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Résumé :

La guérison des plasmides des bactéries Gram négatives consiste a in-
hiber la réplication de 'ADN plasmidique grace a l'utilisation de diffé-
rentes méthodes : utilisation d’agents colorants, mutagénes, d'élévation
de température et électroporation ainsi que I'étude de la cinétique de la
croissance bactérienne. Chaque agent agit spécifiquement sur un
groupe de plasmide.

L'utilisation des transposons a permis de déterminer le réle des plasmi-
des cryptiques.

Descripteurs :
Plasmide; Guérison; Bacteria; Transposon.

Abstract :

The cure of plasmids in Gram-negative bacteria consist in inhibiting the
plasmid replication thanks to different methods : the use of curing
agents, mutagens, the increase temperatures and electroporation as
well as the kinetic study of the growth of bacteria. These agents are in-
dividually effective only against some plasmids.

The use of transposon has allowed to determine the role of cryptic plas-
mids.

Keywords :

Plasmid; Curing; Bacteria; Transposon.
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. 1- RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE

Le laboratoire d'écologie microbienne de M- Bally s’occupe de I'interaction
bactérie-plante dans la rhizosphére (lieu de relations priviligiées entre les
microorganismes, la plante et le sol). Ces études portent surdes mesures
d’activités microbiennes (fixation d’azote...), des études morphologiques
(visuaiisation au microscope optique, électronique des racines inoculées
par la bactérie) et biochimiques.
Mais les progrés récents sur I'étude de I'association bactérie-plante sont
venus de la génétique avec I'implication de plasmides.
Le but de cette recherche bibliographique est de déterminer les types de
guérisons plasmidiques chez les bactéries.
Ity a trois types de guérisons :

-par l'utilisation de colorants

-par des expériences d’électroporation, de cinétique et action
de la température

-a l'aide de transposons.
On veut obtenir un maximum de références sur ces trois types de guéri-
sons plasmidiques. Il convient pour cela d’effectuer une recherche ma-
nuelle et une recherche automatisée par l'interrogation de trois bases de
données: PASCAL, BIOSIS, MEDLINE.
Un entretien avec Mr Bally qui travaille sur ce sujet m’a permis de clarifier
le sujet et de dégager les termes nécessaires a la mise en place d’'une
stratégie d’'interrogation.

dedkedehhkdkhhhhhdk

1-1.Recherche manuelle

La recherche manuelle est le point de départ de toute recherche automa-
tisée car elle permet de déterminer les mots importants qui entrentdans la
définition du sujet pour pouvoir les utiliser ensuite comme mots clés lors de
la recherche automatisée.
J'ai analysé cinq articles pertinents traitant des deux types de guérisons
pour pouvoir en extraire des références bibliographiques concernant notre
sujet. Avec cette méthode, j'ai recueilli 39 références que j'ai ensuite
séparées en deux groupes correspondant aux deux types de guérisons
(par les colorants et par les transposons).
Lors de l'analyse de ces références, nous avons remarqué que les
colorants donnaient des références assez anciennes datant de 1960 &
1977. Nous avons donc trié les références en éliminant les articles trop
vieux, ceux qui ne cernaient pas assez le sujet, ceux que Mr Bally avaient
déja dans le laboratoire et ceux qui étaient extraits de livres, références
qu’on ne peut commander.
Le résultat de ce tri, nous a conduit & retenir 24 références dont 15
concernaient les agents colorants et 9 les transposons ou la cinétique.
L’analyse de quelques références nous a permis de déterminer les mots
clés que I'on utilisera pour la recherche automatisée.
Larecherche manuelle ne nous permetdonc pas de récupérer des articles
récents et de croiser les termes de recherche, ce qui va étre possible avec
la recherche automatisée. Celle-ci s’est aussi imposée car elle est plus
rapide, moins fastidieuse, plus performante et exhaustive (si elle est bien
menée 1) '

6



I-2. Recherche automatisée
Il nous a été possible d'utiliser trois bases de donnees appropriées a
notre étude: PASCAL, BIOSIS, MELDINE.

I-2-1.Interrogation de la base PASCAL
L’interrogation de la base PASCAL a été réalisée dans le cadre des
travaux pratiques a FTENSB sur le serveur Questel+.

I-2-1-1.Présentation de la base
Base multidisciplinaire couvrant tous les domaines scientifiques et
techniques. -
Domaines couverts:

Biologie: Biochimie - Biologie moléculaire et cellulaire - Immunolo-
gie - Génetique - Biotechnologies - Microbiologie - Zoologie - Ecologie -
Physiologie - Psychologie...

Médecine: Pharmacologie - Toxicologie - Médecine clinique (tou-
tes spécialités) - Pathologie expérimentale - Techniques d’exploration
et de diagnostic - Traitements - Informatique médicale...

Disciplines fondamentales de la physique et de Ia chimie.

Terre. Océan. E .

i lingénieur: Informatique - Electronique - Energie -
Génie chimique - Métallurgie - Génie mécanique - BTP - Industries
agroalimentaires - Agronomie.

Période couverte: depuis 1973.

Nombre de documents: 6 500 000 + 500 000 réf./an.
12 500 périodiques sont dépouillés

Nature: références bibliographiques.

Mise a jour: mensuelle.

Aide a la recherche: lexique, thésaurus, manuel d'utilisation PASCAL.
Publications: bulletins signalitiques.

Producteur: INIST/CNRS
Institut National de I'iInformation Scientifique etTechnique
26, rue Boyer
75971 PARIS cedex 20
Tél. (1) 48-58-35-59 Télex 220 880

Serveurs: Télésystémes.
Acceés vidéotex.

Logiciel d'interrogation : Queste
I-2-1-2.Interrogation
a) stratégie de recherche
Avant toute lnterrogatlon en ligne, il convient tout d’abord de bien définir
les mots clés & utuliser.
Cette détermination est effectuée au cours d’'une discussion avec le
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chercheur et en s’aidant des résumés et des mots clés donnés dans les
articles obtenus lors de larecherche manuelle. De plus, le choix destermes
d’interrogation a été guidé par I'utilisation du lexique PASCAL qui est une
liste alphabétique de descripteurs contrdlés. Il s’agit d’un lexique de 9000
termes, de noms chimiques et de descripteurs ajoutés automatiquement
(biosystématique, géographique, enzyme etc...)
Les 3 mots clés que nous avons retenu sont:

PLASMID

CURING

BACTERIA
Pour notre sujet, il convient donc de faire l'intersection entre ces 3 mots
clés. (voir le schéma ci-dessous)

‘\’/’ -

BACTERIA '

doumnents

recheaches

Il nous faudra donc utiliser 'opérateur booléen: ET
Si avec cette stratégie, on obtenait trop de réponses, nous avions décidé
de combiner cette étape avec chaque agent guérisseur.

b) équation et résultats
Larecherche dans PASCAL peut se faire en langue anglaise ou frangaise.
J'ai d’abord essayé d'interroger en frangais mais n’ayant obtenu aucune
réponse, il a donc fallu faire I'interrogation en anglais.

EQUATION
PLASMID? ET CURING ET BACTERIA -

Le résultat de cette interrogation a donné 30 références. On a donc jugé
inutile de recombiner cette équation avec chaque agent guérisseur. En
effet, il était plus facile et plus rapide de lire les 30 références et de faire un
tri en fonction des mots clés et des rares résumés attribués a chaque
référence.

Aprés dépouillement, sur les 30 articles obtenus, 18 articles étaient
pertinents et on en a commandé 12 soit un taux de pertinence de 60%.
Nous n’avons pas pris 6 articles pertinents car 3 articles avaient déja été
trouvés manuellement, les autres étaient soit trop difficiles a se les procurer
soit faisaient double emploi avec d’autres articles sur le méme agent
guérisseur comme l'acridine orange, le SDS et le bromure d'éthidium...
Les 18 références pertinentes proviennent de 13 périodiques différents.



I-2-2. Interrogation de la base BIOSIS
L’interrogation de BIOSIS s’est effectuée dans le cadre d’un stage de trois
jours sur cette base 4 TURFIST (Unité Régionale de Formation et de Pro-
motion pour fInformation Scientifique et Technique).

I-2-2-1.Présentation de la base

Domaines couverts: BIOLOGIE; MEDECINE

Agriculture, Bactériologie, Botanique, Biologie, Bio-
logie moléculaire, génétique, Immunologie, Nutrition, Pharmacologie,
Zoologie.

Période couverte: suivant le serveur
Dialog: 1969
Datastar: depuis 1970

Nombre de documents: articles de 9 000 périodiques (Europe: 38%,
Amérique du Nord: 25%, Asie et Océanie: 15%, Moyen Orient: 12%,
Amérique du Sud et Centrale: 6%, Afrique: 6%)

Actes de congrés, rapports de recherche, ouvra-
ges, brevets américains.
Volume: 5,7 millions + 480 000 réf/an.

Nature: références bibliographiques.
Mise a jour: Mensuelle.
Aide a la recherche: Biosis Search Guide 1989.

Publications: Boilogical Abstracts, Biological Abstracts/RRN (Reports,
Reviews, Meetings). .

Producteur: Biosciences Information Services (BIOSIS)
2100 Arch Street
PHILADELPHIA, PA 19103-USA
Tél: (215) 587 4800 Télex: 831 739

Serveurs: Dialog
Datastar
STN depuis 1969
BRS depuis 1970

[-2-2-2.Interrogation
a)stratégie de recherche

La stratégie de recherche est plus complexe que celle de PASCAL.
Les mots clés que nous avons préparés pour notre recherche sont tout
d'abord recherchés dans le Biosis Search Guide 1989 afin de vérifier leur
contexte d'utilisation de la base.
Voici comment se présente les différents mots clés pour mon interrogation’
dans le Subject Index:

* CURE

KW CURE(460) CURED(060) CURES(20) CURING(250)
See also CURATIVE, HEADING, PRESERVE.
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Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de références que I'on
trouve avec le mot clé utilisé. Pour ma recherche, I'utilisation du mot clé
CURING seul (250 réf.) ne permettrait pas de récupérer un maximum
d'articles sur le sujet. Il faut donc le combiner avec le mot clé CURE. Cette
combinaison nécessite I'utilisation de I'opérateur booléen OR.

* PLASMIDS$ (9818)
Pour ce mot clé, il n’y a pas de choix, on doit donc utiliser PLASMIDS.

* BACTERIA .
KW BACTERIAS$ (32470)
CC BACTERIA
See CC under Bacteriology
BC BACTERIA
1979 see BC 04000-05916 et BC 09100-09114

Pour ce mot clé, la recherche est plus longue et plus compliquée.

« CC= Concept Code

Ces Concept Code permettent la compréhension de la structure de
BIOSIS.En effet, a chaque descripteur du thésaurus est associé un code
numérique.

Exemple: STUDIES (*1500)

* annonce que 'on a un Concept Code majeur c’est a dire qui

illustre le sujet traité dans le texte. Un Concept Code mineur (sans *)
indique une méthode ou une technique d’analyse.
Il faut donc se reporter dans la partie Concept Classification du guide de
la base qui est organisé par domaine. C'est donc en recherchant chaque
mots clés dans le bon domaine de notre recherche C’est a dire en
bacteriology que I'on peut vérifier son usage. Je n’ai pas jugé utile d'utiliser
ses Concept Code. '

« BC= Biosystematic Code

Il permet le classement par espéce.

Il faut donc se reporter dans la partie Biosystematic Code du guide au
numéro indiqué qui sont pour moi 04000 a 05916.0n a donc la liste de
toutes les espéces de bactéries avec leur codes.

Dans mon sujet, je ne recherche pas une espéce de bactérie déterminée.
Il faudra donc lors de l'interrogation que je combine tous ces codes entre
eux pour pouvoir couvrir toutes les espéces de bactéries.

Il arrive aussi que certains BC changent au cours du temps. Ce qui est le
cas ici pour Pannée 1979. Il faudra établir 2 questions pour chacune des
différentes périodes avec chaque BC appropriés.

* TRANSPOSON
KW TRANSPOSONS$ (1400)

Ce mot clé n’a pas été utilisé pour 'interrogation sur la base PASCAL mais
c’est aussi un moyen de guérisons.
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b) équations et résultats
La recherche se fait en langue anglaise, sur le serveur Datastar ou la
troncature utilisée est $.

1ére stratégie:

1 BC=06$ or BC=07% or BC=08%

2 BC=04$ or BC=041$ or BC=042$ or BC=044$
3 BC=045% or BC=047$ or BC=048% or BC=049%
4 BC=05% or BC=052% or BC=053% or BC=055$%
5 BC=056%$ or BC=057$% or BC=058% or BC=059%
62or3ordorb5

7 CURING or CURE

8 PLASMID$

97ANDS8

109 AND 1

11 9 AND 6

12 TRANSPOSON$

1310 AND 12

1411 AND 12

Résultat: 0

Cette équation nous donne aucun résultat.

On n’a donc pensé que l'ordinateur ne pouvait pas combiner tous les BC
carceladonnerait trop de réponses. Mais cela n’explique pas le résultatcar
une autre éleve qui a fait ce stage a utilisé cette stratégie pour sarecherche
un jour plus t6t et elie a obtenu des réponses.

N’ayant donc eu aucune réponse, j'ai décidé d’interroger par BACTERIA.

2ém ratéai

15 BACTERIA
Result 65 309

16 CURING or CURE
Result 3 997

17 PLASMID$
Result 17 258

18 16 AND 17
Result 215

19 18 AND 15
Result 57

20 TRANPOSONS$
Result 1930

21 20 AND 19
Result 5

A la fin de cette recherche, j'ai obtenu 57 réponses (cf. résultat19).

Lacombinaison avec le mot clé TRANSPOSON n’a donné que 5 réponses
(cf. résultat 21). En analysant les 5 articles obtenus (cf résultat19), on a
remarqué qu'ils étaient déja sortis dans les 57 réponses obtenues(cf.
résultat 19). Cette interrogation (cf. question 20) a été faite pour voir si I'on
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Q.?//C)’/‘f

pouvait tirer des références suppiémentaires, mais d'aprées les résultats
obtenus cela n’a été le cas.Cette interrogation (cf. question 20) a été faite
pour voir siI'on pouvait tirer des références supplémentaires, mais d’aprés
les résultats obtenus cela n’a été le cas.

Aprés dépouillement, sur les 57 articles obtenus, 31 sont pertinents et on
en a commandé 17, soit un taux de pertinence de 54,5%.

Les 31 références proviennent de 26 périodiques différents.

La plupart des articles qui constituent le bruit, correspondent a des
meetings qui ne nous intéressent pas ainsi qu'a des ouvrages que I'on ne
peut se procurer.

' 1-2-3. Interrogation sur CDOROM de MEDLINE
L’interrogation de MEDLINE s’est éffectuée a la BU de médecine pharma-
cie de Grange Blanche. En effet, on avait la possibilité de faire cette
interrogation sur le CDROM ce qui permettait de ne pas avoir de codt en
ligne.

[-2-3-1. Présentation du CDROM

Domaines couverts: BIOMEDICAL

Médecine clinique et expérimentale, Anatomie,
Biologie, Bioengenierie, Dermatologie, Génétique, Hématologie, Immuno-
logie, Pharmacologie, Biochimie, Psychologie, Médecine vétérinaire, Soins
infirmiers.

Période couverte: depuis 1972.

Nombre de documents: articles de 3 200 périodiques publiés dans plus
de 70 pays (100 périodiques sont en frangais). 69% des références sont
en anglais.

Présence de résumé depuis 1975.

Volume: 5,3 millions +300 000 réf./an.

Nature: références bibliographiques. '

Mise a jour: Semestrielle (2 disques par an).

Aide a la recherche: Medical Subject Headings (1989).

Publications: Index Medicus et blbllographles spécialisées dans diffé-
rents domaines.

Producteurs Dialog Informations Services, Inc.
3460 Hilliview Avenue
Palo Alto, CA 94 304
800-3 DIALOG (800-334-2564).
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[-2-3-2. Interrogation
~ a) stratégie

La stratégie de recherche est plus facile que celle faite en ligne. En effet,
ici je n'utilise pas le thésaurus de Medical Science Headings (MeSH) pour
déterminer mes mots clés a utiliser.

Il suffit d'inscrire le mot clé désiré ce qui nous envoie a une liste de mots
clés qui sont apparentés a celui que jai inscrit. Il ne suffit plus alors qu’'a
sélectionner le ou les mots clés qui conviennent pour notre recherche eta
les combiner grace a 'opérateur booléen OR.

Exemple: pour le mot clé CURING, j’ai selectionné:
CURING, CURED, CURE.

Pour que notre recherche soit compléte, il faut relier chaque question avec
Popérateur booléen AND.

Pour éviter d’avoir trop de doublons avec les interrogtions faites en ligne
sur PASCAL et BIOSIS, jai limité l'interrogation aux disques des années
1989 et 1988. '

b)équations et résultats
1er disque: Juillet-Décembre 1989.

1 BACTERIA
2 PLASMID or PLASMIDS and 1
3 CURING or CURED or CURE and 2

TOTAL: 1 réponse.

2éme disgue: Janvier-Juin 1989.

1 BACTERIA

2 PLASMID or PLASMIDS and 1

3 CURING or CURE or CURED and 2
TOTAL: 6 réponses.

3éme disque: Janvier-Décembre 1988.
1 BACTERIA

2 PLASMID or PLASMIDS and 1
3 CURING or CURE or CURED and 2

TOTAL.: 7 réponses.

En limitant notre recherche aux disques de 1989 et 1988, on a obtenu 14
références qui couvrent les années de 1989 a 1986.

Aprés dépouillement, sur les 14 références obtenues, 10 articles sont
pertinents et 5 articles ont été commandés soit un taux de pertinence de
71,5%.

Les 10 références proviennent de 10 périodiques différents.
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1-3. Discssion des résultats de la recherche automati-
sée

I-3-1. Tableau de résultats
On peut regrouper les résultats obtenus dans les différentes bases de
données dans un tableau récapitulatif:

Bases de nombre de nombre de taux de nombre
données doc. sortis doc. pertinents | pertinence | de doc.
communs
Medline: 1
PASCAL 30 18 60%
Biosis: 3
. Pascal: 3
BIOSIS 57 31 54 5%
Medline: 3
Pascal: 1
MEDLINE 14 10 71,5%
Biosis: 3

I-3-2. Comparaison et discussion
Le tableau montre que l'interrogation des 3 bases de données PASCAL,
BIOSIS et MEDLINE a été nécessaire pour obtenir un maximum de
références récentes sur ce sujet.
Les 59 références obtenues se répartissent comme le montre le dia-
gramme suivant:

PASCAL

Ce diagramme montre qu’une seule référence est commune aux 3 bases
de données. C’est une référence datant de 1987. Ce faible taux de
recouvrement est du & la période couverte par chaque base. En effet,
Pascal couvre une période de 1978-1988, BIOSIS de 1984-1989 et
MEDLINE de 1986-1989.

C’est dans PASCAL que I'on trouve les références les plus anciennes.

14



Par contre, entre BIOSIS et MEDLINE, le taux de recouvrement est plus
important (3 références): cela est du aux périodes couvertes qui sont peu
différentes.

La cause de I'absence de références entre PASCAL et MEDLINE est due
ala couverture de chaque base de données. En effet, PASCAL s'intéresse
davantage aux périodiques d’origine européenne alors que MEDLINE
s'intéresse plutét aux périodiques d’origine américaine.

Si I'on observe 'année 1988 (seule année qui peut étre comparée) on a:
-7 références pertinentes / 9 références sur BIOSIS
-8 références pertinentes / 10 références sur MEDLINE
-3 références pertinentes / 3 références sur PASCAL

D’aprés ces résultats, il a bien été nécessaire d'interroger ces 3 bases de
donneées.

[-3-3. Acces aux documents primaires

Les bases de données permettent une recherche bibliographique rapide
par opposition a la recherche manuelle. Mais ensuite, I'obtention des
documents primaires, pour en effectuer la synthése s’est révélée étre une
étape longue pour les documents qui ont été commandés.

Les autres documents c’est a dire la majorité ont été trouvés a la bibliothé-
gue universitaire des sciences de Lyon 1 ainsi que dans la bibliothéque du
laboratoire.

I-4. Conclusion

La recherche manuelle nous a donnée 24 références plus ou moins
récentes.
Avec la recherche automatisée, nous avons obtenu 59 références.
Lasupériorité de l'interrogation en ligne par rapport aux instruments papier
réside:
- dans I'abondance de descripteurs ou mots clés disponibles
(souvent structurés dans un thésaurus).
- dans la possibilité de combiner les mots clés entre eux a l'aide
d’opérateurs booléens (ET, OU, SAUF).
- dans la possibilité de chercher dans toute la base (et non pas par
quinzaine ou par article).
- dans la rapidité d'accés aux références.

L'utilisation de plusieurs bases de données a permis d’accroitre le nombre
de documents pertinents et par conséquent, de diminuer le silence. En
effet, presque chacune d’elles contenaient des références trouvées nulle
part ailleurs.

Enfin, une bonne interrogation nécessite la connaissance parfaite des
différents champs de la base et donc des lexiques se rapportant a chacun
de ces champs. De plus, une fois I'équation de recherche établie, il faut
pouvoir la moduler en fonction du nombre de références obtenues ce qui
nécessite un apprentissage de l'interrogation et une bonne connaissance
du sujet a traiter.

Tout au long de ce travalil, le dialogue avec le chercheur s’est révélé étre
nécessaire.Cela a permis de bien cerner le sujet, de définir les mots clés
les plus significatifs, de discuter les résultats obtenus etde sélectionnerles
références les plus pertinentes en fonction de ses propres préoccupations.
Les bases de données apportent donc une aide précieuse aux documen-
talistes et aux chercheurs.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Guérisons plasmidiques chez les bactéries



- I1 - SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

La synthése bibliographique a été effectuée a l'aide des articles les plus
pertinents et les plus récents, dans la mesure du possible.

En effet, on a sélectionné 25 articles qU| couvrent les differents types de
guérisons plasmidiques.

" Il -1. Introduction

L’équipe de M. Bally du laboratoire d’Ecologie Microbienne (URA697, CNRS) a
'université C.B. Lyon 1, travaille sur les interactions bactéries-plante dans la rhi-
zosphere. La rhizosphére peut étre définie comme cette zone d'interactions
fortes entre la microflore et les racines de la plante. En effet, lorsqu’une plante
entre en contact par ses racines avec le sol, elle induit localement des
modifications importantes du milieu qui constituent une pression de sélection a
laquelle les bactéries telluriques doivent s’adapter.
Les développements récents des recherches en génétiques bactériennes ont
permis I'obtention et l'utilisation de mutants. L'étude de ces mutants a permis
d’expliquer les mécanismes intervenant dans l'interaction bactéries-plantes.
Les effets de ces interactions sont souvent le résultat de 'expression de génes
portés par des plasmides de taille moléculaire élevée. C’est par exemple le cas,
des génes codant pour la symbiose Rhizobium bactéries fixatrices de I'azote
atmosphérique associées aux légumineuses.Ces génes sont portés par des
plasmides pSym de taille moléculaire trés importante (> 1500 Md.).
Les bactéries de la rhizosphére possédent des plasmides souvent de taille
élevée. Ces plasmides contrairement aux pSym sont cryptiques c’est & dire
qu'on ne connait pas encore leurs fonctions. Leur étude en vue de leurs
implications dans les mécanismes d'interaction plante bactéries est en cours.
Ainsi, il a pu étre mis en évidence derniérement chez Azospirillum un certain
nombre de propriétés d’adaptation a la vie rhizosphérique dont les génes sont
portés par des plasmides de grande taille. C'est le cas de la production
~ d’exopolysaccharides nécessaire a I'attachement de la bactérie aux racines de
la plante, de la production de mélanine permettant la détoxification par la
bactérie des phénols produits par la plante et qui sans cette possibilité seraient
toxiques.
Ces plasmides ont été mis en évidence par électrophorése en geld’agarose. La
migration de ces plasmides en fonction de leur taille moléculaire a permis de les
visualiser sous leur différentes formes (CCC, OC, LC).

s < > | <— Puits de dépot
} <— Forme superenroulée (CC)
-------- <— Forme (OC)
S s prad  <— Forme linéaire (LC)
<— Forme (CCC)
ELECTROPHORESE |
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Il convient avant d’aborder le sujet de cette recherche de donner quelques
définitions nécessaires a la compréhension des techniques utilisées.

Une bactérie est un organisme procaryote possédant un chromosome et un cy-
toplasme non différencié. Le chromosome bactérien est constitué d'un ADN
circulaire double brin.

" Plusieurs bactéries de différents types sont maintenant connus pour abriter un
ADN plasmidique. (voir table 1)

Les plasmides sont des molécules d’ADN superenroulées extrachromosomal,
autonome et autoréplicatif. En effet, ils peuvent exister a I'état autonome mais
peuvent aussi faire partie intégrante du chromosome bactérien. De plus, ils
peuvent se trouver dans une bactérie en multiples copies (10 a 20) quand leur
taille moléculaire est petite. lls portent des génes de résistance aux antibiotiques
et des génes codant pour les caractéres non essentiels de la cellule héte. lIs ne
sont pas codés par le chromosome de la cellule. Leur réplication est indépen-
dante du chromosome bactérien et lors de la phase de conjugaison, ils assurent
la transmission des génes entre bactéries. (voir figures 1 et 2).

Des expériences de guérison en utilisant des agents colorants, mutagenes, des
transposons, des techniques d’élévation de latempérature , d'électroporation et
d’etude de la cinétique permettent de déterminer par comparaison des souches
bactériennes avec la souche parentale, le rble des plasmides cryptiques de dif-
férentes bactéries Gram négatives.

I1-2. Guérison plaémidique par des colorants et des agents
mutagénes.

Le premier type de guérison plasmidique a été obtenu grace a I'utilisation de
colorants ou d'antibiotiques et d’agents mutagénes qui agissent tous deux en
inhibant la réplication du plasmide.

lI-2-1. Les colorants
*Acridine orange

C’est une des méthodes les plus utlllsees C'est pourquon on trouve le plus
d’articles sur ce sujet.
En étudiant I'action de I'acridine orange sur le facteur sexuel FAgal Cl857 dans
Escherichia coii, Hohn et Korn (1969) ont montré que ce colorant produisait un
arrét complet et immédiat de la réplication de I'épisome (facteur sexuel F’) ainsi
que sa perte. En effet, ils ont émis 'hypothése que I'acridine orange guérit le
facteur sexuel dans les cellules d’Escherichia coii en bloquant I'attachement de
I'épisome a son site de réplication et en prévenant l'initiation de la synthése de
'’ADN épisomial. Les résultats obtenus montrent que pendant la guérison avec
I'acridine orange, il y a une coségrégation de I'épisome avec le chromosome
parental bactérien.
Plus tard, Tomes et Kay (1984) ont élaboré une méthode simple et rapide
permettant I'élimination des plasmides résistants aux antibiotiques des bacté-
ries intestinales d'Escherichia coii. En effet, ils font pousser les bactéries surune
concentration subléthale d’antibiotiques et les sélectionnent grace a la péni-
cilline ce qui aboutit & une guérison de 98%. De plus, ils montrérent que cette
méthode était aussi applicable avec quelques modifications pour les autres
bactéries intestinales comme Klebsiella pneumoniae.
Cette méthode de guérison avec I'acridine orange a été utilisée pour traiter avec
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TABLE |
Genera of bacteria in which plasmids or extrachromosomal DNA have been

detected

Phototrophic bacteria and blue—green algae

Rhodopseudomonas
Chromatium
Anacystis
Agmencllum
Synechococcus
Svnechocystis
Nosroc

Gliding bacteria
Myxococcus

Spiral and curved bacteria
Campylobacter
.Gram-negative aerobic rods and cocci

Pseudomonas
Xanthomonas
Rhizobium
Agrobacterium
Halobacrerium- -
Alcaligenes
Bordetella
Thermus

Gram-negative facultatively anaerobic
rods :

Escherichia

Salmonella

Shigella

Klebsiella

Enrerobacier

Serratia

Proteus

Yersinia’

Erwinia

V.A. Stanisich

Vibrion
Providencia-
Acromonus
Haemophilus
Citrobacter

Gram-negative anaerobic bacteria
Bacteroides-

Gram-negative cocci and coccobacilli
Neisseria

Acinerobacter

Gram-positive cocci

Staphylococcus

Streptococcus

Endospore-forming rods
Bacillus
Clostridium

Gram-positive asporogenous rod-shaped
bacteria
Lacrobacillus

Actinomycetes and related organisms
Corynebacterium -

M yvcobacteriunr

Streptomyces

Mycoplasmas
Mycoplasma
Acholeplasma
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succés les Enterobacteriacées portant le plasmide F et ses dérivés (Hirota,
1960), le ColV-K94 (Kahn et Helinski, 1964) et certains plasmides résistants aux
antibiotiques ( Bouanchaud and al.,1969).

Par contre, certains plasmides sont réfractaires a ce type de guérison comme -
ColE1, ColE2 (Kahn et Helinski, 1964), les plasmides résistants aux antibioti-
ques de Fll et Fl (Salisbury et al.,1972) et pSC101 (Wechsler et Kline, 1980).

*Coumermycine A1, novobiocine et chlorobiocine
Ces trois antibiotiques sont des inhibiteurs de '’ADN gyrase bactérienne.
L’ADN gyrase bactérienne est une topo-isomérase de type Il qui est capable
d'introduire des supertours négatifs dans une molécule circulaire fermée,
relachée. Elle est faite de deux sous unités gyrA et gyrB.
La coumermycine A1, la novobiocine et la chlorobiocine inhibent ’ADN gyrase
B.
La coumermycine élimine efficacement un nombre élevé de copies de ColE1
dérivés des plasmides pBR322 et pMB9 d’'Escherichia coli K12. L’action
«guérisseur» de la coumermycine semble résulter de la dégradation du plas-
mide et pas seulement de l'inhibition de la réplication (Danilevskaya et Gragerov,
1980). '
La chlorobiocine élimine des plasmides de différentes tailles (R28K résistant a
" ampicilline, un mini plasmide dérivé de R1 drd-19) qui sont synthétisés par
différents streptomyces (Cejka, Holubova et Hubacek, 1982).
Il est & noter que ces plasmides ont été traités auparavant sans succés a
I'acriflavine, a la rifampicine et au bromide d’éthidium. Par contre, le plasmide
ColE1 est resté résistant a la chlorobiocine.

* La rifampicine
Larifampicine, uninhibiteur de ’ADN polymérase, a été utilisée danslaguérison
plasmidique d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus. L'effet de cet
antibiotique est probablement une inhibition de 'ADN polymérase dépendantde
la réplication de certains plasmides.
Cette technique a permis aussi la guérison du plasmide F etde ses dérivés dans
Escherichia coli (Riva and al., 1973).

* Le SDS = Sodium DodecylSulfate
Labase de cette méthode de guérison estla différence de sensibilité au SDS des
cellules d’Escherichia coli K12 abritant des plasmides résistants aux antibioti-
ques ou le facteur sexuel F avec des cellules sans plasmide ou F-. Les cellules
porteurs de plasmides sont sensibles au SDS. (Tomoeda, 1968)
Cette technique a été employée pour guérir les Enterobactériacées du plasmide
F (Tomoeda, 1968), le Fll réfractaire a la guérison par les colorants (Tomoeda,
1968; Salisbury, 1972).
Elle a aussi été utilisée mais avec un succés moindre pour la guérison des
plasmides de Staphylococcus aureus (Sonstein et Baldurin, 1972).

* Sodium lauryl sulphate
L’enrichissement des cultures bactériennes avec du Sodium lauryl sulphate
améne la perte des plasmides de souches d’Escherichia coli pathogénes pour
I'homme.
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* Ciprofloxacine et quinolones
La ciprofloxacine et les dérivés 4 quinolones permettent I'élimination dans Es-
cherichia coli, des plasmides résistants aux antibiotiques. Toutes les quinolones
ont éliminé 3 plasmides résistants aux antibiotiques (R446b, R386, S-a) et un
plasmide virulent {(pPWR105) mais plus lentement. Deux plasmides (pWR24 et
pWR110) n’ont été éliminés que par la flumenquine et la péfloxacine.
La perte lente des plasmides peut étre expliquée par l'induction du systéme
ReCA. Ce systéme permet la réparation et la recombinaison mais aussi le
blocage de ladivision cellulaire et prévientde I'élimination du plasmide (réponse
SOS). De plus, 'impossibilité d’éliminer certains plasmides peut étre due a leur
présence en grand nombre par cellules (Michel-Briand et al., 1986).
L'étude de I'action de laciprofloxacine in vivo a été étudiée surun plasmide d’une
souche de Serratia marcescens. Elle permet I'élimination du grand plasmide de
Serratia marcescens particulierement quand il y a une réduction sensible de ci-
profloxacine.
Cette étude in vivo montre une altération de la configuration du plasmide
affectée par la ciprofloxacine, ce qui améne a la perte du plasmlde (Mehtar and
Blackemore, 1987).

* Les composés cannabispiro

Plusieurs composés cannabispiro et d’acide tétrahydrocannabidiolique ont été
testés pour l'inhibition du transfert plasmidique F’'lac d’ Escherichia coli. En effet,
tous ces composés, excepté I'acétylcannabispirol tuent sélectivement le plas-
mide porté par les bactéries. lls inhibent la transformation avec I'ADN du
plasmide de pBR322 ainsi que la pénétration de 'ADN plasmidique dans l'autre
cellule pendant la croissance bactérienne.

Seuls 2 composés ont été capables de guérir le plasmide F’lac ce qui améne a
conclure que I'élimination du plasmide dans ce cas est un processus qui dépend
strictement de la configuration stéreochimique de l'agent guérisseur (Molnar
and al., 1986).

* Le plumbagin
Le plumbagin (5-hydroxy-2méthyl-1,4-naphthaquinone), un composé dérivé de
la racine de la planté Plumbago zeylanica s’est révélé étre efficace dans
I'élimination sélective de plasmides multirésistants aux médicaments de sou-
ches d’Escherichia coli. Cependant, ces plasmides sont réfractaires au traite-
ment & 'acridine orange ainsi qu'au SDS. (Lakshhmi and al., 1987)

* Compiexes de Platinum(ll)
Ces complexes de Platinum(ll) éliminent les plasmides multicopies ayant
comme origine de réplication ColE1 dans les souches d’'Escherichia coli avec
une fréquence de 100%. Cependant, les plasmides de ImcFl, H1 et des groupes
X sont totalement réfractaires a ces agents. (Lakshmi and al., 1988)

11-2-2. Les agents mutagénes

Une mutation est un accident aléatoire survenant au cours de la reproduction
conforme. Elle décrit tout changement dans la séquence de I'ADN génomique.
Les agents mutagénes sont des composés physiques (U.V.) et chimiques
(Bromure d’éthidium, EMS, ..) qui induisent des mutations. lls peuvent agir sur
une base donnée de I'ADN, soit s'incorporer dans un acide nucléique.

On peut éliminer le Flac mérogénote d’Escherichia coli par des agents mutagé-
nes. Onmontre, en effet, que le NMG (N-méthyl-N'-nitroguanidine), FEMS (Ethy!
Méthane Sulphonate) et les U.V. (Ultra Violet) sont des agents mutagénes
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efficaces pour éliminer 'épisome Flac dans des cultures en croissance. La
différence de temps de guérison observée résulte de la différence de stabilité
des agents mutagénes (les périodes d’action efficace sont différentes), des
différents produits utilisés et du transfert de I'épisome pour guérir les cellules.
(Willetts, 1967)

L'étude de souches de bactéries isolées d'un lac de Suéde révéle de multiples
résistances aux antibiotiques et aux métaux lourds. Il a été montré que seule la
souche parentale S-68 pouvait étre guérie par 'un de ses deux plasmides. En
effet, cette souche héberge 2 plasmides cryptiques pQQ32 et pQQ70 de 32 et
70 Mdal. Le pQQ70 a été séparé parun traitement au bromure d’éthidium (agent
mutagéne). De plus, cette souche montrait une résistance aux antibiotiques
ainsi qu'aux métaux lourds comme Co2+, Ni2+, Zn2+, Cd2+ et Hg2+.

La souche dérivée de S-68-41 perd cette résistance au nickel (Ni2+), ce qui
suggeére la séparation du plasmide pQQ70 codant pour la résistance au nickel.
(Schitt, 1989)

H-3. Méthodes de guérison liées a la cinétique de la crois
sance bactérienne, a I'élévation de la température et a la
technique d'électroporation.

Les guérisons plasmidiques peuvent aussi étre étudiées a partir d’analyses de
lacinétique, de'élévation de latempérature etde latechnique d’électroporation.

1I-3-1. Cinétique de la croissance bactérienne
La premiére méthode que I'on utilise est I'analyse du mode de répartition des
plasmides bactériens pendant la division cellulaire d’aprés la cinétique appa-
rente des cellules ne contenant pas de plasmide. Cette étude a été faite pendant
la croissance exponentielle a la température non permissive pour la réplication
d’un plasmide rep(ts). On obtient une régularisation de cette méthode si la
distribution du nombre de copies a la division cellulaire est inconnue.
Ce méme type d'expérience a été utilisé par Hashimotoh-Gotoh et Ishir (1982)
comme base de proposition d’'un nouveau modéle : le «simple site inheritance -
model». Cette méthode ne doit pas donner de résultats concluants a moins que
la distribution du nombre de copies aladivision ne soit connue. Cette distribution
peut étre large a cause du contrdle du systéme de réplication et non seulement
a cause du hasard de la répartition. (Nordstrém, 1984)
Un modéle mathématique sur l'effet des agents guérisseurs provoquant I'élimi-
nation plasmidique en fonction du taux de croissance dépendant de la densité
et des transferts plasmidiques a aussi été étudié. Ce modéle a été testé sur les
cinétiques de l'acridine orange guérissant le plasmide F’lac. On observe une -
population dynamique non linéaire de plasmides conjugués pendant les expé-
riences de guérisons in vitro. Hohn et Korn (1969) concluaient qu'il n’y avait pas
de sélection significative avec I'acridine orange pour les cellules ne contenant
pas de plasmide. Mais, I'étude de la cinétique révéle une différence entre les
taux de croissance de cellules abritant des plasmides et des cellules sans
plasmide due a I'acridine orange. La valeur de ce coefficient de sélection est s=
0.23 -0.33.
Donc, la comparaison des résultats de cinétique avec les résultats expérimen-
taux est importante pour I'étude de la guérison plasmidique. (Sykora, 1989)

1I-3-2. Action de la température
Les génes impliqués dans la nodulation des légumineuses et des non-légumi-
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neuses Parasponia sp. ainsi que les génes de la nitrogénase se trouvent surun
grand plasmide de Rhizobium sp.. Ce plasmide peut étre guéri par l'incubation
a une température élevée. (Morrison and al., 1983)

L’élimination des plasmides pTT8 et pTF62 des bactéries respectivement
Thermus thermophiius HB8 et Thermus flavus AT-62 a pu étre faite grace ades
techniques impliquant la croissance de ces souches a une température élevée
ou grace a l'utilisation d’agents guérisseurs comme le SDS, le bromure d’éthi-
dium, l'acridine orange et la novobiocine. (Vasquez and al., 1983)
L’hexammine ruthenium(lll) chloride (HRC) a été trouvée pour éliminer le
plasmide pBR322 d’Escherichia coli HB101 avec une fréquence de 100%.
Cependant, ce plasmide n’a pas été éliminé par les autres agents curatifs
comme l'acridine orange, latempérature.... llaalors été étudié la sensibilité d’'un
variant de ce plasmide a ces agents guérisseurs qui étaient inefficaces sur la
souche parentale.

On sait que les mutations du chromosome sensibles a latempérature etd’origine
plasmidique pourraient affecter la réplication de plasmide ColE1. Les tempéra-
tures que l'on utilise sont : 37°C, 42°C et 45°C. Bien que pBR322 était
compléetement vulnérable au traitement HRC, il est totalement réfractaire au
traitement avec I'acridine orange et la rifampicine. L’élévation de la température
(42°C et 45°C) n’affecte pas le pBR322 (0% de guérison). Mais, si on utilise une
variante de pBR322, on observe une augmentation de la fréquence de guérison
(87°C = 14,1% et 42°C = 38,7%). Donc, le plasmide variant obtenu aprés
traitement avec le HRC, est devenu vulnérable aux agents guérisseurs ainsi
qu’a I'élévation de la température. (Durga and al., 1987)

1I-3-3. Technique d’électroporation
L’électroporation est une technique qui utilise un courant électrique faible et
pulsé pour fragiliser la membrane d’une cellule afin de la transformer avec des
fragments d’ADN hétérologue ou de fusionner des cellules entre elles (électro-
fusion).
La technique d’électroporation a récemment révolutionné la transformation
bactérienne. Il a 6té montré de méme que I'électroporation pourrait étre utilisée
comme une méthode rapide de guérison plasmidique. Contrairement aux mé-
thodes de guérison plasmidique classiques qui requiérent plusieurs repiquages
avec la présence d’agents guérisseurs dans un premier temps dans un milieu
non sélectif puis le transfert dans un milieu sélectif pour déterminer les clones
guéris.
La guérison du plasmide pUG2 d'Escherichia coli DH1 a été effectuée par la
technique d’électroporation. Le courant électrique envoyé estde 2,50 kV, 25pF.
Avec cette technique, on a obtenu une fréquence de guérison de 80 &2 90% pour
le plasmide pUG2 dans DH1 ce qui est considérablement élevé par rapporta la
fréquence normalement obtenue en utilisant une technique de guérison tradi-
tionnelle.
Cette technique d’électroporation est couramment utilisée pour la guérison
plasmidique pour d’autres genres de bactéries. (Heery and al., 1989)

11-4. Guérison par les transposons

I11-4-1. Définition
Untransposon estune séquence d’ADN capable de se répliquer et d’insérerune
de ses copies & un nouveau site dans le généme a l'aide d’'une enzyme, la
transposase. :
Ilestconstitué de génes codant pour les protéines situées entre deux séquences
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d’insertion répétées inversées.
L’événement de transposition lui méme peut causer des délétions ou des
inversions ou peut conduire au transport d’une séquence de I'hGte vers une
nouvelle localisation.
Certains transposons portent des marqueurs de résistance aux drogues ou
autres en plus des fonctions impliquées dans la transposition.
La présence d’un transposon provoque une mutation car le transposon se place
généralement au milieu des génes. Cette mutation permet d'identifier le trans-
poson car la bactérie devient résistante a I'antibiotique.
La guérison plasmidique peut s'effectuer grace aux méthodes de mutagenese:
- mutagenése dirigée par un géne connu
- mutagenése au hasard par conjugaison.
Dans ce dernier cas, il s'agit d'un marquage au hasard du généme bactérien
sans préjuger du géne marqué. Ce géne peut étre situé soit sur le chromosome,
soit sur un plasmide. Le pourcentage de plasmides marqués est fonction du
contenu et du nombre de copies de plasmides de la bactérie étudiée.
Cette méthode nécessite le choix d'un bon marqueur et d'un bon vecteur
plasmidique pour I'amener dans la bactérie. Le marquage du plasmide peut étre
effectué grace aux transposons tels que Tn5 et Tn1 qui sont porteurs de génes
de résistance aux antibiotiques ou de génes suicides (génes Sac).

l1-4-2. Le transposon Tn5
C’est un transposon qui est constitué d'une région centrale qui porte le(s)
marqueur(s) de résistance (qui sont sans rapport avec la transposition), bordée
de chaque c6té par des bras (IS). Les bras sont constitués de séquences
proches qui peuvent étre soit dans la méme orientation, soit dans l'orientation
opposées (le plus fréquent). (Cf. figure 3)

FIGURE 3 : CARTE PHYSIQUE ET FO“FCTIONNELLE DU TNS
b - RS
.3 3 i
Q = b o« hv] - -
g s g s £ IO 2 2
. I X I +ro woa ey f £ g
Gene L 1 L 11 1 2 L2 : 1 1
“enocripclon P P P
. . LT
PdeUi‘ts e e Ccanspocacce
: NPTI

4 2

{nhidbleceuc

Le Tn5 a été choisi parmi les autres transposons pour la guérison car
- il code pour la Néomycine phosphotransférase(NPTII).
- sa fréquence de transposition est loin d’étre négligeable, notamment sur
les plasmides.
- sa spécificité d'insertion est faible.

. Le marquage de 'ADN chromosomique par un élément transposable Tn5 lui

confere un phénotype patrticulier : la résistance a la kanamycine-néomycine.
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Pour pouvoir utiliser ce transposon et l'insérer dans un plasmide, il faut utiliser
des vecteurs plasmidiques de large spectre d'hte et incapable de se répliquer
dans la cellule héte. Ces vecteurs ont permis d'insérer ce transposon sur des
plasmides de beaucoup de souches bactériennes. Les marqueurs d'antibioti-
ques ou les phénoménes d'incompatibilité ont ensuite permis de guerirla souche
ayant intégrée ce transposon par conjugaison et transposition dans le généme
d'un ou de plusieurs plasmides.

Le transposon Tn5 a été inséré dans des plasmides transmissibles de la souche
1062 de Rhizobium leguminosarum (un dérivé de la souche 300). On obtient
plusieurs dérivés résistants a la kanamycine qui sont deux petits plasmides
(pRL8JI et plJ1001). Les dérivés sensibles a la kanamycine (chacun guéri de
pRL8JI ou plJ1001) semblent induire les nodules de la fixation de I'azote et ne
sont pas phénotypiquement distincts de la souche parentale. Quand on transfert
le transposon Tn5 marqué de plJ1001 dans une souche de Rhizobium phaseoli,
la majorité des transconjugants perdent leur habilité de noduler les haricots
Phaseolus, 'hote normal de cette espéce. Cela estdu a la perte dans Rhizobium
phaseoli du plasmide de nodulation, lequel était apparemment incompatible
avec plJ1001. (Johnston and al., 1982) ‘

Azospirillum lipoferum 4B est une bactérie qui posséde 5 plasmide cryptiques
dont 4 ont une taille moléculaire supérieure a 140 Mdal.

Pour étudier la guérison plasmidique, il faut faire un marquage de 'ADN
plasmidique par un élément transposable Tn5-Mob qui confére au plasmide-
héte le phénotype sélectionné (Km-Mob et Nm-Mob). Plusieurs plasmides
suicides ont été utilisés pourtransférerle Tn5-Mob a ' Azospirillum lipoferum.(Cf.
figure 4). Les mutants obtenus par insertion de Tn5-Mob ont été utilisés dans
des conjugaisons bactériennes avec une souche receveuse d’Agrobacterium
tumefaciens sans plasmide (Cf. figure 5). Des expériences de guérison, en
utilisant des antibiotiques comme marqueurs (rifampicine, ampicilline,...) ont
alors été effectuées. La mobilisation, le transfert et la réplication d'un plasmide
d’'Azospirillum lipoferum chez I' Agrobacterium tumefaciens ont été trouvés pour
lapremiére fois. De plus, untransconjugant qui avait perdu un plasmide indigéne
a été trouvé.

Il est possible que I'insertion du transposon Tn5-Mob inactive un transfert de
génesouque letransfertde plasmide de I'Azospirillum lipoferum dépende d'une
induction comme cela a été rapporté pour le plasmide Ti avec la présence
d’'opines. (Bally, 1988)

1I-4-3. Le transposon Tn1
Il fait partie de la famille des transposons TnA. Il confére au plasmide héte laré-
sistance a I'ampicilline.
L'Acetobacter xylinum contient un systéme complexe de molécules d’ADN plas-
midique. L’analyse d’'une souche particuliére contenant une insertion du trans-
poson Tn1 aindiqué I'existence d'intéractions complexes entre les plasmides et
I’ADN chromosomal.
Ces expériences montrent que le systeme génétique de I'Acetobacter xylinum
estinhabituel si on le compare avec le systéme génétique des autres bactéries.
(Valla, 1987)

1I-4-4. Les génes Sac
Il a été construit une cassette npt/-sacB-sacR.
Le systéme de génes sacB-sacR utilisé est issu de Bacillus subtilis. Le géne
sacR est un locus de régulation agissant comme un atténuateur. Le géne sacB
code pour 'enzyme levansucrose et a été montré pour conférer la sensibilité au
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sucrose chez les bactéries Gram négatives.

Avec ce systéme, on veut montrer que les génes Sac constituent un outil
puissant pour la guérison plasmidique et I'apparition de délétions dans les
plasmides. '

Donc, les génes sacB-sacR permettent la sélection directe pour la perte ou pour
la guérison de plasmides car seules les souches qui ne contiennent plusungéne
sacB actif sont capables de pousser sur un milieu contenant du sucrose.

Les génes sacB-sacR ont été clonés dans un fragment BamH1 du transposon
Tn5-Mob. Les transposons ont été alors testés dans 4 souches de Rhizobium
ieguminosarum et dans 2 souches de Rhizobium melilotti ce qui a permis la
guérison de plusieurs larges plasmides cryptiques et la génération de grandes
délétions dans plusieurs autres plasmides.

De plus, cette méthode a permis de montrer que les plasmides de Rhizobium
leguminosarum pRL12JIlet pR1eVF39fportent des marqueurs d'auxotrophie et
que le plasmide pR1eVF39c porte des génes qui affectent la morphologie de la
colonie. (Hynes and al., 1989)

lII-5. Conclusion

Il en résulte que la bactérie peut donc étre traitée avec des agents guérisseurs
tels que les colorants, les antibiotiques, des agents chimiques ou physiques ou
par élévation de latempérature pouvant entrainer des mutations dans I'ADN en
interférant soit spécifiquement avec la réplication ou en affectant des organites
particuliers ou des enzymes de la cellule bactérienne.

Bien que tous ces agents aient été utilisés pour guérir les bactéries de leurs
plasmides , ils ont des effets différents en fonction de la souche bactérienne
" étudiée. Ainsi, le plasmide F est éliminé par l'acridine orange, le SDS et la
rifampicine alors que d'autres plasmides sont réfractaires a ces agents (Ex.
pBR322).

Cependant, pBR322 peut étre éliminé de sa cellule héte Escherichia coli avec
la coumermycine A1 et le HRC.

L’action des différents agents guérisseurs sur le(s) plasmide(s), le lieu ou ils
agissent et leur fréquence de guérisson est récapitulée dans le tableau ci-
dessous.
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Coiorants Bactéries Plasmides Fréquence de
Techniques guérison
Acridine -E.Coli -résistant aux 98%
orange -intestinales antibiotiques
-facteur sexuel F
Coumer- -E.Coli C6000 |-ColE1 dérivé de pMB9 90%
mycine A1 -E.Coli K12 -ColE1 dérivé de pBR322 20 a100%
SDS -E.Coli K12 -Facteur sexuel F
-résistant aux 99 4 100%
antibiotiques
Ciprofloxacine -Serratia -résistant aux jusqu’a 50%
(2 pg/mi) marcescens antibiotiques 4
Fluméquin -E.Coli - PWR24 21%
- pPWR110
Péfloxacine -E.Coli - pPWR24 4%
- pWR110
Novobiocine -E.Coli - R446b 98%
Quinolone -E.Coli - R446b 30%
-R38b
- S-a
HRC -E.Coli HB101 | - pBR322 100%
complexe -E.Coli - pBR322 100%
Platinum(ll) - pBR329
Plumbagin -E.Coli - F'lac 48%
- TP181 100%
Electroporation ; -E.ColiDH1 | -PUG2 80 2 90%
Température -E.Coli HB101 | variante de - 14,1% & 37°C
pBR322 38,7% a 42°C

L’étude de la cinétique a permis de comparer des courbes avec les résultats
expérimentaux pour mieux comprendre la guérison plasmidique. De plus, il a
été découvert reccemment une technique plus rapide qui est I'électroporation
et qui augmente la fréquence de guérison.

Enfin, I'utilisation de transposons Tn5, Tn1, génes Sac a permis de détermi-
ner le rdle des plasmides cryptiques.

Il existe une autre technique qui permet aussi la perte du plasmide grace a
I'utilisation de protoplastes. En effet, les expériences faites sur Staphylococ-
cus aureus (Novick, 1980) et Streptomyces coelicolor (Hopwood, 1981)
suggérent que la perte du plasmide peut résulter directement de I'enléve-
ment de la paroi cellulaire bactérienne peut étre & cause de la perte associée
du matériel mésosomal.
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Cette méthode pourrait &tre applicable & toutes les formes variées de bactéries
c’est a dire aux bactéries Gram positives qui sont relativement facilement
convertibles en protoplastes par le traitement de la penicilline avec le lyzozyme
ainsi qu'aux bactéries Gram négatives et Streptomyces pour qui les procédures
complexes de protoplastes ont été développées.

. Les bactéries Gram positives et Gram négatives se distinguent par la techni-
que de coloration dite de Gram qui exprime la capacité qu’ont certaines bactéries
de fixer le colorant appelé cristal violet, propriéte que les Gram négatives n'ont
pas contrairement aux Gram positives.

Cette propriété est due a la structure de leurs membranes (Cf. figure 6).

Les bactéries Gram positives les plus utilisées pour les guérisons plasmidiques
sontles Lactobacillus (Schillinger, 1989), les Streptococcus salivarus guéris par
la novobiocine (Tampkins, 1986), Bacillus subtilis pour lequel le SDS est utilisé
comme agent guérisseur ainsi que la diminution de la résistance a I'ampicilline
qui détermine la guérison. (Lee, 1986)

L'obtention de souches bactériennes guéries de leurs plasmides est un objectif.
important de I'équipe "Rhiszosphére" du Laboratoire d'Ecologie Microbienne de
I'URA 697 du CNRS de Lyon.

En effet,cette équipe étudie les mécanismes qui régissent les interactions
bactéries-plante dans le cas de la rhizosphére des graminés associées aux
bactéries non symbiotiques fixatrices d'azote atmosphérique.

Les effets de ces bactéries sur les plantes proviennent souvent de I'expression
de génes plasmidiques en réponse aux informations fournies parla plante. C'est
le cas , parexemple, de lareconnaissance parla bactérie de molécules signales
produites par la plante, ou de son attachement grace a la reconnaissance
spécifique de protéines-lectines exsudées par la plante ou enfin de sa pénétra-
tion dansle cortex racinaire de la plante. Ces génes sont, en effet, souvent portés
par des plasmides cryptiques et donc pour cette raison difficile a étudier.
Pour mener a bien ces études, la seule possibilité est la guérison de ces
plasmides par mutagenése.

Il n'existe pratiquement peu ou pas de résultats sur les guérisons de tels
plasmides (a part les recherches effectuées sur les bactéries symbiotiques
comme Rhizobium , et seulement dans le cas de plasmides symbiotiques et non
dans le cas de plasmides intervenant dans les interactions primaires entre la
bactérie et Ia plante).

Cette recherche bibliographique importante et détaillée permettra bien enten-
due d’entreprendre d'une maniére plus efficace les études sur la guérison des
plasmides rhizosphériques et donc de comprendre enfin les mécanismes des
relations privilégiées entreune plante et une bactérie. Cette connaissance est
d'un intérét capital pour les recherches en agronomie et pour I'amélioration des
rendements des céréales. L'utilisation d'engrais provoquent, en effet, des
dommages importants pour I'environnement. L'innoculation de bactéries spéci-
fiquesde linteraction permettrade diminuer les quantités de ces engrais ajoutés
dans le sol et donc de diminuer la pollution de I'environnement (sol, air, eau).
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