L’identification génétique

Depuis que des progrès énormes ont été réalisés en génétique moléculaire, la bactériologie dispose d’un nouveau moyen d’identification d’une souche : la réaction de polymérisation en chaîne ou méthode PCR ( de  l’anglais « polymérase chain reaction »).

Cette méthode est basée sur la recherche et la multiplication d’un fragment spécifique d’ADN de la bactérie.

Cependant, elle est réservée à quelques souches seulement car elle représente un investissement non négligeable en matériel et réactifs.

A- Le Principe

Une identification par PCR se déroule en 3 parties.

La première étape consiste à synthétiser des fragments d’ADN ayant des séquences identiques à celles qui flanquent la séquence recherchée (= la partie spécifique). Ceci peut être réaliser à l’aide d’un synthétiseur automatique et les fragments obtenus, appelés « primers », servent d’amorce à la synthèse d’ADN. Ils ont généralement  une longueur d’environ 20 nucléotides.

La seconde étape est la réaction PCR proprement dites. Elle consiste en trois étapes, répétées de nombreuses fois, afin d’obtenir environ 1 million de copies du fragment spécifique.

· Dénaturation de l’ADN bactérien par la chaleur. Les deux brins d’ADN se séparent

· Hybridation des brins d’ADN avec les primers. En effet, on a pris soin d’ajouter ceux-ci en excès afin que la probabilité d’hybridation ADN/primers soit supérieure à la probabilité de rappariement ADN/ADN

· Elongation des nouveaux brins d’ADN à l’aide de nucléotides triphosphate et d’une ADN polymérase non sensible à la chaleur ( Taq polymérase, enzyme extrait d’une archéobactérie vivant dans les sources chaudes : Thermophilus aquaticus).

Ce cycle, habituellement réalisé dans un appareil spécial, le thermocycleur,  est répété généralement une trentaine de fois.

La dernière étape est la révélation. Dans la plupart des cas, on utilise la propriété du bromure d’éthydium de se lier de façon permanente à l’ADN et d’être fluorescent sous les UV. Vu que la séquence, donc la taille,  du fragment spécifique est connue, il suffit de vérifier que l’on a une « bande » à la taille voulue pour conclure.

Une petite animation reprenant ce principe peut être consultée à l’adresse suivante :

http://www.geniebio.ac-aix-marseille.fr/biomol/docs/pcr.html
B- Applications au laboratoire de la faculté

1- Typage des souches d’Escherichia coli 
Les souches d’Escherichia coli pathogènes peuvent être classées en différents groupes : NTEC, VTEC, ETEC,  EPEC… Ces définitions sont liées à la pathologie mais également à la présence de certains gènes (eae, Afa, F17, stxl1, stxl2…). Au laboratoire nous réalisons une PCR multiplex afin de rechercher les gènes eae, vt1 et vt2.

Voici le résultat d’une telle PCR :
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2- Identification  de Mycobacterium avium paratuberculosis
Les prélèvements montrant la présence de bacilles alcoolo-résistants à la coloration de Ziehl et/ou une culture sur milieux  spéciaux pour Mycobactéries (non réalisés au laboratoire) sont soumis à une PCR permettant de rechercher des séquences spécifiques (IS900, IS901 et        IS902 ) de Mycobacterium avium paratuberculosis, bactérie responsable de la paratuberculose chez les ruminants domestiques et sauvages.

Photos présentant les résultats d’une série de prélèvements :
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3- Identification de Mycoplasma bovis
L’identification des Mycoplasma par une méthode « classique » demande beaucoup de temps. On utilise donc une réaction PCR, plus rapide afin de détecter la présence de ce pathogène dans un prélèvement après un pré-enrichissement par culture. Pour l’espèce Mycoplasma bovis, la séquence recherchée porte le nom : uvrC .

Sur l’image ci-après, nous voyons ques les prélèvements testés étaient presque tous positifs pour M.bovis
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