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Document 1

Principe du pyroséquengage

Etape 1

Une amorce de séquengage est hybridée a la matrice
d’ADN simple brin obtenue par PCR, et incubée en
présence d’ADN polymérase, d’ATP sulfurylase, de
luciférase, d’apyrase ainsi que d’adénosine 5
phosphosulfate (APS) et de luciférine.

Etape 2

Un premier désoxyribonucléoside triphosphate (dNTP) est

ajouté. S’il correspond a celui attendu par la polymérase, il
est incorporé dans le brin en cours de synthése. Son
incorporation s’accompagne de la libération quantitative de
pyrophosphate (PPi).

Etape 3

L’ATP sulfurylase catalyse la formation d’ATP a partir du
PPi libéré et d’APS. L'ATP permet alors la transformation
de la luciférine en oxyluciférine en présence de la
luciférase ce qui génére un signal lumineux dont I'intensité
est proportionnelle a la quantité d’ATP mise en jeu. Sur le
pyrogramme, ce signal lumineux se traduit par un pic dont
la hauteur est proportionnelle au nombre de nucléotides
incorporés.

Etape 4
L’apyrase, une nucléase, catalyse la dégradation, en

continu, des nucléotides qui ne se sont pas incorporés et

de 'ATP. Une fois ceux-ci éliminés, un nouveau nucléotide
est ajouté.

Etape 5

Les nucléotides sont ajoutés les uns aprés les autres. |l
faut noter qua la place du dATP, on utilise le
désoxyadénosine alpha-thio triphosphate (dATP-S) qui est
également un substrat de 'ADN polymérase mais n’est
pas reconnu par la luciférase. Au fil des différents ajouts,
le brin complémentaire s’allonge et la séquence est
déterminée par la lecture du pyrogramme.
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Document 4
Constituants de chaine respiratoire chez Acetobacter pasteurianus 386B obtenus aprés le séquengage du
génome complet et son analyse

A) Analyse du génome complet et annotation

[...] le chromosome circulaire d’une taille de 2 818 679 paires de base et les sept plasmides dont la taille
varie de 3851 a 194 780 paires de base [...]. La recherche de génes et I'annotation du génome de
A.pasteurianus 386 B a 'aide de 'application GenDB a permis d’identifier 2595 séquences codant pour des
protéines (CDS) pour le chromosome et 280 pour les plasmides. De plus, 5 opérons d’ARN ribosomaux
(rm) ont été détectés et 57 génes codant pour des ARNt ont été prédits. Aucune séquence répétée de type
CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) n’a été détectée [...]

La prédiction automatique de génes et I'annotation de la séquence compléte du génome ont été effectuées
en utilisant une version du systéme d’annotation du génome bactérien GenDB v2.2. Une stratégie de
prédiction de génes combinant l'utilisation des programmes GLIMMER 2.1 et CRITICA a été adoptée. Les
sites potentiels de liaison des ribosomes et les génes codant pour les ARNt ont été identifiés avec les outils
RBSfinder et tRNAscan -SE. Les protéines déduites ont été caractérisées d’'un point de vue fonctionnel
grace a l'application REGANOR qui effectue des recherches automatisées dans les bases de données
publiques, y compris SWISS-PROT et TrEMBL, Pfam, KEGG et TIGRFAM. En outre, les applications
SignalP (détection de « peptide signal »), helix- turn-helix (identification des motifs de liaison a I'ADN en
structure hélice-tour-hélice) et TMHMM (détection de domaines transmembranaires) ont été utilisées.
Chaque géne a été classé selon sa fonction en lui attribuant un numéro de cluster de groupes orthologues
(COG) et un numéro d'ontologie de géne (GO). Les résultats obtenus pour la prédiction des génes et
'annotation de la séquence ont été ensuite vérifies manuellement. Pour corriger les annotations excessives,
les CDS courtes ne présentant pas d’annotation fonctionnelle, ayant des scores de confiance faibles
déduits par la plate-forme GenDB et présentant des chevauchements avec d'autres CDS ont été éliminées
de l'annotation finale. Une cartographie du génome de A. pasteurianus 386B a été générée avec l'outil
DNAPIotter. L'origine de réplication du chromosome de A. pasteurianus 386B a été prédite a I'aide de I'outil
Ori-Finder. Les séquences répétées CRISPRs ont été recherchées avec I'outil CRISPRFinder ... ]

B) Constituants de chaine respiratoire chez Acetobacter pasteurianus 386B.
L'analyse du génome a permis de prédire et d'annoter des constituants de chaine respiratoire chez
Acetobacter pasteurianus 386B.

Quelques uns des constituants sont présentés dans la figure ci-dessous.

Membrane-bound PQQ- and FAD-dependent dehydrogenases: : (1) PQQ-dependent alcohol dehydrogenase ; (2)
membrane-bound acetaldehyde dehydrogenase; (3) PQQ-dependent glucose dehydrogenase ; (4) uncharacterized PQQ-
containing oxidoreductases; (5) FAD-dependent sorbitol dehydrogenase. (B) Membrane-bound oxidoreductases and
terminal oxidases: (6) uncharacterized oxidoreductases ; (8) cytochrome bo; ubiquinol oxidase; (9) cytochrome bd
ubiquinol oxidase.

Adapté de K. Illeghems, L. De Vuyst, S. Weckx ; Complete genome sequence and comparative analysis of Acetobacter pasteurianus 386B, a strain
well-adapted to the cocoa bean fermentation ecosystem ; BMC Genomics. 2013; 14: 526
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Documents 5

5 a Extrait du référentiel du BTS bioanalyses et contréles

5 b Texte proposé aux étudiants

Dans la respiration acétique, I'alcool déshydrogénase (ALDH) et l'acétaldéhyde déshydrogénase (ADH)
sont deux complexes respiratoires impliqués dans l'oxydation de I'éthanol en acide acétique. Les deux
complexes ont été caractérisés et 'on a constaté que I'éthanol et 'acétaldéhyde (éthanal) étaient oxydés au
niveau de la surface externe de la membrane cytoplasmique. L’ubiquinone (Q), soluble dans la membrane,
est réduite en ubiquinol (QH,) en présence de I'ALDH et de 'ADH. Le dernier complexe de la chaine
respiratoire est I'ubiquinol oxydase qui catalyse l'oxydation du QH, Le dioxygéne est I'accepteur final
d’électrons de I'ubiquinol oxydase.




Document 6

Extraits du programme de Chimie Biochimie Sciences du vivant de la classe de terminale STL

Théme 2 - Les systémes vivants échangent de la matiére et de I’énergie

Le maintien de l'intégrité biologique des systémes vivants nécessite qu'ils entretiennent avec le milieu les échanges
indispensables a la couverture de leurs besoins en nutriments et en énergie. La thermodynamique permet de rendre
compte des aspects énergétiques des transformations chimiques intervenant lors du meétabolisme (hydrolyse,
oxydoréduction, synthése de biomolécules) et du role qui y est joue par 'ATP. La spécificitée des réactions mises en
ceuvre dans le métabolisme est assurée grace aux enzymes, les catalyseurs biologiques.

2.5 Les systémes vivants assurent leur activité et maintiennent leur intégrité en utilisant des voies

métaboliques variées

Connaissances

Capacités

Une voie métabolique est une suite de transformations
chimigues catalysées par des enzymes.

Lors d’'une transformation chimique en solution, un
systéme fermé évolue vers un état d'équilibre
chimigue.

Cet état d’équilibre dépend de I'état initial et de la
constante d'équilibre K(T), caractéristique de la
réaction.

Une réaction est favorisée quand la valeur de la
constante d'équilibre K(T) est élevée, c'est-a-dire
quand I'enthalpie libre standard de réaction a..Go(T)
est négative.

Le déplacement de I'état d’équilibre d'un systeme
peut étre provoqué en faisant varier les conditions
opératoires : température, exces d'un réactif ou
élimination d'un produit.

Mettre en ceuvre des activités expérimentales et exploiter
des ressources documentaires pour :

- reconnaitre le type de systéme étudié : isolé, fermé, ouvert,
stationnaire ;

- déterminer I’état final d’un systéme, dans le cas d'une
réaction acide-base ou d'une réaction d'estérification-
hydrolyse ;

- exprimer le quotient réactionnel Q; et le comparer a la
constante d'equilibre K(T), par exemple K, pour la réaction
de dissociation d'un acide dans 'eau ;

- metire en relation I'état final avec le caractére total ou limité
d'une transformation ;

- identifier les facteurs d'influence d'un état d’équilibre ;

- proposer un protocole pour déplacer un état d'équilibre.
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Document 7

Extraits d’'une étude relative au portage de Salmonella par des enfants en adoption internationale depuis
Bamako vers la France, sur une période de 84 mois.

Salmonella est trés fréquemment rencontrée chez les enfants du Mali.

[...]

Matériel et méthodes

Des échantillons de selles d’enfants adoptés en provenance d'un orphelinat de Bamako (Mali) et de tous les
membres de leurs familles adoptives ont été prélevés lors de leur premiere visite chez le médecin puis tous
les mois en vue d’'un dépistage de Salmonella. Les bactéries ont été caractérisées par des méthodes
biochimiques classiques, des sérotypages, des antibiogrammes et des PFGE. Les génes de la B-
Lactamase ont été recherchés par PCR.

Résultats

[-.-] 55 familles ayant adopté 61 enfants de l'orphelinat d'état de Bamako ont été suivies (6 familles ont
adopté 2 enfants). Parmi 30 familles, un total de 92 isolements de Salmonella provenant de 29 enfants
adoptés et de 3 méres ont été récupérés; l'enfant adopté d'une des 3 méres n'a pas été colonisé par
Salmonella [...] Parmi ces 92 salmonelles identifiées, 41 n’étaient pas des doublons, 17 étaient des
Balbelsberg (41,4%), 14 étaient des Enteritidis (34,1%), 2 étaient des Havana (4,8%), 2 étaient des
Senftenberg (4,8%), 1 étaient des Bergen (2,4%), 1 était un Reading (2,4%), 2 étaient des Tel-el-kebir
(4,8%), 1 étaient un Colindale (2,4%) et 1 était un Waycross (2,4%) [...]. Pour quatre enfants adoptés, deux
sérovars ont été trouvés. Treize porteurs sur 32 (40,6%) étaient symptomatiques a leur arrivée : 10 avaient
une diarrhée fébrile, 1 une pyélonéphrite, 1 une ostéite et 1 une méningite ayant entrainé la mort de
I'enfant.

[...]
Plan d’étude, souches bactériennes et typage sérologique

[...] Des échantillons de selles de tous les enfants adoptés et des membres de leur famille ont été prélevés
a la premiére visite puis tous les mois. Les échantillons ont été envoyés au laboratoire de microbiologie
pour étre analysés. Deux écouvillons de culture (Cultureswab™ EZ ; BD Diagnostic Systems, Le Pont de
Claix, France) ont été utilisés pour chaque échantillon de selles. L’'un a permis d’ensemencer un milieu de
Drigalski (AES, Bruz, France).Le deuxiéme a été plongé dans 10 mL de bouillon de tétrathionate de Muller-
Kauffmann pour l'enrichissement en Salmonella (Bio-Rad, Marnes-La-coquette, France). Aprés une nuit
d’incubation, un volume de 100 pL a été étalé sur un milieu chromogéne spécifique de Salmonella (ASAP ;
AES) et sur un milieu de Drigalski (AES) additionné de 1 mg.L'1 de ceftazidime. Aprés une nuit de culture,
cing colonies présentant des morphologies de Salmonella ont été systématiquement identifiées a I'aide de
tests classiques dont la coloration de Gram, l'utilisation de galerie API20E (bioMérieux, Carponne, France)
et les tests d’agglutination avec des particules de latex selon la procédure de Kauffman-White. Certains
isolements pour lesquels l'identification était incertaine ont été soumis au Centre de Référence National
Francgais pour Salmonella (CRNF-salmonella), Institut Pasteur, Paris, France. Des isolements d’'un méme
patient sont considérés comme doublons s'ils possédent les mémes sérotype/profil PFGE et phénotype de
résistance. Le suivi a cessé dés lors que les échantillons de selles sont devenus négatifs lors de trois
criblages consécutifs. Cette étude a été approuvée par le Comité d'Ethique de I'Hopital Universitaire de
Brest et un consentement écrit éclairé a été obtenu de toutes les familles.

Note : PFGE = typage par “Pulsed Field Gel Electrophoresis” (Electrophorése en champ pulsé)

D’apres Salmonella carriage in adopted children from Mali: 2001-08 , Sylvie Boisramé-Gastrin, Didier
Tandé, Marie-Reine Miinck,Stéphanie Gouriou, Patrice Nordmann and Thierry Naas ; Journal of
Antimicrobial Chemotherapy,(2011) 66(10):2271-2272 ; http.//www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/21803770
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Document 9

Voies de signalisation intracellulaires induites par le TNF, I'lL-1 et le LPS.
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