPSKLPHEDLDIDVVLECTGFFADKEXAEAHIDAGAKKVLIS
Bliooc® ----------- IGRLAFRRIQDVEG-IDVVAVNDL TODEMLAHLLKYDTTOGRF TGEVEVEENGFRVNGLEVKSFSEPDPSKLPWGDLDIDVVLECTGLFTOKEKAEAHINAGAKKVLIS
Biwooo2 ----------- IGRLAFRRIQDVEG-IEWAVNDLTDDEMLAHL LKYDTMOGRFNGDVEVVEGGFRVNGKEVKSFEEPDASKLPHGDLDIDVVL ECTGRYTEKERAEAHINAGAKKVLIS
BSiwooedl ---------- RIGRLAFRRIQDVEG-IEWAVNDL TDDEMLAHLLKYDTMOGRFNGDVEVVEGEFRVNGKEVKSFEEPDASKLPWGDLDIDVVLECTGFYTEKEKAEAHINAGAKKVLIS
Bowoood ----meemomeeeoeoeo RIQDVEG-IEWAVHDLTDDEMLAHL LKYDTMOGRFNGDVEVVEGGFRVNGKEVKSFEEPDASKLPHGDLDIDVVLECTGFYTEKERAEAHINAGAKKVLIS
IR =essss==ossssosososso DVEG- IEVWAVNDLTDDEMLAHL LKYDTMOGRFNGDVEVVEGEFRYNGKEVKSFEEPDASK LPHGDLDIDVVLECTGFYTEKEKAEAHINAGAKKVLIS
(23 41+ € IR EEE TR e s RRIQDVEG-IEVVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMOGRF TGEVEVIDGGFRVNGKEVKSYEEPDASK LPHGDLDIDVVL ECTGFYTDKEKAEAHINAGAKKVLIS
ifFTl  =ossssesoscossses RRIQDVEG- IEVVAVHDLTDDEMLAHLLKYDTMOGRF TGEVEVVDGGFRVNGKEVKSYEEPDASK LPHGDLDIDVVLECTGFYTDKEKAEAHINAGAKKVLIS
Choood MSKVAINGFGRIGRLVLRRLLEVKSNIDWAINDLTSPKILAYLLTHDSHYGPF PWSYDFTEDSLIVDGKSIAVYAEK EAKNIPHKAKGAE TTVECTGFYTSAEK SQAHLDAGAKKVLIS
WETTdl  sesssssssssessss==== DRGHEN- LELVAVNDLADPEDL FWLTQYDTILGRYPGELERTEKGFRIDGRDVAFFQEADPTKLPHGELGVDLVIECTGIFTTGPKAQAHLDAGAKKVLIS
Boonod = - RDRGHEG-LELVAVNDLADPEDL FWLTKYDTILGRYPGELERTEKGFRIDGSDVAFFQEADPTKLPHGELQVDLVIECTGIFTTGPKAQAHLOAGAKKVLIS

CeREeEEEe 0 F R ks F oa I R vrroERREL s Ho kR skRBREREER

Prim.cons.  MSKVGIMGFGRIGRLAFRRIQDVEGNIEWVAVNDLTDDEMLAHLLKYDTMQGRF TGEVEVVEGGFRVNGKEVK SFEEPDASKLPWGDLDIDVVLECTGFYTDKEKAEAHINAGAKKVLIS

138 148 158 158 178 188 158 208 218 228 238 248

I I I I I I I I I I I I

(oo APATGDLKT IVYNTHHOELDGSET -WWSGASCT THS LAPYAKVLNDDFGLVEGFMT TIHAY TEDOSTODAPHRK GDKRRARAAAENT IPNS TGAAKATGLVIPEIDGK L DGGAQRYPVAT
(12018 APATGOLKTTVYNTHHSELDGSET -WWSGASCT THS LAPYAKYLNDDF GLVEGFMT TIHAY TGDOSTQDAPHRK GDKRRARAAAENT T PNS TGAAKATGLVIPEIDGKL DGGAQRVPVAT
Bl 1. AKGDLKT TVYNTHHDTLDGSED - WSGASCTTHS LAPYAKVLNDEF LI EGFMT TIHAY TGOS TQDAPHRK GDKRRARAAMENTIPNS TGAAKATGLVIPEIDGK L DGRAQRVPVAT
B3nonoc2 AP AKGOVKT IVFNTHHKDLDGSET -WWSGASCT THS LAPYAKVLNDEF G IVEGLMT TIHAY TGDOMTQDGPHRE GDKRRARAAAQNTVPNS TGAAKATGKVIPEIDGKL DGGAQRVPVAT
BSionadl AP AKGOVKT IVFNTNHKDLOGSET -WSGASCT THS LAPYVAKVLNDEFGIVEGLMT TIHAY TGDOMTQDGPHRE GDKRRARARAQN VPN TOAAKAT GKVIPEIDGK LDGGAQRYVPYAT
BSwonocd APAKGDVKT IVFNTHHKDLDGSET -WWSGASCT THS LAPYAKVLNDEFGIVEGLMT TIHAY TGDOMTQDGPHRK GDKRRARAAAQNIVPNS TGAAKATGKVIPEIDGK L DGGAQRYPVAT
Baona AP AKGOVKT IVFNTHHKDLDGSET -WW5GASCTTHS LAPYAKYLNDEF G IVEGLMT TIHAY TGDOMTQDGPHKK GDKRRARARAQNIVPNS TAAKATGKVIPEIDGKL DOGAQRVPVAT
(donoa i. AKGOVKT TVFNTHHNDLDGSET -WWSGASCTTHS LAPYAKYL SDEFGLVEGLMT TIHAY TGDOMTODGPHKK GDKRRARAAAQNTVPNS TAAKATGKV I PEIDGK L DGGAQRYPVAT
Bllood AP AKGDVKT IVFNTHHNDLDGSET -WWSGASCT THS LAPYAKYL SDEF GLVEGLMT TIHAY TGDOMTQDGPHKK GDKRRARAAAQNTVPNS TGAAKATGKVIPEIDGKL DGGAQRVPVAT
Choood APA-GEMKTIVYNVIDDTLOGNDT - TVSVASCT THCLAPMAKALHDSFGIEVGTHMT TIHAYTGTQSLVDGPRGE - DLRASRARAENTTPHT TGAAKATGLVIPELSGKLKGHAQRVPYKT
B2xonocl APAKEVDGTFVYMGVNEHTYDAETMHIVSNASCT THCLAPMAKYLNDEF GIVDGIMT TIHAY TGDONLHONVHKE - DRRRARAAAQNMVPTS TGAAKATGEVIPELKGKLDGFAMRVPTIT
Bonocd AP AKEVDGT FVMEVNEHTYDAETMHITSNASCT THCLAPMAKYLNDEFGIVDGIMT TIHAY TGDQNLHONVHKK - DRRRARAAAQNMVPTS TGAAKATGEVIPELKGKLDGFAMRVPTIT

ki #a i ® :E: |xixix>-<x>-<i xxi ix # dkmkmikkgkr = * T Hxixx-:i: ixxixi Hx xxxi EE =

Prim.cons.  APAKGDVKTIVFNTNHKDLDGSETHWVSGASCTTHSLAPVAKVLNDEFGIVEGLMTTIHAYTGDQMTQDGPHRKGDKRRARAAAONTVPNS TGAAKAIGKVIPEIDGK LDGEAQR\I'P\I'!—IT

258 268 278 288 298 3ae 318 320 338

I I I I I I I I I
(oo GSLTELTVVLEKMN/SIEDVNASMENAS- - - - - NESFGYTEDEIVSSDVIGMTYGSLFDAT - - - - == == mmmm oo e e oo oo oo
(12018 GSLTELTVVLEKDVSVEDVIAAMENAS----- DESFGYTEDEIVSSDVIGMTYGSLFDATQTRVRQLELTN--------=----=-=------------
Bl GSLTELTVWLDKNYSTEDVNNAMKNAS----- NESFGYTEDEIVS SOVIGMTYQSLFDATQTRVMIVGD- -~ -=-=-==---mmommme e oo
B3nonoc2 GSLTEVTVVLEKEVTVEDVNEAMENAA----- DESFGYTEDEIVSSDIVGMNFGSLFDATQTRVISVGDK---------=----= == mmmm oo
BSionadl GSLTEVTVWLEKEVTVEDVNKAMKNAA----- DESFGYTEDEIVSSDIVGMNFQSLFDATQTRVISVGIRG------------------mmomm oo
BSwonocd GSLTEVTVVLEKEVTVEDVNEAMENAA- - - - - DESFGYTEDEIVSSDIVGMNFGSLFDATQTRVISVADKD--------=m-mmmmm e oo o e oo
Baona GSLTEVTVVLEKEVTVEDVIKAMENAA----- DESFGYTEDEIVSSDVWGMNFGSLFDATQTRVISVGIKD-------------=-=-----mm oo~
(donoa GSLTEVTVVLEKDVTVEDVIKAMENAS- - - - - NESFGYTEDEIVSSDVWGMTYGSLFDATQTRVMSVADR)-- - - - == === - == s mm o oo e e oo
Bllood GSLTEVTVVLEKDVTVEDVNKAMENAS----- NESFGYTEDEIVSSDVWGMTYGSLFDATQTRVMSVGDR)--------=-- === === --m o oo -
Choood GSVTELYSILGKKVTAEEVNNALKQATTN- - -NESFGYTDEE IV SDITGSHFGSVF DATQTEITAVGDLOLVETVAKYDNEYGFVTQLIRTLEKFAKL
B2xonocl GSATDLTVELTRHVEVEE INAAFKKAAESGPLOGRLYYSEDPIVS SDIITSPAACTFDAPLT - -KSIG--QTVKIIGH -~ - - -----------------
Bonocd GSATDLTVELTRHVEVEEVNAAFKKAAESGPLQGRLYYSEDPIVSSDIITSPAACTFDAPLT - -K51G--QTVKVIG----------------------

E I THRRE SV TNt P T v Erar EEERE k3%

Prim.cons.  GSLTE2TVVLEKEVTVEDVNKAMKNAAESGPL2ESFGYTEDEIVSSD22GMT2G5LFDATQTRVISVADKQTYKIIGWYDNEYGFVTQLIRTLEKFAKL
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Annexe E

COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE ET DES TAMPONSs

Luria Bertani (LB):

Tryptone 10 g/L, Extrait de levure 5 g/L, Sodium Chloride 10 g/L.

Milieu ZYP :

Tryptone 10 g/L, Extrait de levure 5 g/L, (NH4)2SO,4 66 g/L, KH,PO, 136 g/L, Na,HPO, 142
g/L, Glycérol 250 g (m/v) Glucose 25 g, a-lactose 100 g.

Tampon de lyse :

50 mM HEPES pH 8, NaCl 150 mM, CoCl; 0.2 mM, lysozyme 0,25 mg/mL, DNAsel
10pg/ml, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 0,1 mM.

Tampon d’activité :

Acide 4-(2-HydroxyEthyl)-1-Pipérazine Ethane Sulfonique (HEPES) 50 mM pH 8.0, NaCl
150 mM, CoCl; 0,2 mM).
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Annexe F

PREPARATIONS DES GELS ET DU TAMPON UTILISES DANS L’ETAPE DE
L’ELECTROPHORESE DE LA PROTEINE SsoPox

1/ Gel SDS-Page
La préparation des gels est réalisée de la maniére suivante :

Tableau complémentaire 5: Préparation du Resolving Gel/ Gel de séparation (10 %)

2 gels
di H20 6,3 mL
30 % Acrylamide 5,3mL
1,5M Tris pH 8,8, 4 mL
10 % SDS 160 pL
10 % APS 160 pL
TEMED 16 pL
Volume total 16 mL

Tableau complémentaire 6 : Préparation du Stacking gel ou gel de concentration

2 gels
di H20 6 mL
30 % Acrylamide 1,3 mL
1,5M Tris pH 8,8, 2.5 mL
10 % SDS 100 pL
10 % APS 100 pL
TEMED 10 pL
Volume total 16 mL

2/ Tampon d'extraction de Laemmli (concentré 5 fois)

A préparer et a utiliser avec des gants sous une hotte de chimie (le beta-mercaptoéthanol est
dangereux et a une odeur nauséabonde)

Mélanger

5 mL de Tris /HCI 0,5 M pH 6,8 (mélanger 3 g de Tris Hydroxyméthyl aminométhane - 50 ml
d'eau distillée - ajuster a pH 6,8 avec du HCI).

2 g de Sodium Dodécyl Sulfate.

4 g de Glyceérol.

5 mL de beta-mercaptoéthanol.

1 mL de Bleu de bromophénol a 1%.

Compléter a 20 mL avec de I'eau distillée
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Annexe G

CALCULE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE PARAOXONASE DE SSOPOX

Pour passer de mDO/min a U/mL :

e La loi de Beer-Lambert permet de passer de I’absorbance a la concentration avec la
relation A = €IC (avec e= 17000 M cm™ et 1=0.62178 cm). En divisant la valeur de la
pente par €l, une valeur en M/min est obtenue.

e Multiplier par le volume réactionnel en litre (200 pL soit 2x10™L) pour obtenir une
valeur en mol/min.

e L'unité enzymatique U correspond a la quantité de substrat hydrolysé (ou de produit
libéré) par unité¢ de temps et s'exprime en pmol/min. Multiplier la valeur précédente
par 10° pour obtenir cette unité.

e Le calcul est réalis¢é pour un volume d'enzyme de 2 pl. La valeur obtenue
précédemment est multipliée par un facteur 500 pour obtenir un résultat final en
U/mL.
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ANNEXE H

RESULTATS DE L’EFFET DE SSOPOX SUR LES FACTEURS DE VIRULENCE

Tableau complémentaire 7: Résultats de 1’effet de SsoPox sur ’activité protéolytique

Isolat Sans SsoPox (Contréle) Traité avec SsoPox 0.5 mg/mL
PAO1 0,874 0,882 0 0
V1 1 1,088 0 0
V2 1,093 0,984 0,832 0,782
V3 0,897 0,882 0 0
D1 1,142 1,012 0,025 0,017
D2 1,069 1,004 0 0
D3 1,079 1,039 0 0

Tableau complémentaire 8: Résultats de 1’effet de SsoPox sur la production de la pyocyanine

Isolat Sans SsoPox (Contrdle) Traité avec SsoPox 0.5 mg/mL
PAO1 0,102 0,149 0 0
V1 0,21 0,172 0,121 0,107
V2 0,224 0,288 0,176 0,122
V3 0,17 0,144 0,165 0,133
D1 0,278 0,258 0,077 0,087
D2 0,145 0,155 0 0
D3 0,03 0,043 0 0

Tableau complémentaire 9: Résultats de 1’effet de SsoPox sur la production du biofilm

Isolat Sans SsoPox (Contréle) Traité avec SsoPox 0.5
mg/mL

PAO1 47,9 44,9 3,7 1,3
V1 2,94 12,32 16,2 5,3
V2 5,04 3,04 1,49 1,25
V3 7,18 4 1,32 3
D1 119,1 117,1 8,5 2,5
D2 13,2 15,1 2,1 4,2
D3 41,7 37,7 23,4 21,5
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RESUME

L’objectif visé par cette étude est, d’une part, d’évaluer la méthode MALDI-TOF MS
pour I’identification bactériologique dans le cas des mammites subcliniques et d’autre part, de
tester une nouvelle stratégie antivirulente contre une espece bactérienne P. aeruginosa

causant des infections respiratoires chez les bovins.

La premiére partie consiste a identifier 14 bactéries responsables des mammites
subcliniques par MALDI-TOF MS confronté a I’ADNr 16S et le géne de ménage rpoB. Nos
résultats ont montré une grande fiabilité de I'identification par MALDI-TOF MS au niveau de
I'espéce couvrant 92,8 % des cas (13 isolats) avec un score supérieur a 2. Le MALDI-TOF
MS et ’analyse bioinformatiques sont des outils qui peuvent substituer 1’identification par

simple séquencage des genes ADNr 16S et rpoB.

La deuxiéme partie consiste a évaluer l'efficacité de 1’enzyme SsoPox-W263l, pour
empécher la mise en place de la virulence chez trois souches de Pseudomonas aeruginosa
isolées des veaux pneumoniques, la souche modele P. aeruginosa PAOL et trois souches
humaine. Pour cela, nous avons évalué in vitro la quantité de la pyocyanine, l'activité
protéolytique et le biofilm. Nous avons observé, en présence de SsoPox W263l, une
diminution de I'activité protéolytique et la production de pyocyanine dans 100 % des isolats.
La synthése du biofilm a diminué dans 86 % des isolats. L’enzyme SsoPox W263l par
I’inhibition du quorum sensing atténue le pouvoir pathogéne des P. aeruginosa. Elle peut

donc constituer une alternative prometteuse aux traitements classiques.

Mots clés : Mammites subcliniques bovine, MLADI-TOF MS, quorum quenching, lactonase



ABSTRACT

The aim of this study is, firstly, to evaluate the method of MALDI-TOF MS for
bacteriological identification in the case of subclinical mastitis in dairy cattle and secondly, to test a
new antivirulent strategy against a bacterial species P. aeruginosa causing respiratory infections in

calves.

The first part consists in identifying 14 bacteria responsible for subclinical mastitis by
MALDI-TOF MS confronted with the 16S rDNA and the housekeeping gene rpoB sequencing
technique. Our results showed high reliability of identification by MALDI-TOF MS at the species
level covering 92.8% of cases (13 isolates) with a score greater than 2. MALDI-TOF MS and
bioinformatic analysis are tools that can substitute the identification by simple sequencing using the
16S and rpoB rDNA genes.

The second part consists of evaluating the efficacy of the enzyme SsoPox-W263l, to prevent
the establishment of virulence in three strains of Pseudomonas aeruginosa isolated from pneumonic
calves, the model strain P. aeruginosa PAOL and three human strains. For this, we evaluated in
vitro the amount of pyocyanin, the proteolytic activity and the biofilm. In the presence of SsoPox
W263l, we observed a decrease in proteolytic activity and the production of pyocyanin in 100% of
the isolates. Biofilm synthesis decreased in 86% of isolates. The enzyme SsoPox W263Il by
inhibition of quorum sensing attenuates the pathogenic power of P. aeruginosa. It can therefore be a

promising alternative to conventional treatments.

Key words: Cattle Subclinical mastitis,, MLADI-TOF MS, quorum quenching, lactonase.
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Résumé

L’objectif visé par cette étude est, d’une part, d’évaluer la méthode MALDI-TOF MS
pour I’identification bactériologique dans le cas des mammites subcliniques et d’autre part,
de tester une nouvelle stratégie antivirulente contre une espéce bactérienne P. aeruginosa
causant des infections respiratoires chez les bovins.

La premiére partie consiste a identifier 14 bactéries responsables des mammites
subcliniques par MALDI-TOF MS confronté a I’ADNr 16S et le géne de ménage rpoB. Nos
résultats ont montré une grande fiabilité de I'identification par MALDI-TOF MS au niveau de
I'espece couvrant 92,8 % des cas (13 isolats) avec un score supérieur a 2. Le MALDI-TOF
MS et I’analyse bioinformatiques sont des outils qui peuvent substituer 1’identification par
simple séquencage des genes ADNr 16S et rpoB.

La deuxiéme partie consiste a évaluer l'efficacité de I’enzyme SsoPox-W263l, pour
empécher la mise en place de la virulence chez trois souches de Pseudomonas aeruginosa
isolées des veaux pneumoniques, la souche modeéle P. aeruginosa PAOL et trois souches
humaine. Pour cela, nous avons évalué in vitro la quantité de la pyocyanine, l'activité
protéolytique et le biofilm. Nous avons observé, en présence de SsoPox W263l, une
diminution de l'activité protéolytique et la production de pyocyanine dans 100 % des isolats.
La synthése du biofilm a diminué dans 86 % des isolats. L’enzyme SsoPox W263l par
I’inhibition du quorum sensing atténue le pouvoir pathogéne des P. aeruginosa. Elle peut

donc constituer une alternative prometteuse aux traitements classiques.
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