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ABREVIATIONS 

ATP : adénosine triphosphate 

Ampr: gène de résistance à l'ampicilline ( B-lactamase ) 

AMY: gène d' 0<.-amylase ( 2.5 Kb ) de B. licheniformis 

CM : chloramphénicol 
r Cml, CM gène de résistance au chloramphénicol ( chloramphé-

nicol acétyl transférase ) 

/): délétion 

DO : densité optique 

DNA : acide désoxyribonucléique 

DNase : désoxyribonucléase 

EDTA : éthylène diamine tétra acétate 

EM : érythromycine 

EMr gène de résistance à l'érythromycine 

EMS : sensibilité à l'érythromycine 

g: accélération gravitationnelle ( 9.81 m/s 2 ) 
r Kan 

mRNA 

gène de résistance à la kanamycine 

RNA messager 

PEG 100 0 , PEG 20000 polyéthylène glycol de poids moléculaire 

1000 , 20000 

po promoteur, opérateur 

po promoteur du gène d' <X.-amylase --
ppm parts par million 

REP séquence du DNA possédant l'origine de réplication du 

plasmide pWOl 

RNA : acide ribonucléique 

RNase : ribonucléase 

Rpm : rotations par minute 

rRNA : RNA ribosomique 

S : Sv e dberg 

SAB s erum d'albumine bovin 

SDS s odium dodé cyl sulfate 

UF C unit é formant une colonie 

UV : u l tra-violet 

Le s autres abréviations sont définies dans le texte. 
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C H A P I T R E I 

I N T R O D U C T I O N 



I. L'ensilage 

I. 1 . Introduction 

L'ensilage et le fanage sont deux techniques 

tradit ionnelles de conservation des fourrages, où l'objectif 

p rincipal est leur préservation au moment opt imal de croissance 

afin de les utiliser pendant les saisons où elles sont inac­

cessibles. L'ensilage, à l'opposé du fanage , est un processus 

de ferme ntation qui permet la conservation des récoltes à l' 

état frais . Le processus prend place dans une structure 

appelée silo . Ceux-ci sont de deux types principaux : le silo­

cou loir couloir en béton en forme de U ) et le silo-tour. 

La pratique de l'ensilage, déjà n écessaire pour les 

r écoltes ne pouvant subir le fanage ( par exemple le maïs , 

le s feuilles de betteraves ) , s ' est considérab l ement développé 

pendant les vingt dern i ères années. Les raisons de cet accrois­

sement sont nombreuses. L'ensilage permet une indépe n dance 

envers les condit ions climatiques . Celles-ci étant souvent 

défavorables, elles son t la cause de lourdes pertes pendant 

le processu s de séchage. Ce tte indépendance permet une 

exploitation fourragè re intensive, avec plusieurs récoltes 

par an . La conservation du fourrage à l'état frai s minimise 

le s pertes en valeur nutritive . Enfin , l'ensilage permet un 

ensemble de facilités techniques pour l'utilisateur. ( Vanbelle 

et Bertin (19 85) , p g 1-2 ) 

La gamme des r écol tes pouvant être ensil é es est très 

vaste . Parm i celles-ci, on peut citer: Les g raminées, les 

céréales ( maïs, orge, blé ... ) , les l égumineuses ( trè fle, 

luzerne ... ) , les betteraves, les pommes de terre, les sous­

produits industriels ( pulpes de betteraves sucrières, fanes 
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de pois ... ), etc ... Bien que pour toutes ces récoltes on 

puisse envisager l'ensilage directement ou après traitement, 

leur aptitude à l'ensilage est fonction de plusieurs facteurs 

la teneur en sucres directement fermentescibles par les micro­

organimes, le pouvoir tampon et la teneur en matière sèche des 

végétaux, la répartition de la microflore bactérienne de départ, 

la structure physique de la matière végétale ... 

La conservation de la matière végétale dans l'ensilage 

est réalisée par une fermentation acidifiante qui est à domi­

nation lactique où l'acétogenèse doit être limitée, la butyro­

genèse et l'amoniogenèse inhie La vitesse de l'acidifica­

tion lactique est déterminante . ( Vanbelle et Bertin (1985) 

pg 15 ) 

Les récoltes à l'état frais ( contenu hydrique 

important ) s'avarient dans des conditions aérobies. La 

colonisation par une microflore hétérogène aérobie est respon-

sable d 'une dégradation approfondie des différents composants 

de la matière végétale. Donc, une des premières priorités 

dans la réalisation de l'ensilage est le stockage anaérobique 

des produits de récolte, soit dans un conteneur hermétiqu~ 

silo tour), soit par recouvrement d'une bâche de plastique 

silo couloir). Les conditions anaérobies doivent être 

maintenues pendant toute la durée du processus, aucune 

circulation d 'air n'est permise, au risque de voir se 

développer une activité microbiologique aérobie. Normalement, 

si les conditions anaérobies sont respectées, une fermentation 

acide se développe dans laquelle les bactéries produisent 

un mélange d'acides organiques à partir des sucres présents. 

A ce stade, une dualité primordiale s'installe 

Q 

dans la dominanc e de la microflore bactérienne. Deux catégories 
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d'organismes, les clostridies et les bactéries lactiques, toutes 

deux susceptibles de coloniser la matière végétale, vont 

déterminer la qualité du produit fermenté et donc la réussite 

ou l'échec du processus . 

Si la biocénose mi crobienne est dominée par les 

bactéries lactiques, les sucres fermentescibles sont trans­

formés en acide lactique de manière prépondé~ en acide 

acétique et butyrique dans des proportions faibles . Le pH 

final se r a très bas ( environ 4 ) . Dans ces condi ti ons , on 

parle d ' un ensilage de bonn e qu alité . 

Dans le cas contraire, si la biocénose est dominée 

par les clostridies, les sucres fermentés et l'acide lactique 

sont transformés principalement en acide butyrique . De plus, 

ces mic r oorganismes sont do t és d ' une activité protéolytique 

intense et dégradent les acides aminés e n un ensemb l e de 

produi.ts secondaires à faible valeur nutritive . La proportion 

importante d'acide butyrique est responsable d'un pH supérieur 

à celui obtenu dans les conditions précédentes. La perte de 

valeur nutritive est importante . Ces facteurs caractérisent 

un ensilage de mauvaise qualité . 

Il apparaît clairement qu'un ensilage de bonne 

qualité sera caractérisé par le développement prépondérant 

des bactéries lactiques . Depu is de nomb r e u ses années, 

d ifférents moyens sont utilisés afin de promouvoir le 

développement des bactéries l actiques ou d'empêcher la 

prolifération des clostridies au sein du silo. Mais une action 

efficace ne peut se faire que par une compréhension de la 

biocénose microbienne et des principales réactions biochimiques 

de ces microorganismes impliqués dans l ' ensilage . 
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Tableau I 

l 

A. Homofermentative 
Rod 

Lactobacillus casei 
Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis 
Lactobacillus curvatus 
Lactobacillus plantarum 

Coccus 
Pediococcus acidilactici 
Pediococcus cerel'isiae 
Pediococcus pentosaceus 
Streptococcus f aeca/is 
Streptococcus faecium 

B. Heterofermentative 
Rod 

Lactobacillus brer:is 
Lactobacillus buchneri 
Lactobacillus fermentum 
Lactobacillus viridescens 

Coccus 
Leuconostoc cremoris 
Leuconostoc dexrranicum 
Leuconostoc mesenreroides 

Classification des bact é ries lactiques 

importante s dans l'ensilage 

( d ' après Mc Donal d ( 1 98 1 ) p g 62 



I ,_3~ ~e~ grtn~iEa~x~g~o~p~s~d~ ~i~r~o~g~nts~e~ tmEl!q~é~ 

Qa~s_l~e~s!l~g~ 

I. 3 . 1 . Les bactéries lactiques 

Celles-ci constituent le groupe le plus important 

dans l'ensilage. Elles sont anaérobies micro-aérophiles, 

gram+ , non sporulantes et fermentent les sucres en acide 

lactique . Elles sont divisées en deux groupes. Les bactéries 

lactiques homofermentatives qui fermentent les hexoses 

essentiellement en acide lactique et les bactéries lactiques 

hétérofe rmentatives qui fermentent les hexoses en acide 

lactique et en d'autres composés tels l'éthanol et l'acide 

acétique. Une subdivision ultérieure est basée sur la forme 

( coque ou bâtonnet ) , le mode de division ce l lulaire . 

Quatre genres sont associés avec l' ensilage : 

Lactobac illus , St reptococcus, Leuconostoc et Pediococcus . 

Le s principales espèces de chaque genre qui sont impliquées 

dans l'ensilage sont rassemblées dans le tableau I . ( Mc Donald 

(1981 ) pg 62 ) . 

1. 3 . 1.1. Lactobacilli 

Ce genre est constitué d ' homofermentati~ et d' 

hétérofe rmentati~ 1avec une forme cellulaire de type bâtonnet. 

Il fermentent de nombreux hydrates de carbone. Les types 

d'hydrates de carbone et la facilit é avec laquelle ils sont 

métabolisés sont utilisés dans leur classification. L ' acide 

lactique produit peut se présenter sous diff é rente s formes 

i somériques . La principale forme produite est la forme DL( - ) 

(L . curvatus, L. plantarum, L . brevis, L . buchneri, L. fermentum, 

et L. viridescens ) , bien que certaines espèces ne produisent 

qu'un seul des deux isomè re s , soit D (-) ( L. casei ) , soit 

L (+) ( L. coryniîormis subsp coryniformi s ). Les lactobacilles 

ont des exigences nutritives très importante s , variable s en 
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foncti on des espèces. Les composés essentiels incluent le s 

acides aminés, les dérivés d ' acides nucléiques, certains ·pep­

tides, des vitamines, des sels, des acides gras, ... 

Il est important de constater que le s lactobacilles \ 

ne possèdente,d 'activité protéolytique, ~si elle a lieu, 

elle est gén éralement très faible . La température optimale 

de croissance se situe aux environs de 30° C et en ce qui 

concerne leur acidotolérance, elle s ' étend de pH 4 . 0 à 6 . 8 

avec un optimum à pH 6 . 0 . Cer taines souches sont capables 

de croissance à des pH atteignant 3 . 5 . ( Mc Donald (1981) 

p g 63 - 64 ) 

I . 3 . 1. 2 . Streptococci 

On trouve essenti el l ement deux espèces appartenant 

à ce genre dans l'ensilage, S . faecalis, l' espèce la plus 

fréquente dan s les fèces humains et S . faecium dans les 

fèces des a nimaux . Le métabolisme des sucres se fait suivant 

la voie homofermentative avec producti on de l'i somère L (+ ) 

( Vanb e lle et Bertin (1985) pg 48 ) . Ces deu x espèces sont 

auxotrophes pour de nombreux acides aminés ( 7 à 14 ) et d e s 

vitamines du g r oupe B ( 5 à 6 ) . Ell es sont r esponsables 

d'une faible amoniogenèse au sein de l'ensilage. Ces de u x 

espèces croissent à des t empérature s allant de 10 ° Cà 45° C 

( Mc Donald (1981) pg 64 ) . ( Plu s de détails seront donnés 

dans le paragraphe III. 3 . ) 

I. 3 . 1 . 3 . Pediococc i 

Ils sont très proche s des streptocoqu es dans 

beaucoup de domaines et ne peuvent être complètement d iffé renciés 

de ceux- ci que par leur mode de division . Les pédiocoques 

forment des paires et des tétrades a l ors que les streptocoques 

forment des chaînes . ILs nécessitent des apports externes en 

presque tous les acides aminés et pour de nombreuses vitamines 

du groupe B . Les trois espèces couramment rencontrées dans l' 
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ensilage sont homofermentatives, l'acide lactique pro duit est 
- -

soit D (-), soit sous la forme L (+) . 

Les optima de température pour P . acidilactici, P. cerevisiae 

et P . pentosaceus sont respectivement de 40° C, 25° C et 30° C. 

Les pédiocoques sont connus pour croître à des pH très bas 

ainsi, P. cerevisiae croît à des pH aussi bas qu e 3 . 5 avec un 

optimum supp osé vers 5.5 . ( Mc Donald (1981) pg 64 ) 

I. 3 . 1 . 4 . Leuconostocs 

Les trois esp è ces couramment impliquées dans 

l ' ensilage sont hétérofermentatives et produisent l'isomè re 

D (-). 

L. cremoris fermente très peu de sucres d ifférents, 

le gluc ose est sa principale source d ' énergie . Les demandes 

en acides ami n és pour cette esp è ce sont comp l exes . Sa croissance 

es t permise entre 10° C et 30° C avec un optimum compris 

entre 10 et 25° C . 

L . dextranicum est nutritionnellement moins 

exi geant que L . cremoris et ne requiert que quelques acides 

aminés poussa cro i ssance. Ce lle - ci est permise entre 10 et 

3 7 ° C ave c un optimum compris entre 20 et 30° C. 

L . mesenteroïdes fermente un plus g rand nombre d ' 

hyd r ates de carbone que les deux préc édentes esp è ces et n'a 

des ex i gences qu e pour deux acides aminés ( l a valine et le 

g lutamate ) . L'optimum de temp é rature se situe entre 20 et 

30° C. Certaines souches montrent parfois une pré f érence 

marquée pour des conditions aérobies ( Mc Donal d (1981) pg 64- 65) 

6 . 



Fig 1 

Fig 2 

Fructose Glucose 
VATP 

t-,-.ADP 

Glucose-6-phosphate 

/ 
Fructose-6- phosphate 

V ATP 

t-ADP 

2 Glyceraldehyde-3-phosphate 
~NAD+ ---V 4ADP 

~ NADH + H+---1'---. 4ATP 

2 Pyruvate 
2 NADH + H+ ~ 

2NAD+ ...--1 
2 Lactate 

fermentation du glucose et du fructose par les bactéries 

lactiques homofermentatives ( d'après Mc Donald (1981) pg 68 ) 

NADPH + H • NADP • 

Glucose Fructose V • Mannitol 
V ATP VATP 

f'.ADP ~ADP 

Glucose-6-phosphate ---- Fructose-phosphate 

VNADP+ 

I'-NADPH + H+ 
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l 
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/~ ADP ATP 
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Pyruvate 
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Lactate 
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V NADPH + H + 

!'-- NADP+ 
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(2) 3C6 H12 Ü 0 (fructose)+ H20 + 2ADP--+ CH3 CHOHCOOH + 2C6 H 14Ü 6 

+ CH 3COOH-+ C0 2 + 2ATP 

(3) C0 H 120 0 (glucose)+ 2C0 H 12 0 0 (fructose)+ H, O + 2ADP--+ CH _,CHOHCOOH 
+ CH 3 COOH + 2C0 H 140 0 + C02 + 2ATP 

fermentation du glucose et du fructose par les bactéries 

lactiques hétérofermentatives ( d'après Mc Donald (1981) pg 70) 



I. 3. 1. 5. La biochimie des bactéries lactiques 

!,_3~ 1._5. 1._La fermentation_des_hydrates de carbone 

a) La fermentation homolactique des hexoses ( fig 1 ) 

La voie métabolique suivie pour la fermentation du 

glucose ,et du fructose en pyruvate est la g lycolyse de Embden­

rhof-Parnas. Dans les conditions anaérobies, les deux 

es de pyruvate formées à partir d'une de glucose ou 

e fructose sont transformées en deux ô es de lactate. 

b) La fermentation hétérolactique des hexoses ( fig 2 

Le type d 'hexose utilisé, fructose ou glucose , 

conditionne les voies métaboliques secondaires et donc les 

produits formés. Le rapport entre les différents hexoses de 

la matière végétale va dicter les proportions relatives des 

produits de fermentation. 

La voie commune à la fermentation du g lucose et du 

fructo se est celle qui passe par le pentose phosphate vers 1 ~ ~ 
glycéraldéhyde - 3-phosphate et l'acétyl-phosphate ( cfr fig 2 ). 

Le g lyc é raldéhyde est oxydé et ensuite réduit en lactate, 

comme pour la voie homolactique. 

Dans la fermentation du glucose, l'acétyl-phosphate 

joue le rôle d 'accepteur d'hydrogène et est r éduit en é thanol. 
::-) 

Une oie de glucose est asymétriquement rompue en une ~ le 

d' é thanol, une ô e de lactate et une ô )e de co
2

. ( cfr 

réaction (1) fi g 2 ) . 

Si le fructose est ferment é , il peut servir d ' 

accepteur d'hydrogè ne et être réduit en mannitol. Dans ce 

cas, trois es de fructose sont transformées en une ôle 

de lactate, une d'acétate, une m6le d'éthanol, une mô l e 
\.J 

de co 2 et deux~ de mannitol. ( cfr réaction (2) fi g 2 ) 

( Mc Donald (19 8 1 ) pg 70, Woolford (1984) p g 98 ) 
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xr 
Arabinose 

Xylulose Ribulose 

~ATP 

~ADP 

ADP ~lo~-5-phospha,, 

;,=5-pho~ 

Glyceraldehyde-3-phosphate A cet yl-phosphate 

NAD++ 2ADP 

NADH + H++2ATP 

Pyruvate 

NADH + H+~ 

NAD+1 

Lactate 

ADP 

ATP 

Acetate 

Fig 3 fermentation des pentoses par les bactéries lactiques 

hétérofermentatives et homofermentatives 

( d'après Mc Donald (1981) pg 69 

Citr~ate /Ma~~:. 
ç- NADH + H + 

e 

Oxalacetate 

Pyruvate 

---::✓- -::::::::------ / - ----- ,,,,.,,,,.,,. ...... __ ___ ---
. ... - -- ✓ ' -. ----- ---. 

2 Pyruvate Pyruvate 2 Pyruvate Pyruvate 

,c:~L '°"::J,, _zym, A :::t:::a,e f :::: + H+ 

NADH + H+ "i ADP--._j ~(2NADH + H+ 

NAD+.-1 ATP-1 ~2NAD+ 

2,3-Butanediol Acetate Ethanol Lactate Lactate 

S11m: (1) C0 H8 0 7 + H2 0 + ADP ..... 2CH3COOH + HCOOH + C02 + ATP 
(2) 2 C6 H8 0 7 ..... 2 CH 3 COOH + CH 3COCHOHCH 3 + 4 C0 2 

(3) 2C0 H8 0 7 + H2 0 + ADP-+ 3CH 3 COOH + CH 3 CHOHCOOH + 3C02 + ATP 
(4) C6 H8 0 7 + 4 H -+ CH 3COOH + C 2 H50H + HCOOH + C0 2 

(5) C4 H6 0 5 -+ CH 3CHOHCOOH + C0 2 

(6) 2C4 H6 0 5 ..... CH 3 COCHOHCH 3 + 4C0 2 + 4H 
(7) C4 H6 0 5 + H20 + ADP-+ CH 3 COOH + HCOOH + C0 2 + 2 H + ATP 
(8) C.H 0 0 5 + 2 H-+ C2 H50H + HCOOH + C0 2 

fig 4 fermentation du citrate et du malate par les bactéries 

hétérofermentatives et homofermentatives 
( d'après Mc Donald (1981) pg 72 



c ) La fermentation des pentoses ( fig 3 ) 

Cette fermentation est commune aux homofermentatives 

et aux hétérofermentatives. Les pentoses, principalement le 

xylose et l'arabinose peuvent devenir des substrats accessi­

bles au métabolisme bactérien, si ceux-ci sont libérés des 

hémicelluloses végélales par l'action d'enzymes végétales. 

La fermentation d'une ~ô J/e de pentose produit une mô e de 

lactate et une ~e d'acétate. En termes d'acidification, 

cette voie comme la voie hétérofermentative est moins 

efficace que la voie homofermentative ( l'acétate est un 

acide moins fort que le lactate ) . Mais la perte de matière 

sèche sous forme de co 2 dans la fermentation des pentoses 

est évitée ( Mc Donald (1981) pg 69, Woolford (1 984) pg 102 ) . 

Les acides organiques quantitativement les plus 

i mportants dans les fourrages ensilés sont le malate et le 

citrate. Ces deux acides sont connus pour être rapidement 

métabolisés dans l'ensilage ( Mc Donald (1981) pg 71 ) . 

Cette fermentation ne semble être due qu'aux bactéries 

lactiques ( Woolford (1985) pg 106 ) . Les deux acides sont 

transformés en des produits incluant le lactate, le formate, 

l'éthanol, le 2- 3 butanediol et l'acétoïne ( cfr fig 4 ). 

Les rapports quantitatifs entre ces différents 

composés semble dépendre du pH rè gnant au moment de leur 

production. Ainsi, il a été démontré pour les homofermentatives 

qu'à pH faible, le lactate était le produit prédominant. 

Lorsque le pH augmente, une plus g rande proportion de formate 

et d'acétate étai t formée, et à pH 7, le lactate n'est plus 

du tout formé ( Woolford (1984) pg 106 ) . 

I. 3 . 1. 5 . 

Les bactéries lactiques ne sont généralement pas 

prot é olyt iques. Elles sont toutes auxotrophes pour certains 

8 . 



,,_::r"' 2 Serine 

~ ~ H , 

Citrulline 2 Pyru va te 

i
AD P 

NH , 

( O ; ATP 

Ornithine Acetoi n 

Fi g 5 fermentation de l'arg inine et de la sérine par les 

bact é ries lactiques ( d 'après Mc Donal d (1981) pg 73 



acides aminés avec de$ variations spécifiques importantes. 

Leur fermentation des acides aminés ( décarboxylation et 

désamination) semble restreinte. Deux acides aminés seraient 

principalement dégradés, l'arginine et la sérine, mais non 

de manière systématique par toutes les bactéries lactiques. 

( fig 5) ( Mc Donald (1981) pg 71-72 ). 

Deux autres acides aminés sont faiblement attaqués, 

la L-lysine et la L-ornithine, qui sont décarboxylés respec­

tivement en cadavérine et en putrescine. La tyrosine est 

également décarboxylée en tyramine par presque toutes les 

souches de S . faecalis ( Mc Donald (1981) pg 73 ) . 

Ces activités de décarboxylation et désamination 

restent comparativement très faibles par rapport à celles 

qui sont détaillées dans le groupe des clostridies ( Woolford 

(1984) pg 107 ). 

I. 3 . 2. Clostridia 

Sur approximativement soixante espèces qu'inclut 

le genre Clostridium, sept seulement jouent un rôle important 

dans l'ensilage. Elles peuvent être définies comme suit : 

gram+ , sporulantes, de forme bâtonnet, anaérobies strictes 

et fermentant les sucres, les acides organiques ou les 

protéines. Leur classification a souvent é t é basée sur l' 

emplacement de l'endospore et sur leur capacité à liquéfier 

la gélat ine. En ce qui concerne les espèces rencontrées 

dans l'ensilage, deux groupes physiolog iques peuvent être 

discernés sur la base du substrat principalement fermenté. 

Les clostridies saccharolytiques ( C. butyricum, C. para­

putrifi c um, C . tyrobutyricum) fermentent les sucres et le s 

acide s organiques ( l'acide lactique y compris, de ce fait 

souvent réfé(o/ lactate fermentatives ) et possèdent des 

activités protéolyt iques limitées . 
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Les clostridies protéolytiques ou putréfiantes 

( C. bifermentans, C. sporogenes ) fermentent les protéines 

et les acides aminés, et possèdent des propriétés saccharo­

lytiques faibles. 

Il existe des exceptions, par exemple C. perfringens 

qui possède à la fois des capacités protéolytiques et saccha­

rolytiques élevées ( Woolford (1984) pg 27-28 , Mc Donald 

(1981) pg 77 ). 

I. 3 . 2. 1. Les causes de développement des Clostridia 

dans l'ensilage 

Le principal habitat des bactéries est le sol. Leur 

nombre sur les plantes vertes étant généralement faible, leur 

présence dans l'ens ilage est probablement dûe à des contami­

nations du sol ( Woolford (1984) pg 38 ) . Le développement 

des clostridies est la principale cause d'un ensilage de 

mauvaise qualité. L'utilisation des sucres et des acides 

organiques comme le lactate est responsable d'une augmentation 

du pH. Cette augmentation du pH détruit l'effet préservatif 

qu'avait le faible pH sur l'ensilage . Le catabolisme des 

acides aminés a pour effet une diminution de la valeur 

nutritive du produit fermenté. 

Bien que leur capacité de développement dans le s 

premiers stades de l'ensilage soit équivalente à celle des 

bactéries lactique s pour autant que les conditions anaérobies 

soient bien établies, un certain nombre de facteurs sont 

responsables d 'une suppression de leur croissance. 

Les clostridies ne peuvent tolérer des conditions acides 

( pH inférieur à 4 . 2 ) ; le pH optimal de croissance est 

compris entre 7 et 7.4. Si une quantité suffisante d'acide 

lactique est produite rapidement, la diminution de pH atteindra 

1 0 . 



très vite le niveau critique _de croissance. Le pH critique 

de croissance est fonction de l'activité de l'eau. L'activité 

de l'eau a été diminuée par l'apport de NaC l ; des tests ont 

démontré que pour des concentrations en NaCl de 35 g/Kg de 

matière végétale, le pH 5 . 6 était le niveau critique de 

croissance ( Mc Donald (1981) pg 78 ) . 

Il y a une relation étroite entre la pression 

osmotique et le niveau critique de pH ( Vanbelle et Bertin 

(1 985) pg 19 ) . 

Un autre facteur important est la quantité d'eau 

proportionnellement à la quantité de matière sèche. Les 

clostridies se développent plus facilement dans des conditions 

hydriques élevées. Pour des niveaux supérieurs à 300 g de 

matière sèche par Kg de matière végétale, leur prolifération 

est habituellement restreinte. Le: préfanage et l 'ensîl§.ge par 

temps sec sont deux moyens simples pour augmenter le pourcen­

tage de matière sèche ( Mc Donald (1981) pg 78 , Vanbelle et 

Bertin (1985) pg 6 ) . 

Le pouvoir tampon de la matière végétale est 

également important. Plus celui-ci est élevé , plus la quantité 

d'acide lactique à produire pour atteindre le pH d'inhibition 

des clostrid i es est importante. c'est le cas des légumineuses 

où le pouvoir tampon est é levé . De plus, les s ucre s hydro­

solubles sont en concentrations faibles. Sans traitement, 

elles seront préférentiellement colonisées par les clostridies 

(Mc Donald (1981) pg 80 , Vanbelle et Bertin (1985) pg 4-5 ). 

Enfin, la tempétature règnant dans le silo peut 

avoir une influence marquée sur la croissance des clostridies . 

Bien que leur optimum de température se situe vers 37° C, 

leur croissance est favorisée par des températures élevées . 

La température a une influence directe, mais également une 

influence indirecte sur la croissance. L'élévation de tempé­

rature étant la conséquence d'une oxydation excessive des 

sucres, il en résulte une diminution des sucres fermentesci­

bles et donc une diminution de la vitesse d ' établissement de 

la flore lactique ( Mc Donald (1981) pg 80 , Vanbelle et 

Bertin (1985) pg 20 ). 

11. 



Fi g 6 

fermentation du 

glucose et du 

lactate par les 

clostridies 

( d'après Mc Donald 

(1981 ) pg 81 ) 

Fi g 7 

catabolisr.ie des 

acides aminés et 

des amides par le s 

clostridie s protéo­

lytique s ( d 'après 

Mc Donald (1981) 

pg 83 ) 

Glucose .;::'."' 
/'-2NADH+ W 

2 Pyruvate 

'",f ,co, 

2 Acetyl coenzyme A rNADH + 1➔ • 

t--NAD 

''T"''."''"'' ="'Y''" A 

Crotonyl coenzyme A v-NADH + t➔ • 

t---NAD 
Butr~~~nzyme A 

t---ATP 
Butyrate 

Sum : (1) C,H,,00 + 3ADP -C 3H 1COOH + 2C0 2 + 2H 2 + JATP 
(2) 2CH 3CHOHCOOH + ADP-C3 H 7 COOH + 2C0 2 + 2H 2 + ATP 

• 1. Deamination 
Arginine-+citrulline + NH 3 

L.ornithine + NH3 + C0 2 

As partie acid-+ furnaric acid + NH 3 

L__..+ acetic acid + pyruvic acid 
Glutamic acid-+ mesaconic acid + NH 3 

4 acetic acid + pyruvic acid 
Histidine-+urocanic acid + NH 3 

~----+formiminoglutamic acid-+ formamide + glutamic acid 
Lysine-+acetic acid + butyric acid + 2NH 3 

Methionine-+ 7-ketobutyric acid + methylmercaptan + N H 3 

Phenylalanine-+ phenyl propionic acid + NH 3 

Serine-+ pyruvic acid + NH 3 
Threonine-+(X-ketobutyric acid + NH 3 
Tryptophan-+indolepropionic acid + NH 3 
Tyrosine-+ p-hydroxyphenyl propionic acid + NH 3 

Asparagine-+ aspartic acid + NH 3 

Glutamine-+glutamic acid + NH 3 

2. Decarboxylation 
Arginine-+ ornithine-+ putrescine + C0 2 

Aspartic acid -+ alanine + C0 2 

Glutamic acid-+ ï -aminobutyric acid + C0 2 

Histidine-+ histamine+ C0 2 

Lysine-+cadaverine + C0 2 

Phenylalanine -+ fi -phenyleth ylamine + C0 2 

Serine-+ ethanolamine + C0 2 

Tryptophan -+ tryptamine + C0 2 
Tyrosine-- tyramine + C0 2 

3. Oxidation, Reduction ( Stick land)* 
/al Oxidation 

Alanine + 2H 20 - ~ acetic acid + H.1 + C0 2 

Leuci ne + 2H 20 - -1~isovaleric acid + NH 3 + C0 2 

lsoleucine + 2H 20 - -1tt 1-methyl butyric acid + N H , + C0 2 

Valine+ 2H 20 - -11_t_,j obuty ric acid + NH.1 + C0 2 

( b) Red ucti on 
Glycine- 211 acetic acid + NH 3 

Proline · 2(!. ,ï-amino \'alcnc ac1tl 
Ornith1 nc · , 1_1_,,,_am1nn-1:1km: aci d + !'.'H , 



--. 

Tous ces facteurs peuvent être contrôlés partiellement ou 
. . 

totalement par des améliorations techniques dans la réalisation 

du processus et par 1 ~ou d'additifs ( détaillé dans le 

paragraphe I. 5. ) . 

I. 3 . 2 . 2. La biochimie des clostridies 

I. 3 . 2. 2. 1. La fermentation des s ucres et de l'acide 

lactique ( fig 6 ) 

Les sucres ( surtout les hexoses ) et l'acide 

lactique sont fermentés par une voie métabolique commune, 

avec comme i ntermédiaire le pyruvate et le crotonyl coenzyme A. 

Les produits de fermentation sont l'acide butyrique, le co 2 
et l'hydrogène ( Mc Donald (1981) p g 80 ) . 

Si une fermentation lactique incomplète est suivie par une 

fermentation de ce type, il en résultera une augmentation du 

pH. Le butyrate produit à partir des sucres et de l'acide 

lactique est un acide plus faible que le lactate. De plus, 

deux môles de lactate sont nécessaires à la production d'une 

/ ôle e butyrate ( Mc Donald (1981) pg 81 , Vanbelle et 

Bertin (1985) pg 19 ) . 

I . 3 . 2 . 2 . 2 . La fermentation des composés azotés ( fig 7 ) 

Trois types de réactions principales sont rencontrées 

dans la fermentation des 

1 ) La désamination, où l'amon libéré et laisse 

un résidu acide organique ( fig 7 (1)). 

2 ) La décarboxylation menant à la formation d'amines 

( fi g 7 ( 2) ) . 

3) La réaction d 'oxydo - réduction du type Stickland impli­

que deux acides aminés diffé rents où pendant que le premier 

est oxydé, le second est réduit ( fig 7 ( 3 )). 
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Fig 8 

Alanine 
H, O·x 

~AD• 

'IH, 'IAIJH • H• 

Pyruvate 

F NAD• 

NADH • H• 

:~tyl coen zyme A 

(ll\:nt~m~A ~ 
Acetyl phosphate 

ADP ~ 

ATP~ 
Acetate 

Glycine 

:t NH, 

Acetate 

) Glycine l NH, 

Acetate 

Sum : CH 3C HNH ,COOH + ~CH 2NH 2COOH + H,O + ADP- 3CH.1COOH + 3 NH.1 

+ C0 2 + ATP 

exemple d'une réaction d'oxydo-réduction couplée 

( Stickland réalisée par les clostridies 

( d'après Mc Donald (1981) pg 82 



Dans cette dernière réaction, l'acide aminé oxydé 

est transformé en acide gras avec un carbone de moins, tandis 

que l'acide aminé réduit forme un acide gras avec le même 

nombre de carbones. Le deux acides aminés ( sauf la praline 

libèren t Un exemple type ( figure 8 ) est 

celui de glycine où les produits de fermen­

tation sont l'acétate, et le co
2 

( Mc Donald 

( 1981) pg 81 ) . 

Presque tous les acides aminés sont catabolisés 

avec des variations spécifiques. Il est à remarquer que de 

nomb reuses amines produites ( par exemple l'histamine ) sont 

des composés potentiellement toxiques pour le bétail ( Mc Donald 

(1981) pg 87 ) . 

De nombreuses espèces de clostridies sont également 

connues pour réduire les nitrates et les nitrites en amon·aque 

( Woolford (1984) pg 111 ). On a également démontré que 

certaines espèces pouvaient dégrader les purines et les 
,:::.-

pyrimidines en libérant du co
2 

et de l'amoni que ( Mc Donald 

(198 1) pg 88 ) . 

Toutes ces réactions ont pour conséquence une perte 

en valeur nutritive de l'ensilage. Après l'augmentation de pH, 

l'amoniogenèse élevée est un bon indicateur d'une prolifération 

de clostridies. 

I. 3 . 3 . Baci lli 

Les bacilles diffèrent des clostridies par leur 

cap acité à croître dans des conditions aérobies. Les différentes 

espèces se différencient par la position de l'endospore, les 

produits de la fermentation du glucose, leur capacité à 

hydrolyser l'amidon, leur aptitude à croître dans des conditions 

anaérobies, .... Les bacilles ne jouent pas un rôle essentiel 
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dans l'ensilage ( Woolford (1984) pg 30-31 ). 

Certaines espèces anaérobies facultatives sont quand même 

rencontrées dans l'ensilage. Parmi celles-ci : B. licheni­

formis, B. polymyxa, B. coagulans ( Mc Donald (1981) pg 100 ). 

Leur croissance doit être également découragée durant l' 

ensilage. Peu d'entre elles fermentent le glucose par la voie 

homolactique, elles sont donc moins efficientes que les 

bactéries lactiques pour la production de lactate. Elles sont 

aussi responsables d'une putréfaction de la matière végétale 

( Vanbelle et Bertin (1985) pg 19 ). 

I. 3 . 4. Les bactéries coliformes 

riaceae 

Elles appartiennent à la famille des enterobacte­

elles sont toutes gram-, en forme de bâtonnets et 

non sporulantes, aérobies à anaérobies facultatives, catalase +, 

réduisent les nitrates et fermentent les hydrates de carbone 

et l'éthano l en acide. Parmi les espè ces rencontrées dans 

l'ensilage, on peut citer : Klebsiella sp, E. coli et Bacterium 

herbicola ( Mc Donald (19 8 1 ) pg 91 ) . 

Leur pH optimal est de 7 ; ces bactéries ne seront 

actives que pendant les premiers stades de la fermentation et 

leur développement ult é rieur va dépendre de la rapidité 

avec laquelle les bactéries lactiques vont se développer 

( Mc Donald (1 98 1 ) pg 91-92 ) . 

Les produits de fermentation des sucres par les 

enterobacteriaceae comprennent l'ac é tate, le lactate, l' étha­

nol et le 2-3 butanediol.Elles sont également aptes à la 

décarboxylation et la dés amination des acides aminés. Pour 

ces deux caracté ristiques métaboliques, leur prolifération 

n'est p as souhaitée ( Mc Donald (19 82)) . 
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I. 3 . 5 . Les levures 

Les levures présentes dans l'ensilage ont été 

classées par Beck en deux groupes principaux. 

1) Les" sediment yeasts" ( les levures comprises dans 

la masse ). Elles fermentent les s ucres sans décomposer l'acide 

lactique et ne semblent appartenir qu'au genre Torulopsis. 

2) Les " pellicle yeasts" ( les levures de surface ) 

Celles-ci possèdent une faible activité fermentative sur les 

sucres mais décomposent l'acide lactique. Les genres répondant 

à ces caractéristiques sont 

parfois Saccharomyces 

(1984) pg 32 ) . 

enula, Pichia, Candida et 

, Woolford 

Le groupe des levures est minoritaire dans l'ensil age mais 

dans certains cas, son importance n'e st pas négligeable. C 'est 

le cas fréquemment dans l'ensilage du mais ( jusqu'à des pH 

de 3.5 ), dans les ensilages d'herbe traités à l'aci de 

formique et dans les ensilages où l a phase aérobie est prolon­

gée ( Mc Donald (1981) pg 95 ) . 

Les levures jouent un rôle majeur dans la déterio­

ration aérobie de l'ensilage, lors s prélèvements quotidiens 

pour alimenter le bétail. Cette d:tè ioration sera d'autant 

plus rapide que que la 

( Mc Donald (1982)). 

l'ensilage sera faible 

Leur prolifération n'est pas souhaitée, les sucres 

fermentés ne sont pas transformés en lactate mais principale­

ment en éthanol dont le pouvoir préservatif est à peu près 

nul dans l'ensilage ( Mc Donald (1981) p g 95 ) . 
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I. 4 . L'évolution de la biocénose microbienne 

Après une v u e d ' ensembl e s u r l es pr i ncipaux grou pes 

de microorgan ismes intervenant positivement ou négativement 

au sein de l ' ensilage, il est intéressant de voir comment 

s ' orchestre l eur évo l u t ion . 

I . 4 . 1 . La microflore épiphytique des fourrages 

Ell le est composée de nombreuses espèces de bactéries 

et de champignons . Leur importance nu mérique re l ative varie 

avec la variété végétale, les organes de la plante, la saison, 

la pluviométrie et le pâturage . Les espèces bactérienn es ont 

en commun dans leur grande majorité un métabolisme aérobie 

( Flavobacterium, Bacillus, Ps eudomon as, . . . ) ou anaérobie 

facultatif ( Klebsiella , E. coli, Enterobacter , .. . ) et une 

sensibilité aux pH faibles. La microflore de la plante est 

sans rapport avec celle du so l si ce n'est pour les spores 

de clostridies dont l'ori g ine tellurique est certaine . 

En ce qui concerne le s bactéries lactique s , leur 

popu l ation est très r é duite voire même inexistante. 

La microf l o re é piphytique dont on pourrait croire 

qu'elle sert de" lev a in " aux fermentations de l'ensilage 

est totalement d iffé rente de celle rencontrée dans celui-ci 

elle e st caractérisé e par une h é t é rogé néit é importante, un 

métabolisme surtout aé r ob i e , une sensibilit é aux pH acides 

et une rareté des bact é ries l act iques . 

I. 4 . 2 . L ' influence des traitements précé dant l a mi se en s il o 

Les opérations précédant la mi se en s il o ( coupe, 

préfanage , hachage , transport ) jouent un rôle dan s la 

multiplication de la microfl o re é piphytique indi gè ne . 
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La coupe met à nu des lé sions dans la matière 

végétale où les jus interne s sont libérési Ces lésions sont 

le siège d'une multiplication intense de bactéries lactiques 

( par exemple les streptocoques ) ( Woolford (1984) pg 40 ). 

Il est hautement probable que la machinerie qui sert à la 

préparation de la matière végétale joue le rôle complémentaire 

d 'inoculateur de bact é ries lactiques. Ces contaminations sont 

très aléatoires et varient selon l'espèce végétale ensilée, 

le séchage plus ou moins long qu'elle a subi, 1" essuyage" 

des remorques, les types de silos utilisés ... 

( Woolford (19 84) p g 40-42 ) , Vanbelle et Gouet (1985) pg 35 ). 

I. 4. 3 . Les différentes phases du processus d'ensilage 

I. 4. 3 . 1. La premi è re phase la respiration 

Dans le premier temps de l'ensilage, l'oxygène 

atmosphérique est emprisonné dans le silo étanche. Ce t 

oxygène, aussi longtemps qu'il se r a disponible, permettra 

à la mat i è re végétale de respirer. Cette respiration est 

responsable d'une métabolisation des hydrates de carbone, 

d'un acc roisse ment du taux d 'humidité et d 'une augmentation 

de la temp é rature. La respiration doit donc être limitée 

en assurant un étab li ssement rapi de de conditions anaérobies. 

La respiration est n éfaste, car elle est en partie responsable 

d'une perte de valeu r nutritive et é tablit des conditi ons 

favorables au développement des clostridies ( Vanbelle et 

Bertin (1985) pg 16-17 ) . 

Les enzymes vég~ , c'est à di re hémicellulases, 

cellulases, pectinases, t ouJour s le s conditions 

physico-chimiques présente s dans l es premiers stades , hydro ­

lysent l es constituants de la paroi et permettent une libéra­

tion des s u cres fermentescibles par les bact é ries ( Mc Don a l d 

(1982 )) . 
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Fig 1 

Log N/G 
Lactobac illes 

\ 
• ~Streptocoques ,, 
•,~ A érobies -Coli/o rmes ' ,---1 __ ' '- _.J.::_~lostridium 

2 8 Jours 

évolution cinétique des principaux g roupes bactériens 

dans les ensilages ( d ' aprè s Vanbelle et Gouet (198 5) 

p g 47 ) 



Le~ sucres libéré~ par action enzymatique et par 

plasmolyse des cellules, les s u cres en solution dans le jus 

des vaisseau x conducteurs, la température moyenne de 30° C, 

l'humidité importante, l'aérobiose encore suffisante et le 

pH peu acide sont l'ensemble des conditions favorables à une 

multiplication des bactéries autochtones . 

I. 4. 3. 2. La seconde phase la phase d'acidification 

La majorité des microorganismes présents sur les 

récoltes à l'état frais sont aérobies ou anaérobies facultatives 

( moins nombreuses ). Dans un ensilage conventionnel, l es 

conditions aérobies règnent pendan t l es huit à dix premières 

heures ; elles vont entraîner une évolution rapide de l a 

microflore épiphytique ( Vanbelle et Gouet (1985) pg 35 ). 

Entre 18 et 48 heures, sous les effets cumulés de l'apparition 

de l'anaérobiose et de l'établissement du pH acide, les 

aérobies stricts disparaissent. Le groupe des coliformes 

(anaérobies facultatifs ) se maintient plus longtemps, jusqu' 

au septième jour, pour ensuite diminuer en nombre ( Woolford 

(19 84 ) pg 4 3 ). Il est responsable d'une première acidification 

par fermentation des sucres en acide formique, acide acétique, 

acide lactique et butyrique ( Vanbelle et Bertin (1985) pg 17 ). 

Les conditions d'anaérobiose ont permis une 

prolifération des bactéries lactiques. Une sélection micro­

bienne s'opère où une microflore gram - est remplacée par 

une microflore gram+ . Les coliformes sont progressivement 

remplacés par les coques ( Streptococci, Leuconostocs, Pedio­

cocci ) dans un premier temps, suivis des lactobacilles à 

croissance plus lente. La diminution de pH causée par le d é ­

veloppement de ces derniers est fatal aux coliformes ( Woolford 

(19 84 ) pg 43 ). (fig 1) 

L'établissement de la microflore lactique à ce stade 

va déterminer l'échec ou la réussite de l'ensilage. Cet 
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établissement va être _déterminé par le nombre de bactéries 

lactiques présentes sur le fourrage frais ( s'il est inférieur 

à 100 par gramme de matière sèche, l'ensilage sera un échec à 

coup sûr), les quantités de sucres fermentescibles 

directement accessibles et les conditions anaérobies 

maintenues de manière constante dans la masse ensilée ( Vanbeile 

et Bertin (1985) pg 18 ). 

Les changements qualitatifs dans la microflore des 

bactéries lactiques sont attribués à leur pouvoir de survie 

et non pas au fait qu'un groupe croît plus vite qu'un autre. 

Le pouvoir de survie est lié à l'acidotolérance des bactéries 

et à leur potentiel acidifiant ( fig 2 ). 

Les groupes de bactéries qui disparaissent après 

les coliformes sont les streptocoques et les leuconostocs, 

et ceci lorsque le pH approche de 5. Les groupes les plus 

acidotolérants ( Lactobacilli et surtout les Pediococci ) 

dominent la population microbienne aux pH les plus bas. Parmi 

les Lactobacilli, ce sont les hétérofermentatifs _que l'on 

rencontre aux pH faibles. Ils sont plus acidorésistants et 

plus acétotolérants que les homofermentatifs ( Woolford 

(1984) pg 43 ). 

Après quelques semaines, il est impossible de dis­

tinguer entre multiplication et survie à l'intérieur de la 

microflore. Le pH est le meilleur indicateur de la bonne 

évolution du processus. L'ensilage évolue vers une phase de 

stabilisation où l'acide lactique joue le rôle de conservateur. 

Le pH de stabilisation se situe entre 3.5 et 4.2. Cette forte 

acidité exerce une stérilisation en masse, la croissance de 

toutes les bactéries est paralysée, les enzymes sont bloquées 

et finalement la croissance des bactéries lactiques elle-

même est inhibée. Dans cet état, sa , conservation est 

indéfinie tant que les conditions anaérobies sont maintenues 

( Vanbelle et Bertin (1985) pg 18 ). 
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I. 4. 3. 3 . La phase de fermentation des bactéries nuisibles 

La seconde phase d'acidification par les bactéries 

lactiques prend toujours place. La phase de fermentation par 

les bactéries nuisibles peut prendre ou ne pas prendre place 

( Woolford (1984) pg 42 ). Si elle s'établit, elle le fait 

généralement tardivement ( après quelques semaines ), bien 

que dans les ensilages particulièrement négligés, les Bacilli 

et les Clos tridia peuvent se multiplier pendant les premiers 

jours ( Woolford (1985) pg 45 ). Les causes de cette prolifé­

ration sont liées à une mauvaise multiplication des bactéries 

lactiques. La fermentation lactique démarre trop lentement 

et le pH de stabilisation n'est pas atteint. 

Les clostridies saccharolytiques, plus acidorésis­

tantes, sont les premières à proliférer. Cette prolifération 

a pour conséquence une augmentation du pH et permettra le 

développement des clostridies protéolytiques. A un pH un peu 

plus élevé, les Bacilli se développent à leur tour. Ces deux 

derniers groupes sont responsables d'une putréfaction del' 

ensilage avec des pertes en valeur nutritive qui s'étendent 

de 30 à 50 % ( Vanbelle et Bertin (1985) pg 19 ) . 

Il est à remarquer que la présence d'acide butyrique , par 

son odeur rance et nauséabonde, rend l'ensilage moins bien 

appété par le bétail . 
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I. 5. Les additifs_ d '-ensilage ~t _1~ ~o~l _!ô_!e de _!a_ f~r!!!e~t.§:t!on 

I. · 5 . 1. Considérations générales 

Depuis le début de ce siècle, un ensemble de moyens 

est utilisé pour tenter d'améliorer la conservation de l'en­

silage. L'utilisation des additifs ne doit être réalisée que 

pour les fourrages difficiles à ensiler et n'est toutefois 

prescrite que pour des ensilages techniquement bien réalisés. 

Les principales caractéristiques d'un ensilage bien 

réalisé sont les suivantes : des conditions anaérobies bien 

maintenues et rapidement obtenues, préfaner s i nécessaire 

afin d'augmenter le pourcentage de matière sèche ; hacher ou 

lacérer pour augmenter la libération des s ucre s et faciliter 

la compaction, travailler prop rement en évitant les souillures 

par la terre ... Malgré toutes ces conditions, des fourrages 

restent difficiles à ensiler pour des causes li ées à la matière 

végétale elle-même. Les végétaux possèdent souvent des pour­

centages en matière sèche favorables au développement des 

clostridies, des conc.ft{ltrations en hydrates de carbone insuf­

fisantes, une flore è ·phytique souvent trop peu représentée 

par les bactéries lactiques ... Ainsi les légumineuses et les --graminées, deux groupes de fourrages très impor.tants,s'ensilent 

avec beaucoup de problèmes. 

Il existe sur le marché une quantité impressionnante 

d ' additifs dont la composition est très variable et souvent 

gardée secrète par le fabricant. Leur efficacité n'a pas 

toujours été démontrée, mais un certain nombre ont fait leurs 

preuves. On peut les classer en deux grandes catégories : les 

conservateurs chimiques et les consevateurs biologiques. On 

entend par conservateurs chimiques, des conservateurs artifi­

ciels dans le sens qu'ils ne sont normalement pas présents 

dans l'ensilage naturel. A l'opposé, les conservateurs biolo­

g iques sont constitués de composés intervenant directement 

dans le processus naturel, mais considérés comme étant insuf-
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fisants d'un point de_ vue qualitatif ou quantitatif. 

Parmi ces deux grands groupes ne seront cités que ceux utili­

sés dans des conditions pratiques. Ces additifs ne sont inté­

ressants que si les doses qui doivent être utilisées pour 

être efficaces ne sont pas hors de prix. Sachant qu'a peu 

près 20 % de la valeur nutritive est gagnée entre un ensilage · 

de bonne qualité ( 10 % de pertes ) et de mauvaise qualité 

( 30 % de pertes ) et que le prix d'une tonne de fourrage 

vert possède une valeur approximative de 750 fB ( 1978 ), 

le prix du conservateur ne pourra excéder 150 fB par tonne 

de fourrage ; et dans ce cas, on ne fait pas de bénéfices, 

on récupère simplement les frais ( Vanbelle et Bertin (1985) 

pg 36 ). Malheureusement, rares sont les conservateurs dont 

le prix ne dépasse pas 100 fB par tonne. 

22. 

Mis à part le gain en valeur nutritive, un ensilage 

de bonne qualit é a d'autres avantages. Il est mieux appété 

par le bétail, les risques d'intoxication et de développement 

de bactéries toxiques ( Listeria) sont moindres, les problèmes liés1 

au passage des spofes de Cto~tridia . dans · lé ~latt sd~t dimiRués . 

Il est important de savoir qu'un lait contaminé par des spores 

de clostridies est inapte à la fabrication de fromage. Ces 

spores germent lors de l'affinage et peuvent entraîner des 

pertes énormes. Ce problème d 'une importance économique non 

négligeable a grandement limité l'utilisation de l'ensilage 

comme aliment de base dans la nutrition du bétail dont le 

lait est utili sé dans l'industrie fromagère ( Vanbelle et 

Bertin (1985) pg 62 ). 

I. 5 . 2 . Les conservateurs chimiques 

I. 5 . 2 . 1. Les ac ides 

a) Les acides_inorganiques ( procédé AIV) 

Le procédé AIV a é té developpé en 1920. Il a été 

couramment employé en Scandinavie . Ce système consiste en une 



dose très forte d'un mélange de H2so4 et d'HCl ( 12 N dilué 5x 

appliquée à r~ison de - 5 à 8 % de la masse du fourrage. Ce pro­

cédé entraîne une diminution radicale du pH vers 3 .5 et inhibe 

toutes les enzymes végétales, la respiration et presque toute 

fermentation. Mais ce procédé s'avéra trop radical et entraîna 

des problèmes physiologiques chez le bétail. Parmi ces problèmes, 

on peut citer les acidoses, les déséquilibres minéraux où les 

ions sulfate et chlorure sont laissés en quantité importante 

dans l'organisme. De plus, les ensilages traités s'avérèrent 

plus difficiles à manipuler et entraînèrent une corrosion 

poussée de certains silos ( Vanbelle et Bertin (1985) p g 41 

Woolford (1984) pg 220-223 , Mc Donald (1981) pg 137-138 ). 

b) Les acides_organiques 

Les acides inorganiques ont perdu leur popularité 

et ont été prog ressivement remplacés par des acides organiques, 

dont le plus intéressant est l'acide formique. Les acides 

organiques ont l'avantage d'être métabolisés et de ne laisser 

aucun résidu minéral dans l'organisme. Aux doses prescrites, 

la fermentation lactique n'est pas inhibée. L'effet de l'acide 

formique sur la fermentation est dû,enpartie à son effet 

acide mais également à ses propriétés antimicrobiennes sélec­

tive s . Il favorise la fermentation lactique et concourt de ce 

fait à l'abaissement du pH. Mis à part son prix é levé par 

rapport au système AIV, il reste le principal concurrent des 

conservateurs biologiques. Il est à remarquer que son coût 

peut être d i minué par l'addition d'acides inorganiques. S 'il s 

ne dépassent pas 20 à 30 % du volume final, ils n'ont pas les 

désavantages rencontrés dans le système AIV ( Woolford (1984) 

pg 222 -225 , Mc Donald (1981) pg 138-14 2 ). 

L'aci de propionique est également utilis é mais est 

loin de concurrencer l'acide formique. Son prix bien supérieur 

et son acidité inférieure limitent son utilisation. Mais il 

poss è de un pouvoir fongicide r éel . Il est souvent utilisé pour 

év i ter le développement des champignons en surface lorsque les 

conditions aé robie s sont restaurées l ors du dés ilage ( Woolford 

(1 984) pg 229 , Vanbelle et Bertin (1 985) pg 43 ). 
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I. 5. 2. 2. Les produits bactériostatiques 

Ils ont pour but de stopper toute fermentation ou 

alors de stopper sélectivement les fermentations néfastes. 

De nombreux bactériostatiques ont été testés : antibiotiques, 

métabisulfite de soude, NaCl, ... Ils se sont révélés ineffi­

caces car pour les doses où ceux-ci jouent leur rôle, leur 

prix est exorbitant ou leur inocuité sur le bétail est mise 

en doute ( Vanbelle et Bertin (1985) pg 37 ). 

La formaldéhyde fait exception. Elle -lisée sous forme de formol ( 40 % formaldéhyde st très 

efficace dans l'ensilage à des doses de 6 à 7 1/T. Son 

inhibition sur la fermentation ne peut être atteinte qu'à des 

concentrations très élévées. La formaldéhyde étant un composé --très volati , e son évaporation sera importante tant que les 

cond itions anaérobies ne seront pas atteintes. Et même en 

pratique ces conditions ne sont pas absolues ; si sa concen­

tration ,estinsuffisante, l'ensilag e sera soumis à une insta­

bilité aérobie lors de son ouverture. De plus, à haute concen­

tration~ entraîne un tannage des prot é ines et diminue 

ainsi leur di gestibilité dans l'intestin. Son utilisation 

courante doit être réalisé e à do s e r é duite, et pour être 

efficace, ê; est souvent a ssoci é ave c des acides ( Vanbelle 

et Bertin (1985 ) p g 3 7 , Woolford (19 84) p g 23 7-3 40 ) . 

I. 5 . 3 . Les conservateurs biolog iques 

Ces conservateurs sont gén é ralement constitués de 

bacté r ie s lactiques, avec ou sans enzy me s , accompagn é es d 'un 

support énergétique. Bien que chacun de ces constituants puisse 

servi r d'additif à part enti è re, leur efficacité n'e s t r é elle­

ment démontrée que si leur utili s ation est conjointe. Chaque 

constituant joue un rôle compl é mentaire par rapport aux autre s 

( Vanbe lle et Bertin (1 985) p g 45 , Mc Donal d (1 98 1 ) p g 131 ) . 
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Ce type de conservateur constitue une alternative intéressante 

à l'acidification artificielle. Son avantage est qu'il 

stimule la fermentation en jouant sur les caractéristiques 

naturelles de la fermentation. Au plus la fermentation 

lactique sera importante, plus vite le pH de stabilité sera 

atteint, de même que les conditions d'inhibition envers les 

microorganismes néfastes. 

I. 5. 3 . 1. Les bactéries lactiques 

L'utilisation des bactéries lactiques en tant que 

stimulant de la fermentation a déjà été envisagée au début 

du siècle par des chercheurs français. Whittenbury ( 1961 

fut le premier à définir les critères de sélection d'une 

bactérie idéale en vue de son utilisation dans l'ensilage. 

Cette bactérie doit posséder une croissance vigoureuse et 

être compé t itive vis-à-vis des autres organismes, fermenter 

le glucose, le fructose, le saccharose, les fructosanes et 

de préférence les pentoses, utiliser la voie homofermentative 

en produisant un maximum d 'aci de lactique afin d'atteindre le 

plus rapidement possible un pH aussi bas que 4, impliquant 

ainsi une acidotolérance élevée . La bactérie ne doit pas 

avoir d'activité sur les acides organiques e t les protéines, 

ne doit pas produire de dextrane à partir du mannitol ou du 

saccharose. Enfin, elle doit être capable de croître dans des 

ensilages à pourcentage élevé en matière sèche. 

Lactobacillus plantarum correspond le mieux à ces critères, 

mais il a l'inconvénient de n'être actif dans la production 

d'acide lactique qu'à des pH inférieurs à 5 . L'inoculum à 

priori idéal serait celui qui incluerait une autre espèce de 

bactérie active entre pH 5 et 6.5 . S. faecalis remplit ce 

rôle et a l'avantage de croître rapidement en conditions 

aérobies ( Vanbelle et Bertin (1985) pg 47-50 Woolford 

(1984 ) pg 356-260 , Mc Donald (1981) pg 129-133 ) . 
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Mais cette association n'est vraiment efficace que si les 

souches de ces deux espèces sont bien sélectionnées. Ces 

souches , en plus des caractéristiques décrites doivent pré­

senter des activités annexes, comme par exemple une tolé­

rance à l'acide acétique, posséder des exigences nut.ntion­

nelles amoindries, produire l'isomère L ( + 

assimilable au niveau du rumen) ( Vanbelle et Bertin (1985) 

pg 50 ). De plus, pour être efficace, le nombre inoculé doit 

être suffisant, le minimum déterminé par Vanbelle et Berti1 

est de 105 germes viables par gramme de fourrage frais ( Van­
belle et Bertin (1985) pg 50 ). Encore faut-il que ces 

bactéries trouvent des quantités suffisantes de sucres 

assimilables. 

I. 5. 3 . 2. Le support énergétique et les enzymes 

Le support énergétique peut être constitué de sucres 

simples, mais le prix élevé du glucose et du sucrase fait qu' 

ils ne sont pas utilisés en pratique. Les mélasses ( produits 

secondaires de l'industrie sucrière ) riches en glucose ( 50 % ) 
sont par contre à prix abordable. Mais leur popularité est 

faible,leur manipulation n'étant pas aisée. Elles doivent 

être diluées dans un égal volume d'eau, entraînant ainsi une 

diminution du pourcentage de matière sèche, ce qui n'est pas 

reommandé. 

A côté des mélas s es, l'amidon reste l a source la 

moins coûteuse d'hydrate s d e carbone, mai s il est malheureu­

seme nt inaccessible pour la presque-totalité des bact é ries 

lactique s importantes dans l'ensilag e ( Mc Donal d (19 8 1 ) p g 

133-1 34 , Woolford (1 98 4 ) p g 2 4 7- 250 ) . L'amidon, s ouvent 

fourni s ous forme de céré ales, doit être associ é à l'action 

d 'amyl ases a fin d e libérer du g lucose ou du malto se. Elles 

peuvent être app o rt é es en associant 6 % de malt aux céré ales, 

mai s cet te f o r mul e es t à l a limite du p ri x max i mu m po u r l a 

rent ab i l i sati on d u c on s ervateur. Par contre , le s amyl ases 

indu s t rie ll es r ev i e nn e nt actuelleme n t mo ins c her que l e ma l t 

et peuve n t ê tre plus i nt imement mélan gées à l ' amidon. 

( Vanbel l e et Bertin (19 85) p g 38 - 41 ) 
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A côté de ~•apport extérieur de sucres, on peut 

favoriser l'utilisation des sucres in situ par une dépolyméri­

sation de la cellulose et de l'hémicellulose présents en 

quantités importantes. Cette dépolymérisation peut être 

réalisée par des complexes cellulolytiques et hémicellulo­

lytiques. Elle a également pour conséquence une digestibilité 

accrue du fourrage pour le bétail. Mais l'étude fondamentale 

de ces complexes n'a été que partiellement abordée. De 

nombreuses recherches restent à faire pour étudier la 

relation entre la composition chimique du fourrage et les 

types de complexes à utiliser ( Vanbelle et Bertin (1985) pg 

45 , Woolfo r d (1984) pg 253-255 , Mc Donald (1981) pg 137 ). 

I. 5. 4. Organisation de la recherche 

Les conservateurs biologiques possèdent tous les 

atouts du conservateur'' idéal '', sans effets secondaires 

et respectant la fermentation naturelle de l'ensilage. Ce 

qui limite actuellement en partie leur expansion sur le 

marché est la partie enzyme du conservateur qui conditionne 

le prix de l'additif. Il est apparu intéressant que les 

souches de bactéries impliquées dans l'ensilage produisent 

ces enzymes. 

Mais avant d'entreprendre un processus de recher­

che et développement dans ce domaine, il fallait s'assurer 

de la faisabilité d'un tel projet . Les deux partenaires, 

la bactérie lactique ( S. faecalis ) et l'enzyme ( 1•~­

amylase de Bacillus licheniformis ) ont été choisis en 

fonction de leur accessibilité aisée à une manipulation 

génétique. 

Les deux paragraphes suivants vont présenter les 

deux partenaires impliqués dans cette association. 
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Fig 1 amy l ose et amylopectine, les deux polysaccharides de 

l'amidon 

(a) amylose, polymè re linéai re constitué d ' unités de 

D- g lucose liés par des liaisons tx.(1-4) 

(b) amylopectine, chaque cercle plein représente un 

résidu g lucose 

(c) st ructure d ' un point de ramification 

( Lehninger (1985) p g 289 ) 



II. Les amylases 

II. 1. Le substrat 

Les amylases sont capables d'hydrolyser l'amidon 

et le glycogène. L'amidon est constitué de deux types de 

polymères de glucose : l'~-amylose et l'amylopectine et ceci 

dans un rapport pondéral qui va généralement de 1/3 à 1/4. 

L'~-amylose est formé de longues chaînes non ramifiées 

d'unités D-glucose unies par des liaisons ~(1-4) ( fig 1 (a)). 

L'amylopectine est par contre extrêmement ramifiée ( fig 1 

(b)). Les résidus successifs de D-glucose sont unis par des 

liaisons ~(1-4), mais les points de ramification dans l' 

amylopectine sont des liaisons ~(1- 6) (fig 1 (c)). 

( Lehninger (1985) pg 288-289 ). 

La production d'amylase se retrouve aussi bien 

chez les eucaryotes supérieurs que chez les procaryotes. 

Les amylases utilisées dans les processus industriels 

appartiennent à trois groupes. Les céréales avec les enzymes 

du malt, les champignons avec les amylases produites par les 

genres Aspergillus, Mucor, Rhizopus, et les bactéries avec 

les amylases produites par Bacillus et les enzymes produites 

indus triellement par Aerobacter aerogenes ( Durand et col (19 8 2) ) . 

Les amylases peuvent être classées en trois grandes catégories 
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les exoamylases, les endoamylases et les enzymes débranchat f)/J 
~ 

II. 2. 1. Les exoamylases 

Elles hydrolysent séquentiellement les liaisons 

~(1-4 ) de l'amylose et de l'amylopectine à partir des 

extré mités non réductrices ( cfr fig 2 (a)). 

Dans ce groupe on retrouve les 13-amylases et les amylogluco­

sidases. 



------------------------ -- -

exoenzymes: 
(a) 

endoenzymes: 
(b) 

amyloglucosiàases 

6-amylases 

a - amy lase s 

e glucose 

e glucose 

1-4 o---e maltose 
maltodextrine 

Figure 2: Dégradation del 'amidon par les amylases 
Les flèc hes i ndiquent les sites probables de clivage . O :unité de 
glucose, • : unité de glucose avec une extrémité réductrice. 

( d'après Willemot K. (1986)) 



II. 2. 1. 1. Les fi-amylases 

Leur activité exoamylolytique sur les liaisons 

0((1-4) s'exerce par une libération de maltose. Cette hydro­

lyse se fait avec une inversion de configuration au niveau 

du C (1) impliqué dans le processus; de sorte que l'on obtient 

du p-maltose . La fi-amylase se caractérise par une inactivité 

sur les liaisons ~(1-6) de l'amylopectine, son action 

s'arrête aux points de branchement . Les produits d'hydrolyse 

sont donc du ~-maltose à raison de 50 à 60 % et un résidu 

moléculaire branché appelé ~-dextrine limite. 

Traditionnellement, ce type d'amylase est obtenu à partir 

d'extrait de malt. Mais on a pu isoler des producteurs 

bactériens ; ainsi certaines souches de Bacillus circulans, 

B. polymyxa, B. cereus var mycoides ( Durand et col (1982) 

pg 128 ). 

II. 2. 1. 2. L'amyloglucosidase ou glucoamylase 

Son activité séquentielle sur les liai sons ô<..(1-4) 

des extrémités non réductrices se marque par une libération 

d'unités~-D glucose. Cette enzyme possède une activité 

secondaire sur les liaisons ~(1- 6) , ce qui permet de 

libérer les chaînons linéaires de l'amylopectine. Le produit 

résultant de l'hydrolyse complète de l'amidon peut posséder 

de 72 à 96 % de glucose . 

Ce sont essentiellement des souches d'Aspergillus niger qui 

sont utilisées dans la production industrielle, bien que 

certains genres de bactéries possèdent ce type d'activité, 

comme par exemple Aerobacter et Clostridium ( Durand et col. 

(1982) pg 129-132 ) . 

II. 2 . 2. Les endoamylases 

Elle s se caractérisent par une activité endohydro­

lytique sur les liaisons CX.(1-4 ) de l'amidon. Cette hydrolyse 
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a lieu au hasard au sein du polymère et non plus à partir 

des extrémités ( fig 2 (b)). 

Ce g roupe est représenté par les~-amylases. Elles hydro­

lysent les liaisons o<.(1-4), mais pas les liaisons IX(l-6) de 

l'amylopectine. L'hydrolyse del' ~-amylose entraîne une 

conversion complète de celui-ci en maltotriose et maltose 

suivie d'une hydrolyse lente du maltotriose. L'hydrolyse 

de l'amylopectine résulte en une production de glucose, de 

maltose et une série d'~·dextrines limites branchées. 

Ces dextrines limites branchées proviennent du fait que les 

liaisons ~(1-4 ) proches des points de branchement ne sont 

que lentement attaquées . Les ~-amylases utilisées industri­

ellement sont d'origine fongique ou bactérienne. Les ~-amylases 

fongiques sont essentiellement produites par des souches d' 

Aspergi llus oryzae et A. niger. Les ~-amylases bact é riennes 

sont principalement produites par le genre Bacillus. Deux 

espèces sont couramment utilisées pour la thermostabilité 

élevée de leur ~-amylase : Bac illus amyloliquefaciens et 

B. licheniformi s . L' ~-amy l as e de B. acidocaldarius est égale­

ment intéressante car son pH optimal d ' act ivit é est de 3 . 5 

( Rose et col.(1980) pg 131-1 32 , Durand et col.(19 82) p g 12 6-128 ) . 

II. 2 . 3 . Les enzymes débranchants 

L'activité de ces e n zymes s 'effectue spéci fiquement 

sur l es liaisons ~ ( 1-6) de l'amylopectine. Ce s enzymes sont 

surtout utilisées de concert avec les amylases à activit é 

nulle s ur les liaisons ~ (1 - 6) . 

II. 2 . 3 . 

9 
1. Q pullulanase 

I 
~ 

Ce t e n zyme se car actérise par l'hydrolyse du 

pullulaB ( polymè re d ' unités mal totriose enchaînées par des 

liai sons ~ ( 1-6)) . Mais cet enzyme est également capable d ' 

hydrolyser spécifiquement les liaisons <X.(1 - 6) de l ' amylopec-

tine. Ce t enzyme est produit par de nombre u ses bactéries , 

mais Aerobacter aerogenes est utilisé pour la pro du c tion 

industrielle de pullulanase ( Du rand et col . (1982 ) pg 132 ) . 
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II. 2. 3. 2. L'isoamylase 

Enzyme qui se différencie de la pullulanase par 

une inactivité sur le pullulane et une activité plus rapide 

sur les polymères natifs et où un minimum de trois résidus 

glucoses sur la partie branchée sont nécessaires, au lieu 

de deux pour la pullulanase. Les applications sur l'hydro­

lyse des liaisons OC(l-6) sont comparables à la pullulanase. 

Parmi les microorganismes producteurs, on peut citer 

Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas sp. ( Durand et col. 

(1982) pg 133 ). 

II. 3. 1. Ses propriétés 

L'~-amylase de B. licheniformis est de type 

liquéfiante ( opposé à saccharifiante ) où la production 

de sucres réducteurs est relativement faible. Le maximum 

de dégradation que l'on peut obtenir conduit à l'obtention 

d'un amidon liquéfié ayant un DE ( dextrose-équivalent ou 

pourcentage pondéral de sucres réducteurs exprimé en 

équivalent de glucose anhydre ) de 30 ( Yuuki et col.(1985) 

Durand et col.(1982) pg 127 ). Elle est caractérisée par une 

thermostabilité élevée. La température optimale d'activité 

est fonction de la souche de B. licheniformis dont l'enzyme 

est issue. Deux ~-amylases sont utilisées dans ce travail. 

L '0(-amylase issue de la souche RP0l possède .un optimum de 

température supérieur à 100° C ( Piggott et col. ( 1984) et 

l'~-amylase de la souche FD02 un optimum de 93° C ( 0rtlepp 

et col. (1983)). 
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(a) carte de restriction du 

gène d' ~-amylase de B. 

licheniformis. La partie 

ombrée représente la par­

tie codante del' ~-amy­

lase mature. La ré g ion 

codant pour la séquence 

signal 

par la 

est représentée 

partie hachurée. 

Les régions ouvertes à 

droite et à gauche repré­

sentent les extrémités 

5' et 3 '- non-codantes. 

(b) séquence nucl é otidique 

du gène d' ~-amylase de 

B. licheniformis NCIB8061. 

Les codons de la séquence 

signal sont représentés 

par les chiffres négatifs 

et les codons de l' ()(­

amylase mature par les 

chiffres positifs. La ~ 

séquence entourée d'une 

boîte représente la sé7. 

quence Shine-Dalgarno. 

Les séquences soulignées 

représentent en amont du 

gène la séquence promo­

teur et en aval la séquenee 

terminateur de transcrip­

tion. 

( d'après Gray et col.(1986)) 



L'optimum de pH s'étend de 5.0 à 9.0 ( Saito (1973)). Toutes 

les ~-amylases sont des métalloprotéines où l'.apport de l'ion 

calcium est requis non pas pour catalyser la réaction mais 

surtout pour assurer la stabilité de l'enzyme dans les 

conditions extrêmes de pH et de température. L'~-amylase de 

B. licheniformis requiert relativement peu d'ions calcium 

( 50 ppm ) pour travailler dans des conditions satisfaisantes 

( Durand et col.(1982) pg 127 ; Allen et Spradlin (1974)). 

II. 3. 2. Aspects génétiques 

II. 3 . 2. 1. Carte de restriction et séquence génique 

Le gène de r~-amylase de B. licheniformis a été 

isolé par plusieurs laboratoires ( 0rtleppet col.(1983) , 

Piggott e.t col. ( 1984) , Yuuki et col. ( 1985) , Gray et col. 

(1 986)) à partir de souches d'origine différente. La carte 

de restriction ( fig 1 (a)) s'est avérée très semblable 

dans tous les gènes clonés. 

Certains de ces gènes ont été séquencés partiellement ou 

complètement. Ainsi, la séquence de la région 5', soit les 

312 premiers nucléotides de la partie codante du gène de la 

souche FD02 a été déterminée ( Stephens et col.(1984)), de 

même que plusieurs segments de la souche RP0l ( J. Delcour, 

travail personnel à Dublin (1986)). Ces fragments se sont 

avérés identiques au gène entièrement séquencé de la souche 

NCIB 8061 ( Gray et col.(1986)) et presque identique ( à 

quelques nucléotides près ) au gène entièrement séquencé de 

la souche 584 ( ATCC 27811 ) ( Yuuki et col.(1985)). La 

figure ci-contre (b) représente la ~ ce de Gray et col. 

pour la souche NCIB 8061. A partir ~ la séquence génique, 

on peut déterminer les signaux de reconnaissance de la 

machinerie de transcription et de traduction, de même que 

la partie codante du gène. 
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Fig 2 

4.8/0 

,/ 
(,~ 89/Il 

1/ 
1.0 

pBD64 
4.8 kb 

EcoRI 

carte de restriction du plasmide pBD64 ( 4,8 kb) 

le carré représente l'origine de réplication 

les symboles cml et kan représentent respective­

ment les marqueurs de résistance au chloramphénicol 

et à la kanarnycine 

( d ' après Pouwels et col ( 1985 )) 



La partie . codante du gène de ATG à TAG soit du codon -29 

à 483 comprend 1536 nucléotides. Les codons -29 à -1 codent 

pour la séquence signal, responsable de l'exportation de 

la protéine. Cette séquence est excisée par une peptidase 

lors de la t raversée de la membrane. La protéine mature 

est constituée des codons 1 à 483. 

En amont de la séquence signal se retrouvent les signaux 

potentiels de transcription et traduction: Le promoteur 

est constitué de deux hexamères, celui-ci est le site de 

reconnaissance de transcription pour la RNA polymérase. Le 

premier hexamère dans notre cas est 5' ... TTGTTA ... 3' et est 

séparé du second hexamère 5' ... TACAAC ... 3 ' par 17 nucléotides 

- ( fig l(b)). Une troisième séquence est reconnaissable sur 

ce gène juste en aval de la séquence promoteur. La séquence 

Shine-Dalgarno 5 ' ... GAAGGGG ... 3', séquence de reconnaissance 

sur le mRNA pour la petite sous-unité du ribosome où les 

bases s'apparient avec l'extrémité 3' du 16 S rRNA. Cette 

séquence est à la base de l'initiation de la traduction 

che z les procaryotes ( Stephens et col.(1985) , Lewin (1985)). 

II. 3 . 2. 2. CLonage du gène chez B. subtilis 

Pour permettre l'établissement de la carte de 

restriction et la séquence du gène , celui-ci situé au niveau 

chromosomique a dû être cloné dans des plasmides autoréplica­

tifs de B. subtilis et E .coli. Le clonage de gènes issus des 

souches FD02 et RPOl chez B . subtilisa été réalisé comme 

suit : après purification du DNA chromosomique de B. licheni­

formis, celui-ci a été clivé avec de l'enzyme de restriction 

EcoRI, générant ainsi un ensemble de fragments de taille 

diffé rente. Le plasmide pBD 64 ( fig 2 ) également clivé 

au site unique EcoRI a été mis en présence de DNA chromosomique 

restreint afin de réaliser une ligation sur l'ensemble ( liga­

tion : cfr paragraphe V. 5 . de "Matériels et méthodes"). Le 

produit de la ligation a été soumis à des cellules compétentes . 

Les transformants ont été sélectionnés par leur résistance 

au chloramphénicol portée par le plasmide et la présence du 
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Xba 1 

Eco RI 

8 018.3kb 

~ 

pSA 33 

pRP 1 

AMY 4 

Il 

2 

Eco RI 

Fig 3 carte de restriction des plasmides pSA33 et pRPl (8.3 kb) 

-la ligne fine représente le DNA du pBD 64 

(le cercle plein représente l'origine de réplication) 

-la ligne double entourée des 2 morceaux de ligne 

épaissie représente le fragment EcoRI de 3 . 5 kb du 

DNA de Bacillus licheniformis des souches FD02 et 

RPOl,respectivement pour le pSA33 et le pRPl 

-la ligne doubl e représente le fragment Bell de 2 . 5 kb 

suffisant pour l'expression du gène d '~-amylase (AMY) 

(l'orientation de l'insert est indiqué par la flêche) 

po :emplacement du promoteur du gène d' ~- amy lase -
CMr :marqueur de résistance au chloramphénic o l 

Kanr:marqueur de résistance à la kan amycine 



Aalll 
2622 

pUCHl 
l685 bp 

Htnd 111400 

Eco R 1 
451 
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Fig 4 (a) carte de restriction du plasmide pUC18 (2.686 kb) 

-les sites de restriction indiqués à l'intérieur 

du cercle clivent le plasmide en plusieurs endroits 

-les sites de restriction indiqués à l'extérieur 

du cercle sont des sites uniques 

-la flèche entourée d'une boîte représente une 

partie de l'opéron lactose 

-lac I': gène délété qui codait au départ 

pour le répresseur 

-po: promoteur et opérateur 

-lac Z': partie du géne lac Z codant pour 

l'extrémité NH2-terminale de la 

p-galactosidase 
r -Amp : marqueur de résistance à l'ampicilline 

1 2 3 4 5 6 (1 2 3 4 5 o 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18) 7 8 
pUC18 THR MET ILE THR ASN SER ser ser val pro gly asp pro leu glu ser 1hr cys arg h1s ala ser leu ala LEU ALA 

ATG ACC ATG ATT ACG AA T TCG AGC TCG GTA CCC GGG GAT CC!_ CTA_ GAG TCG _ACC_ TGC ~G~ __ C:: AT G_C~__!.~_s:_2!G GCA CTG GCC 

EcoRI Sst l Kpnl BamH 1 
xriiài 
Smal 

Xbal Sati 
Accl 

Hmc ll 

Pstl Sphl Hmdlll 

Fig 4 (b) séquence nucléotidique du site multiple de clonage 

du pUC18 inséré en aval du promoteur et opérateur (po) 

( d'après le catalogue GIBCO BRL ( sd )) 
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, Sea , 

Aa t 11 

Ndel 
Nar 1 

pl(21 

Hind 111 

Sph1 

Pst 1 

Sal 1,Acc 1,Hinc 11 

Xba 1 

Fi g 5 carte de 

restriction du · 

plasmide po<. 21 

- 12 li gne fine 

représente le 

DNA du pUC1 8 

( cfr fi g 4 (a)) . 

les sites de restric­

tion indiqués son t les sites 

uniques du pUC18 . 

Eco RI 
Sst 1 

Kpn1 

Xmal,Sma 1 

- la li gne double représente l'in­

sert Bell de 2 . 5 Kb porteur du 

gène d ' C( -amylase de B . licheniformis RPOl . 

La flèche indique l 'orientation de l'insert. 

12.9. indique l'emplacement du promoteur. 

Fi g 6 

~( nr 
E.coli K-12 ( TG 1 ) 

i~ ~~ eUC18 lac 
~CAZ ~CAZ 

......__~ a-acceptor a-donor 

Chromosome 

schéma de la composition gé n étique de la souche 

TGl (pU 18) pour le système lac Z ,, 
( les filaments à la surface de la cellule représentent 

les pi li sexuels codés par le facteur F ' .) 

6 = dé l é tian d ' après Rod ri guez et Tait (19 83) pg 11 ) 



gène d' ~-amylase par un halo autour èe la _colonie ( cfr 

paragraphe V. 7. 1. de "maté riels et méthodes"). Le 

plasmide résultant de de l'incorporation d'un fragment ECORI­

EcoRI portant le gène de l'«-amylase de B. licheniformis 

au site EcoRI du pBD 64 a été appelé pSA 33 et pRP 1 ( fig 3 

respectivement pour le gène originaire de la souche FD02 et 

de la souche RPOl. Cet insert s'est avéré être de 3 .5 Kb et 

ne pas être la taille minimum du gène. Au sein de cet insert 

se trouvent deux sites BclI encadrant une séquence de 2.5 Kb 

suffisante pour l'expression du gène ( Ortlepp et col.(1983)). 

II. 3 . 2. 3 . Clonage du gène chez E. coli 

La séquence de 2.5 Kb du pRPl a été également clonée 

dans un plasmide de petite taille, à haut nombre de copies 

par cellule de E. coli : le pUC 18 fig 4 (a)). Le clonage 

du fragment BclI-BclI au site Barn HI du site multiple de clo­

nage du pUC18 (fig 4 (b)) a donné nai ss ance au pCX21 (f i g 5) . Les 

sites Barn HI et Bel I sont compatibles par une li gation, mais 

une fois réalisée, les deux s ites sont perdus. La sélection 

des transformants s'est effectuée s uivant le système Lac z . 
.----- ' , ( ) \ Ce s ysteme n e cessite tro is conposants fi g 6 . La souche 

dé l é t ée pour le gène Lac Z ( ~- galactosi das e ( ~-gal )) de 

l'opéron lactose, le facteur F ' qui possède la partie du 

gène codant pour la partie COOH-terninal e de la p-gal ; le 

peptide produit es t appe l é ~- accepteur . Le facteu r F' es t 

égale men t porteur du promoteur et de l'opérateur ( si te de 

f i xat ion du répresseur) de l'opéron lactose, de même que le 

gène codan t pour le répresseur ( Lac Iq ) dont l'expression 

est a mplifiée d 'un facteur 10 par une mutation au niveau du 

promoteur de Lac I . Le troisième composant es t l e plasmide 

pUC 18 . I l porte la partie l ac Z codant pour la partie NH
2

-

terminale de la p-gal, le peptide produit é t ant appe l é oc-donneur. 

Le pUC 18 porte le même promoteur et opérateur que le facteur F '. 

Le gène codant pour le répres seur est lui dé l été dans presque 

tou te sa longueur et donc non fonctionnel ( Lac I' ) . Ce 

système te l qu 'il est ~résenté entraîne une répres s ion de la 
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Fig 7 principe du système lac Z ( décrit dans le texte ) 

- lac A Z ~-A. : partie du gène lac Z codant pour la 

partie COOH-terminale de la f-galactosidase 

lac 6 Z o<-D : partie du gène lac z codant pour la 

partie NH 2-terminale de la f-galactosidase 
ô. == délétion 

lac Iq : gène codant pour le répresseur dont l' 

expression est amplifiée d'un facteur 10 par une 

mutation au niveau du promoteur 

lac I' gène codant pour le répresseur mais délété 
et donc inactif 

- S/U. : sous-unité de la fi- gal. constituée par une 

~-complémentation entre le peptide ~-donneur et le 

peptide ~ -accepteur, 4 sous-unités s'associent en 
une p- gal. active 



production de p-galactosidase, le gène Lac Iq étant consti­

tutif pour _la production de répresseur ( fig 7 ). Le système 

peut être induit par l'addition d' IPTG ( isopropyl-P-0-thio­

galactopyranoside ) ; cette molécule joue le rôle de l'induc­

teur vrai mais est non métabolisable. L'IPTG inactive le 

répresseur et empêche ainsi sa fixation sur l'opérateur du 

facteur F' et du pUC 18. Les deux peptides, 1•~-donneur et 

1•~-accepteur s'associent en une sous-unité active. On . 

parle d'~-complémentation (intragénique ). Quatre sous-unités 

s'associent en un tétramère et forment une p-galactosidase 

active. 

L'activité !3-galactosodase peut être mise en évidence par 

l'ajout au milieu d' un chromogène, le X-gal ( 5-bromo-4-

chloro-3 indolyl-f-D galactoside ) qui sous l'&ction de la 

p-galactosi dase libère une substance bleue: La sélection lac Z 

intervient dans le système induit en présence de X-gal. 

Lorsqu'une séquence est introduite au site multiple de clonage 

( inclus en phase dans le gène lac Z et sans effet visible 

sur l'activité ~-galactosidase ), la partie Alac Z du pUC 18 

est rompue et l'activité p-galactosidase perdue. Les colonies 

recombinantes seront dans ce cas dépourvues de couleur 

bleue ( Rodriguez et Tait (1983) pg 9-11 ). 

II. 3. 2. 3. Conclusion 

Le choix de l'amylase s'est porté sur 1•~-amylase 

de B. licheniformis pour différentes raisons. Premièrement, 

ce gène est f acilement accessible car cloné dans des plasmides 

chez B. subtilis et E. coli. Il est relativement bien connu 

d'un point de vue génique. Il est d'origine bactérienne du 

groupe gram+, son clonage chez une autre bactérie gram+ 

est moins problématique. 

Il est probable qu'un autre gène serait plus 

adapté au con texte de l'ensilage. Ce gène pourrait coder 

pour une amylase travaillant à des pH plus bas, possédant 

un optimum de température inférieur et produisant plus de 
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glucose et de maltose. Cependant, il n'est pas exclu que 

l'«-amyla~e de B. li~heniformis puisse se révéler satis­

faisante au vu d'essais pratiques d'ensemencement. 
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III. Streptococcus faecalis 

III. 1. Classification 

Le genre Streptococcus est classé dans la famille 

des Streptococcaceae avec les genres Pediococcus, Leuconostoc, 

Ae rococcus et Gemella. 

En 1937, Sherman a proposé la première classifica­

tion systématique des streptocoques en quatre groupes 

principaux : pyrogenic, lactic, viridans et enterococcus. 

S. faecalis, S. faecium, S. avium se trouvèrent assimilés 

au groupe enterococcus. Depuis lors, la multiplication des 

tests biochimiques et immunologiques a mené à une révision 

des principaux g roupes sur la base établie par Sherman. Une 

classification proposée par Dorothy Jones a assimilé S. fae­

calis dans le groupe des " st reptocoques fécaux " avec les 

quatre autres espèces S . faecium, S. avium, S. equinus et S. 

bovis. Sherman avait classé au dé part S . equinus et S . bovis 

au sein du g roupe" viridans " . . Le g roupe des streptocoques 

fécaux est également souvent dés i gn é comme le groupe s trepto­

coccal D. Ces cinq espèces possèdent le même antigène C de 

Lancefie ld ( polysaccharide pariétal ) c l assi fi é dans le 

groupe sérologique D ( Skinner et Quesnel (1978) pg 1-9 ) . 

Très récemment , la c l assification des streptocoques fécaux 

a été revue où le nom de genre Streptococcus a été remplacé 

~ar enterococcus ( Schleifer et Kilpper-Balz (1984)) . Le 

genre En terococcus a été divisé e n neuf espèces dist inctes 

E. faecali s , E. faecium, E . duran s, E. hirae, ~vium , I · 
gallinarium , E . casseliflavius, E . malodoratus et~ mund tiri 

(Williamson et col.(1986)) . 

S . faecalis est de forme ovoïde, les coques 

s'associent en chaînes de tailles diverses . Sur milieu so lide, 
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les colonies sont de _petite taille et à aspect blanc crayeux 

caractéristique ( lié à l'absence de pigments). Les cellules 

ne se divisent que dans un seul plan et ne forment donc pas 

de tétrades. Il ne forme pas de spores et la structure de 

sa paroi est de type gram+ . 

!I!,_3~ Caractéristiques biochimiques 

S. faecalis possède un métabolisme préférentiellement 

anaérobie mais a la possibilité de croître relativement vite 

en conditions aérobies sur un milieu bien adapté. Il est 

décrit comme étant aérobie facultatif ou anaérobie micro­

aérophile. Il ne possède pas d'enzyme à groupement hémique, 

donc ni catalase ni cytochromes et est apparemment incapable 

de former de l'ATP via la chaîne de transport des électrons. 

Il a essentiellement un métabolisme de fermentation ( Skinner 

et Quesnel (1978) pg 51-52 ). Mais S. faecalis peut inclure 

l'oxygène dans ~on métabolisme sans nécessairement impliquer 

l'accumulation d 1 H2o2 ( Skinner et Quesnel (1978) pg 63 ). 

Il possède une flavoprotéine peroxydase et une pseudo-catalase 

non hémique qui lui permet de libérer une molécule d'eau par 

molécule de peroxyde d'hydrogène. 

Il fermente le glucose et le fructose suivant la 

voie homofermentative en produisant l'isomère L (+) du 

lac tate . Il fermente également d'autres hydrates de carbone, 

parmi lesquels : le galactose, le lactose, le maltose, le man­

nito l, le sorbitol, le sucrase, le cellobiose et le mélèzitose 

( Mc Donald (1981) pg 63 , Skinner et Quesnel (197 8) pg 23 ) . 

Il n'hydrolyse pas naturellement l'amidon, à l'opposé de 

S. bovis ( hôte habituel du rumen ). 

Il est également apte à utiliser le glycérol en conditions 

aérobies et anaérobies. Il possède des exigences ·nutrition­

nelles pour 7 à 1 3 acides aminés et pour 5 vitamines du groupe 

B, ne dégrade que très peu les acides aminés ( sauf l'arg inine 

qu'il utilise comme source d ' éne rgie et la tyrosine qu'il 

décarboxyle en tyramine ( Mc Donald (1981) pg 64 et 73 ) . 
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S. faecalis est un microorganisme très résistant. Il croît 

entre 10 et 45° Cet peut sùrvivre à un traitement thermique 

de 62° C pendant 30 minutes. Il peut également pousser sur 

un milieu contenant 6.5 % de NaCl, ou sur milieu contenant 

0.05 % d' azide de sodium ( NaN3 ) qui est un inhibiteur 

de la cytochrome oxydase. Comme les streptocoques n'en possè~ 

dent pas, leur développement aérobie n'est pas affecté par la 

présence de NaN
3

. Il existe des sensibilités différentes à 

l'azide de sodium, S. faecalis et S. faecium possédant le 

seuil d'inhibition de croissance le plus élevé. Le test de 

croissance sur 0.05 % de NaN3 permet de séparer les entero­

coques des autres streptocoques ( Skinner et Quesnel (1978) 

pg 372-373)). De nombreuses souches rencontrées sont très 

résistantes aux antibiotiques, rendant ainsi parfois diffi­

cile le traitement de l'endocardite entérocoquale ( Davis 

et col.(1970) pg 724 ). 

II!._4~ Considérations_pratiques_ 

La souche de S. faecalis utilisée dans ce travail 

n'a pas été sélectionnée sur des critères définis pour une 

utilisation dans l'ensilage. La sélection d'une souche 

sauvage compétitive, possédant des exigences faibles en acides 

aminés, produisant le maximum d'acide lactique, travaillant 

aux pH les plus bas , et se prêtant le mieux aux méthodes 

industrielles de fermentation et de conditionnement devra 

être réalisée. La souche utilisée dans ce travail est la souche 

0GlX ( sans activité protéolytique sur la gélatine ). Elle a 

été choisie afin de faciliter l'accès à la méthode génétique 

de transformation mise au point par Wirth et col. (1986) 
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IV. But du travail 

Les aptitudes biochimiques et physiologiques de 

S. faecalis en font un" starter" de fermentation intéressant 

dans la perspective de son utilisation dans l'ensilage. Il 

produit des quantités importantes d'acide lactique L (+) par 

la voie homofermentative avant même que les conditions anaéro­

bies soient instaurées, et ceci jusqu'au pH 5. Il ne lui man­

quait plus que d'être compétitif via une source complémentaire 

en sucres, qui dans la perspective d'un additif d'ensilage 

doit être la moins coûteuse possible. Cette source potentielle 

de sucres, l'amidon, ne peut lui être accessible que s'il 

possède l'enzyme, dans ce cas une amylase, pour le dégrader. 

Jusqu'à il y a peu, le clonage de gènes chez S. faecalis était 

inaccessible par la technique courante de transformation 

génétique directe par du DNA exogène. Cette méthode a été mise 

au point récemment par Wirth et col. (1986) pour S. faecalis 

et a permis de rendre ce type de projet réalisable. 

Dans la perspective du clonage du gène de l'~-amylase 

de B. licheniformis chez S. faecalis, deux approches pouvaient 

être envisagées : soit cloner le gène au sein d'un plasmide 

maintenu à l'état autoréplicatif chez S. faecalis, soit le 

cloner dans un plasmide d'intégration, plasmide qui permet 

au gène de s'insérer définitivement au niveau chromosomique. 

C'est la première approche qui a été envisagée dans ce travail. 

Le clonage présentait deux inconnues : l'expression du gène 

et l'exportation de son produit. 
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tableau I liste des souches bactériennes 

Souches Marqueurs chromosomiques Marqueurs plasmidiques 

E. coli 

TGl 

DBll 

(pVA8 38 ) 

B . subtilis 

PS Ll 

(pGKV2) 

8G5 

(pGK13) 

S . faecalis 

OG lX 

Alacpro, supE, thi, hsdD5, 

F'traD36, proAB, lac Iq 

Z ôM15 

F- , met, thi, gal, 
s hsdR, Em 

-arg, leu, thi, r 
' 

recE4 

trp, tyr, his, acte, 

rib, ura, nie 

str, gel 

nal,rif, 

m 
' 

stp, 

met, 

/ 

erm, cat 

erm, cat 

erm, cat 

/ 

Origines et références 

Souche distribuée par 

Amersham 

Macr ina et col.(1982 ) 

Wirth et col.(1986) 

Re çue de Clewel 

Van der Vossen et col . 

(1985) 

Kok et col.(1984) 

Reçues de Kok 

Wirth et col.(198 6) 

Reçue de Clewel 

Les significations des symboles représentant les différents marqueurs sont reprises dans 

l'article de Bachman (19 83) pour E. coli et de Piggott et Hoch (1985) pour B. subtilis . 



I. Souches 

Les souches utilisées au cours de ce travail sont 

décrites dans le tableau I. La signification des symboles 

représentant les différents marqueurs chromosomiques sont 

repris dans l'article de Bachman ( 1983 ) pour E. coli et 

de Piggott~tHoch ( 1985 ) pour Bacillus subtilis. 

Le travail de clonag e a été réalisé avec la souche TGl pour 

E. coli et la souche OG1X pour Streptococcus faecalis. 

Le s souches DBll ( pVA 838 ), PSLl ( pGKV2 ), 8G5 ( pGK 13 

furent utilisées en tant que sources de plasmides pour les 

différents clonages. 

II. Milieux 

II. 1. Milieux de culture pour E. coli et B. subtilis 

II. 1. 1. Milieu LB 

Milieu complet utilisé pour la culture des bactéries 

soit en milieu solide soit en milieu liquide. La composition 

en poids par volume ( p/v) d'eau distillée est la suivante: 

1 % de bacto-tryptone ( Oxoïd ) , 0.5 % de bacto-yeast extract 

( Oxoïd ), 0 . 5 % NaCl . Si celui-ci est utilisé en milieu 

solide, 1.5 % de bacto-agar ( Oxo ïd ) est ajouté.( Maniatis 

et col.(1984) pg 68 ,7 0 ) 

II. 1. 2. Milieu 2xTY 

Milieu riche utilisé en routine pour la culture de 

de bactéries en milieu liquide. La composition en p/v est la 

suivante : 1. 6 % de bacto-tryptone ( Oxoïd ) , 0 . 5 % de bacto­

yeast extract ( Oxoïd ) , 0 . 5 % NaCl . ( M13 cloning and 

sequencing Handbook (M13 c.s.H Amersham pg 47 ) 
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Ces milieux sont rendus sélectifs par l'ajoute d'antibioti­

ques aux concentrations suivantes ( µg/ml ) : 

Type de Souche Erythromycine Chloramphénicol Ampicilline 

milieu ( Boehringer ) ( Boehringer ) ( Boehringer 

Solide TGl 80-100 10 50 

8G5, pSLl 50 / 

Liquide TGl 100 20 100 

8G5, pSLl 100 / 

II. 1. 3. Milieu minimum M9/glucose 

Milieu utilisé pour la croissance de la souche TGl, 

en vue de la préparation des cellules compétentes. Sa compo­

sition en p/v est la suivante : 0.6 % Na2HP04 ; 0.3 % KH 2Po 4 
0.1 % NH4 Cl ; 0.05 % NaCl ; 0 . 025 % MgS04 .7H20 ; 0.0015 % 
CaC1 2 .2H20 ; 0.2 % glucose ; 0.0337 % Thiamine HCl ( vit Bl 

1.5 % minimal agar. ( Ml3 c.s.H pg 47 ) 

II. 2. Milieux de culture pour Streptococcus faecalis 

II. 2. 1. Milieu THB ( Todd Hewitt broth) 

Milieu performant pour la croissance de S. faecalis. 

Celui-ci est utilisé en routine aussi bien pour la culture en 

milieu liquide que pour la culture en milieu solide. Les dif­

férents constituants du THB font partie d'un mélange complexe 

réalisé par le fabricant ( 0 xoïd ). Le THB est a j out é à 

raison de 3 % en poids par volume d'eau distillée. S i celui-
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ci est utilis é en milieu solide, 1.5 % de bacto-agar ( 0xoïd) 

est ajouté. ( Wirth et col.(1986) ) 

Pour la culture en milieu sélectif, les antibiotiques sont 

ajoutés aux concentrations suivantes : 50 µg/ml pour l' 

érythromycine, 20 pg/ml pour le chloramphénicol, 100 pg/ml 

pour la streptomycine ( Sigma) et 500 pg/ml pour la kanamy­

cine ( Boehringer ). 

II. 2. 2. Milieu THB/ succinate de sodium 

En milieu solide, celui-ci est utilisé pour la 

régénération des protoplastes de S. faecalis. La composition 

en p/v de ce milieu est la suivante : 3 % de THB ( 0xoïd) 

13.5 % de succinate de sodium ( Sigma, Mallinckrot 0.5 % 
MgS0 4 .7H2o ; 1 % glucose ; 0.01 % de SAB ( albumine de sérum 

bovin, Merck) et 0.8 % de bacto-agar ( 0xoïd ). 

En milieu liquide, celui-ci est utilis é pour le 

maintien des protoplastes lors de l'expression des gènes de 

résistance aux antibiotiques portés par les plasmides avant 

leur passage sur milieu sélectif. Sa composition en p/v est 

la suivante : 3 % de THB ( 0xoïd) , 13 .5 % succinate de 

sodium ( Sigma, Mallinckrot ) et 0.01 % SAB (Merck). 

Si la version solide du THB/succinate de sodium est utilisée 

comme milieu sélectif, les antibiotiques sont ajoutés dans 

les concentrations suivantes : 5 pg/ml pour l'érythromycine , 

5 µg/ml pour le chloramphénicol. ( Wirth et col. 19 86 ) 
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Hind111 

Ava 1 

( Hpa li ) .__ 

pVA838 

Hind 111 

Eco RI 
Pvu Il 

Fig 1 carte de restriction du plasmide pVA838 ( 9 . 2 Kb ) 

- la ligne épaiss ie représente le DNA du pVA749 ( 5 . 2 Kb ) 
ce fragment porte l e marqueur de résistance à l' érythromycine 
( EMr) 

- la ligne fine représente le DNA du pACYC184 ( 4 Kb ) 
ce fragmeht porte le marqueur de résistance a u chloramphé ni co l 
( cMr) 
le cercle ple in représente l' origine de réplication du 
pACYC184 nécessaire à la multiplication du plasmide chez 
E . coli 

( d ' après la carte de restriction établie par Macrina et col . 
(1982)) 

Eco Rf 

~ 1- - Hind Ill 
-, 

pGKV2 

-- ----

Fig 2 carte de restriction du plas mide pGKV2 ( 4 . 65 Kb 

EMr : marqueur de rés i stance à l'érythromycine 
CMr : marqueur de résistance au c hl oramphénicol 
pSP02 : promoteur du bactériophage SP02 
REP : zon e dans l aquell e se situe l'origine de réplication 

issue du plasmide pWOl 

( d ' après la carte de restriction établie par van der Vossen 
et col.(1985)) 



III. Plasmides 

III. 1. pVA 838 

Ce plasmide a été construit par Macrina et col. 

( 1982 )( fig 1 ). Ce vecteur est un plasmide navette capable 

à la fois de réplication chez E. coli, Streptococcus ferus 

( Pouwels et col. (1985)), S. sanguis, _ S~ faecalis ( Wirth 

et col. (1986)). Il consiste en un concaténaire de deux 

vecteurs autoréplicatifs : la pACYC 184 ( 4 Kb) de E. coli 

et le pVA 749 ( 5.2 Kb ) dérivé d'un plasmide de S. ferus. 

Chaque origine de réplication permet la multiplication du 

plasmide chimérique au sein de chaque hôte. 

Ses caractéristiques structurales et fonctionnelles sont les 

suivantes : sa taille est de 9.2 Kb, il porte deux marqueurs 

de résistance aux antibiotiques. Le marqueur de résistance au 

chloramphénicol, ( CMr ) apporté par le pACYC 184 dont le 

gène n'est exprimé que chez E. coli et le marqueur de résis­

tance à l'érythromycine ( EMr) apporté par pVA 749 dont le 

gène est exprimé chez tous les hôtes cités. Son nombre de 

copies par cellule est également déterminé par le type d'hôte. 

Pour les deux souches étudiées par Macrina, il est respective­

ment de 8 ± 0.9 pour E. coli DB 11 et de 15 ± 1.1 chez 

S. sanguis V 8 39. 

III. 2. pGKV 2 

Plasmide construit par Van der Vossen et col. ( 198 5 

( fi g 2 ). Ce vecteur est également un plasmide navette. Son 

spectre d'hôtes comprend E. coli, B. subtilis, Streptococcus 

cremoris, S. pneumoniae et S. lactis. Ce plasmide se différen­

cie du précédent dans le sens qu'il ne possède qu'une seule 

origine de réplication fonctionnelle dans tous les hôtes pré­

cités . Cette origine de réplication provient d'un plasmide sans 
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Hpa Il 

Eco RI 

Barn Hl 

Mbo 1 

pGK13 

<vq / 
<?- / 
/ 

/ 2 

I 
/ 

I 

Bel 1 

• I 

Sac 1 

Mbol 

Hind Ill _ __, 
...._ _____ __ 

Hpa Il 

Mbo 1 

Fig 3 carte de restriction du plasmide pGK13 ( 4 . 9 Kb ) 

CMr = marqueur de résistance au chloramphénicol 

EMr = marqueur de résistance à l'érythromycine 

REP = zone dans laquelle se situe l'origine de 

réplication issue du pWOl 

( d'après la carte établie pour le pGK12 par Kok 

et col.(1984)) 



fonction connue ( cryptique ), le PW0 1 natif de S. cremoœis 

Wg 2. La taille de ce plasmide est de 4.65 Kb. Il porte deux 

marqueurs de résistance aux antibiotiques. Le marqueur 

chloramphénicol est issu de Bacillus pumilis ( Pouwels et col. 

(1985) ) . Le gène codant pour cette fonction est d'expression 

faib l e. Cette expression est amplifiée, par la présence en 

amon t du gène, d'un promoteur de bactériophage Sp0 2 ( pSP0 2 ) 

de Bacillus subtilis. Ce promoteur est compris dans un frag­

ment de 0.3 Kb EcoRI-EcoRI ( cfr fig 2 ). Le gène de résistance 

à l'érythromycine est quant à lui issu d'un plasmide naturel 

de Staphylococcus aureus. Ces deux gènes de résistance sont 

expr imés dans tous les hôtes cités. 

I II. 3 . pGK 13 

Plasmide construit par Kok et col. ( 1984 ) ( fig 3 ), 

du mo ins pour une construction fort proche, le pGK 12 qui ne 

diffè re du pGK 13 que par l'absence d'un fragment HpAII-HpAII 

de 0.6 Kb portant les trois sites uniques EcoRI, BamHI et 

Hind III. Ce plasmide est fort proche du pGKV2, il possède 

la même origine de réplication et donc le même spectre d'hôtes. 

Sa taille est de 4.9 Kb. En ce qui concerne les gènes de 

ré sistanc e au chloramphénicol et à l'érythromycine, ils sont 

issus tous les deux de Staphylococcus aureus et sont exprimés 

tous les deux chez tous les hôtes cités. 

Le nombre de copies est variable en fonction du type d'hôte. 

Certaines valeurs ont é t é déterminées par Kok pour le pGK 1 2 

60 pour E. coli, 5 pour B. subtilis et 3 pour S . lactis. 
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Barn Hl 

Xba 1 

pSA 33 
2 

Eco RI 

Eco RI 

AMY
4 

Fig 4 carte de restriction d u plasmide p SA33 ( 8 . 3 Kb ) 

( cfr description fi g 3 présentée dans l'introduction 

au parag. II. 3 . 2 . 2 

Xmn 1 

, Sea 1 

Eco RI 
Sst 1 

Kpn1 

Xmal,Sma 1 

Aa t 11 

Ndel 

pt<21 

Fig 5 

Nar 1 

Hind 111 

Sph1 

Pst 1 

Sal l ,Acc I, Hinc 11 

Xba 1 

carte de restriction du plasmide 

P OC 21 ( 5 . 2 Kb ) ( cfr description 

fi g 5 présent é e dans l'introduc ­

tion au parag . II . 3 . 2 . 3 ) 



III. 4. pSA 33 

Les détails de sa construction ont été précisés 

dans l'introduction. Pour rappel, ce plasmide possède pour 

matrice le pDB 64 dans lequel a été cloné au site EcoRI le 

fragment EcoRI de 3 . 5 Kb comprenant le gène d 'oc-amylase de 

Bacillus licheniformis ( fig 4 ) . Le pBD 64 est un dérivé du 

pUB 110 ( réplicon naturel de S. aureus ). Ce plasmide est 

couramment utilisé dans le clonage de gènes chez B. subtilis. 

Il possède deux marqueurs de résistance : la résistance à la 

kanamycine et la résistance au chloramphénicol ( le même gène 

de résistance que celui du pGK 13 ) . Il faut également savoir 

que l'origine de réplication ( PUB 110 ) est fonctionnelle 

chez Clostridium acetobutilicum ( Lin et Blaschek (1984)). 

de même que le gène de résistance à la kanamycine. 

III. 5 . p0(21 

Les détails du clonage ont été donnés dans l ' intro­

duction. Pour rappel, le p ,x 21 possède le fragment de 2 . 5 Kb 

porteur du g ène d'~-amylase de B. licheniformis ( Bell-Bell ) , 

inséré au site BamHI du pUC 18 ( fi g 5 ) . Bien qu'une fois 

la li gation réalisée les deux sites so ient perdus, il reste à 

proximité de chaque extrémité du fragment cloné de nombreux 

sites uniques. Ces sites sont bien d i s posés , permettant 

ulté rieurement d'exciser le gè ne d '~- amyl ase et de le trans­

férer dans d'autres v ecteurs tel s qu e le pG KV 2 , pGK1 3 , pVA838 . 
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Tableau II 

1 
Taille 

récapitulation des caractéristiques 

des différents vecteurs. 

Marqueurs Hôtes 

48 . 

pVA 838 9 .2 Kb r EM , CMr( E .coli ) E. coli, s. sanguis 

s. faecalis, s . ferus. 

pGKV 2 4.65 Kb r 
E;V;.' CMr E . coli, B. subtilis, 

pGK 13 4.9 Kb Il Il S. cremoris, s . lactis, 

s . ;eneumoniae. 

pSA 33 8 . 3 Kb Kan r CMr, ar.iyl+ B. subtilis, C. acetobutilicum, 
' 

s . aureus. 

p 0( 21 5 . 2 r + 
coli. Kb Ar.ip 

' 
ar.iyl E . 

EMr marqueur de résistance à l'érythromycine 

CMr marqueur de résistance au chloramphénicol 

Kan 
r 

de résistance à la kanamycine marqueur 

Amp r de résistance à l'ampicilline marqueur 

amyl + présence du caractère Dl,-amylolytique 



IV. Les méthodes génétiques 

IV. 1. La transformation chez E. coli 

Les bactéries ont été transformées par du DNA 

plasmidique, selon la méthode de Cohen, Chang et Hsu (1973 ). 

Les cellules peuvent être rendues" compétentes", c'est 

à dire capables d'accepter du DNA plasmidique par un traite­

ment au CaC1 2 . 

Préparation des cellules compétentes 

Les bactéries sont d'abord cultivées pendant 24 

à 36 heures sur milieu minimum M9/glucose limitant pour la 

proline. La souche TGl a été rendue déficiente pour la 

synthèse de proline au niveau chromosomique ( cfr génotype 

â pro). Cette déficience est complémentée par la présence 

des allèles correspondants sur le facteur F'. La souche ne 

peut donc pousser sur le milieu minimum M9/glucose que si le 

facteur F' est présent. La présence de celui-ci est requise 

pour la sélection lac z décrite dans l'introduction. 

On ensemence le milieu liquide 2xTY avec une colonie isolée 

du milieu minimum M9/glucose. La culture est arrêtée en phase 

exponentielle ( DO 550 nm 0.3 ) et celle-ci est ensuite 

maintenue 10 minutes à 0° C. Les cellules sont récupérées 

par centrifugation 5 minutes à 4000 g et resuspendues dans 

du CaC1 2 0.05 M pour un volume équivalent à la moitié du 

volume de départ. Un nouveau lavage des cellules dans le 

CaC1 2 est répété dans les mêmes conditions. Les cellules 

sont sont ensuite maitenues 20 minutes à 0° C, centrifugées 

et resuspendues dans du CaC1 2 0 .05 M 15 % glycérol (v/v) 

pour un volume équivalent au dixième du volume de départ. La 

suspension est aliquotée et stockée à moins 70 ° C . 

La transformation 

Un volume de 0.2 ml de cellules compétentes est 

mis en présence de 0.01 à 0.5 pg de plasmide dilué dans 
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0.01 ml de TE ( 10 m~ Tris-HCl, lmM EDTA pH 8 ). Le mélange 

est maitenu 40 minutes dans la glace et incubé 2 minutes 

pré c i sément à 42 ° C. Celui-ci est ensuite dilué avec 1 ml de 

2xTY et incubé 1 heure à 37° C pour permettre l'expression 

de la résistance aux antibiotiques. 0.02 et 0.1 ml du mélange 

sont é talés au râteau sur milieu LB contenant les antibioti­

ques prescrits. 

IV. 2. La tansformation chez Streptococcus faecalis 

La méthode sera décrite en détail dans le chapitre 

II I ( Résultats ) au paragraphe I. 
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V. Les méthodes biochimiques 

V. 1. Préparation rapide de DNA plasmidique cez E. coli 

Cette méthode a été développée par Holmes et Quigley 

( 1985 ). Le DNA préparé selon cette méthode sera utilisé 

comme matériel de base pour toutes les expériences de clonage 

transformation chez E. coli et S. faecalis, restriction et 

ligation ( décrite dans les paragraphes V. 4. et V. 5.). 

La méthode consiste en une lyse obtenue par une action 

combinée du Triton X 100, du lysozyme mais surtout par la 

température élevée ( 100° C ) à laquelle les cellules sont 

portées. La température élevée a pour effet une dénaturation 

des protéines, du DNA chromosomique et du RNA de haut poids 

moléculaire qui s'agrègent avec les débris membranaires en 

un précipité insoluble. Le DNA plasmidique n'est pas altéré 

par la température. Ceci est lié à sa petite taille par 

rapport au DNA chromosomique. Il est de ce fait moins 

sensible aux forces mécaniques de cisaillement et donc plus 

thermorésistant que le DNA chromosomique. Dans des conditions 

dénaturantes, une séparation totale des deux brins de DNA 

plasmidique n'est pas possible, la forme super-enroulée ( CCC ) 

du DNA plasmidique étant formée de deux brins circulaires 

solidaires l'un de l'autre. Le DNA chromosomique en solution 

est à l'état linéaire, la dénaturation a donc dans ce cas 

pour effet une séparation complète entre les deux brins. 

Lorsque les conditions renaturantes sont restaurées, le 

plasmide retrouve sa forme native, alors que le DNA chromoso­

mique ne se réassocie que sur de courtes séquences d'homologie. 

En ce qui concerne le rôle du LiCl, il se marque lors de la 

centrifugation suivant la lyse. Le LiCl permet une séparation 

différentielle, où le plasmide reste en solution et le 

précipité est culotté. 
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Une mini-culture de 10 ml de 2xTY ( + antibiotique ) d'une 

souche possédant un plasmide est arrêtée en phase stationnaire. 

3 ml sont centrifugés à la centrifugeuse eppendorf. Les 

cellules sont resuspendues violemment dans 0.2 ml de TELT 

( 50 mM Tris HCl pH 8, 62.5 mM EDTA pH 8, 0.4 % triton X 100, 

2.5 mM LiCl ). A cette suspension est ajouté 0.025 µg de 

lysozyme ( Boehringer ). Le mélange est porté pendant une 

minute précisément à 100° Cet immédiatement après placé 5 

minutes à 0° C. Ce mélange est ensuite centrifugé 15 minutes 

à la centrifugeuse eppendorf. Le surnageant est récupéré et 

ses constituants sont précipités avec deux volumes d'éthanol 

100 % froid. La précipitation se poursuit 45 minutes à moins 

70 ° C . La suspension est ensuite centrifugée 15 minutes à 

température ambiante à la centrifugeuse eppendorf. Le culot 

est alors séché sous vide et redilué dans du TE au volume 

désiré. 

V. 2 . Préparation rapide de DNA plasmidique chez 

S . faecalis et B. subtilis 

La méthode utilisée est dérivée de celle de Ish­

Horowicz et Burke (1981). Cette méthode est basée s ur la 

dénaturation alcaline sélective du DNA chromosomique de poids 

moléculaire élevé alors que le DNA plasmidique reste double 

brin. Lors de la renaturation, le DNA chromosomique reste à 

l'état dénaturé et forme un agrégat insoluble. Le plasmide 

reste intact en solution . 

5 ml d'une culture ( avec antibiotique ) est prélevée en 

phase stationnaire. Les cellules sont récupérées par une 

centrifugation à la centrifugeuse eppendorf. Elles sont 

resuspendues dans 0 . 2 ml de 2 % glucose, 50 mM Tris HCl , 

25 mM EDTA pH 8 contenant 0 . 6 mg de lysozyme et 0 . 1 mg de 

RNase pancréatique ( Sigma) dépourvue d'activité DNasique 
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par u11 traitement à 100° C pendant 15 minutes. Le mélange 

est incubé pendant 30 minutes à 37° C. ·Le lysozyme a pour 

effet une dégradation de la paroi. Les protoplastes formés 

lysent et la RNase dégrade partiellement le RNA de poids 

moléculaire élevé. Aprè s la lyse, 0.2 ml d'une solution 

fraîche SDS 1 % dans du NaOH 0 .2 N est ajoutée et gardée 

10 minutes à 0° C . On ajoute ensuite 0.15 ml d'une solution 

saline, 30 % (p/v) acétate de potassium dans de l'eau 

distillée ( pH 5 ). Le mélange est agité très doucement 

à ce stade afin de ne pas dissocier la masse glaireuse 

résultant de la précipitation des protéines, du DNA 

chromosomique et du RNA de haut poids moléculaire. La préci­

pi tation est poursuivie 10 minutes à 0° C. La suite des 

manipulations ( centrifugations et précipitation à l'éthanol 

est r éalisée comme pour la préparation rapide chez E. coli. 

V. 3 . Extraction au phénol /chloroforme 

L'extraction au phénol/chloroforme a pour rôle de 

déprotéiniser les préparations où l es protéines s 'avé reraient 

néfastes dans la suite des man ipulati ons. Ainsi toutes les 

préparations rapides de DNA plasm i dique seront systématique­

men t déprotéi n isées afin d ' éliminer l es traces éventue lle s 

d'activité DNas ique, de faciliter l'action des enzymes de 

restrict ion dont l'action pourrait être limitée par la 

présence de protéases e ndocellulai r es et de faciliter la 

visualisat i on des bandes de DNA sur ge l d 'agarose. 

La méthode est dérivée de celle propo sée par Maniatis et col. 

( 1984 ) ( p g 458 ) . La mixture dé n a turante est constitu é e 

de 49 % (v/v) de phénol distil l é sous vide ( af in d'éliminer 

les composés oxydés néfastes pour le DNA ) , 49 % (v/v) de 

ch l o r oforme , 2 % (v/v ) d ' alcoo l isoamy lique et 0 . 05 % (p/v) 

de 8- hydroxyquinoline. 
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La mixture est saturée avec du TE pH 8. La combinaison 

chloroforme/phénol a un effet synergique déprotéinisant 

( Maniatis et col. (1984)). De plus, le chloroforme limite 

le transfert de la phase aqueuse dans la phase organique. 

L'alcool isoamylique a pour rôle d'éviter la formation de 

mousse et de faciliter la séparation des deux phases. En 

ce qui concerne la 8-hydroxyquinoline, elle joue un rôle 

entre autres d'antioxydant ( Stewart et col. (1977), pg 341-

342 ) . 

La mixture dénaturante est mélangée à égal volume avec la 

solution de DNA. Les deux phases sont mélangées jusqu!à 

la formation d'une émulsion stable. Les deux phases sont 

séparées par une centrifugation de 5 minutes à la centri­

fugeuse eppendorf. La phase aqueuse supérieure est récupé­

rée au moyen d'une micropipette en évitant de s'approcher 

trop près de l'interface où stagne une partie des protéines 

à l'état dénaturé. Afin de permettre une meilleure récupé­

ration du DNA, l'interface et la phase organique sont 

"ré extraites" comme suit : un égal volume de TE ( pH 8 ) 

est ajouté à la phase organique et à l'interface. L'opéra­

tion es t rép é tée comme précédemment. La phase aqueuse est 

r écupé rée et additionnée à la précédente. Les traces de 

solvants organiques transférés dans la phase aqueuse sont 

é liminé s par une extraction à l'éther : 4 volumes d'éther 

diéthylique saturé en eau sont ajoutés à la phase aqueuse 

On mélan ge jusqu'à émulsion. On laisse se séparer les deux 

phases pendant une minute et on élimine la phase organique 

supérieure. L'opération est r é p é tée de ux fois. Le DNA est 

précipité avec 2 , 5 volumes d'éthanol 100 % froid et 0 .1 

volume d'acétate de sodium 3 M pH 4.6. La précipitation 

e st poursuivie 45 minutes à moins 70 ° C. On centrifuge 

à la centrifug euse eppendorf pendant 30 minutes à 4° C . 

Le culo t est séché sous vide et resuspendu dans de l'eau 

ou du TE ( pH 8 ) au volume final désiré . 
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V. 4. Réactions de restriction 

Le DNA plasmidique peut être clivé in vitro par 

des enzymes de restriction ( endonucléases spécifiques 

reconnaissant des sites spécifiques sur le DNA. 

EcoRI 
5 1 ! 3 1 

... G-A-A-T-T-C .. . 

3 , ... C-T-T-A-A-G ... 
5

, 
t 

5' 3 ' 
••• G 5' 3' A-A-T-T-C ... 

3 , ... C-T-T-A-A5 , 

Hind III 
5 1 ! 3 1 

... A-A-G-C-T-T .. . 

3 , ... T-T-C- G-A-A ... 
5

, 
t 

Sph I 
5 1 ! 3 1 

... G- C-A-T-G-C .. . 

3 , ... C-G-T-A-C-G ... 
5

, 
t 

Le tampon utilisé pour les restrictions dans ce travail est 

de force ionique moyenne : 50 mM NaC l, 10 mM Tris-Hel pH 7. 5 , 

10 mM MgC 1 2 , lmM dithiothréitol ( DTT ) . ( Maniatis et col. 
( 1 984)) 

Ce tampon est compatible avec les enzymes suivants : Hind III, 

Sph I, Eco RI ( Boehringer ) . La réaction type s'effectue 

dans un vo lume final de 20 Fl, où 0 . 5 à 1 pg de DNA plasmi­

dique dil u é dans 10 pl de TE ( pH 8 ) est ajouté à 2 µl de 

tampon de restriction et à l'équivalent de 5 unités enzyma-
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tiques d'enzyme de restriction soit 1 à 2 µl. On ajuste le 
. . 

volume à 20 µl avec de l'eau stérile. On incube de 3 à 15 

heures à 3 7° C. La réaction est arrêtée en plongeant les 

tubes à 70° C pour une durée de 5 à 10 minutes. 

Pour tester l'efficience de la restriction, les échantillons 

sont déposés sur gel d'agarose. Si celle-ci s'avère partielle, 

une même quantité d'enzyme est rajoutée et le temps d'incuba­

tion est prolongé d'une durée équivalente à la précédente. 

V. 5 . Réaction de ligation 

L'enzyme utilisée est la T4DNA ligase. Cette 

enzyme catalyse la formation de liens phosphodiesters entre 

les extrémités adjacentes 3 '-0H et 5'-P du DNA ( Maniatis 

et col. (1984) pg 146 ). Les ligations ont été réalisées 

entre d es fragments de DNA double brin dont les extrémités 

monocaténaires pour un des deux brins s'apparient par 

comp l émentation entre bases, générant sur chacun des deux 

brins une liaison phosphodiester à reformer ( cfr fi g ci­

dessous ) . 

5' 
IOH 

A- C- G- A- A- T- T- C- G- T- ... 3 ' p p p p p p p p p p 

3 ' ... TP-GP-CP-TP-TP-AP-APIGP-CP-AP. ·· 5 1 

OH 

ATP 

... A- C- G- A- A- T- T- C- G- T- ... p p p p p p p p p p 

T - G - C -T -T -A -A - G - C -A p p p p p p p p p p 
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La ligation est effectuée sur du matériel complètement 

restreint et extrait au phénol/chloroforme, ceci afin d' 

éliminer toute trace d'activité endonucléasique. La pré­

cipitation à l'éthanol suivant l'extraction au phénol 

permet de diminuer la molarité en sels de la mixture de 

restriction. Pour les ligations réalisées au cours de ce 

travail, les plasmides restreints sont mis en quantité 

équivalente. Dans chaque réaction de ligation, les frag­

ments sont au nombre de quatre. Le produit de la ligation 

recherché, après transformation, sera sélectionné en 

fonction des marqueurs portés respectivement par chacun 

des deux fragments. 

Le tampon de ligation est le suivant : 20 mM Tris-Hel pH 

7.4, 10 mM MgC1 2 , 10 mM DTT, lmM ATP. 

La réact ion type est la suivante pour un volume final de 

20 pl : 5 µl de plasmide A restreint ( 250 µg ), 5 µl 

de plasmide B restreint ( 250 pg ), 2µ1 de tampon de 

ligation 10 x, 1 µl de T4 ligase ( 1 unité enzymatique ). 

Le volume est complété i 20 µl avec de l'eau stérile. 

La mixture est incubée à 14 ° C pendant 16 heures ( M13 s. c. 

H Amersham pg 24 ). 

V. 6 . Electrophorèse sur gel d'agarose 

L ' électrophorèse sur gel d'agarose en présence 

de bromure d' éth'i.dïum a été décrite par Sharp et col. (1973) 

Au cours de ce travail, les électrophorèses furent réali-

sées avec des minigels d 'agarose ( 52 x 75 mm ou 75 x 105 mm). 

Les minigels ont l'avantage de donner une réponse plus 

rapide après chaque étape du protocole de clonage. Ceux-ci 

seront utilisés après chaque préparation rapide de DNA . 

Ceci afin de vérifier la pureté relative du DNA plasmidique 

et d'estimer approximativement, en fonction de l'intensité 

des bandes, la quantité de DNA déposé sur le gel. 
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La méthode est égale~ent utilisée systématiquement pour 

séparer les fragments de DNA produits par le traitement 

avec les enzymes de restriction. 

0.8 % d'agarose est dissous par chauffage et ébullition 

dans le tampon d'électrophorèse TBE ( 0 .089 M Tris-borate; 

0.089 M acide borique, 0.002 M EDTA ( Maniatis et col. 

(1984) pg 454)). La solution est refroidie à 50° Cet 

coulée dans le support en présence du peigne. La dimension 

des cré naux est choisie en fonction de la quantité à déposer. 

Après refroidissement du gel, le peigne est enlevé, le 

support est déposé dans l'appareil à é lectrophorèse 

4orizontal ( Pharmacia ). Le gel est submergé par du tampon 

TBE et les échantillons déposés dans les crénaux. Pour 

faciliter le dépôt des échantillons, on ajoute une so lution 

alou rdissante ( solution 6 x : 40 % glucose, 0 . 025 % (p/v) bleu 

de b romophénol ( Maniatis et col. (19 84) pg 455)). Le bleu 

de bromophénol permet de suivre la migration des échantillons. 

L'électrophorèse s'effectue à 60- 80 volts pendant une à deux 

heures. 

Détection des bandes de DNA sur le gel 

L ' é lectrophorè se es t arrêtée lorsque la trace 

bleue du bromophé nol a atteint les trois quarts de la 

longueur du ge l. Une é lectrophorèse plus longue pourrait 

entraîner la perte de petits fragments de DNA . 

Pour dé tecter les bandes, le ge l est i mme r gé une heure dans 

de l'eau additionné e de 0 . 5 µ g/ml de bromure d'éthidium . Le 

bromure d ' ethidium s'intercale entre les base s de DNA. Le 

complexe résultant possède une fluorescence acc rue par 

rapport au bromure d'ethidium en solution . La fluorescence 

est stimul ée par illumination aux ondes moyennes ( 302 nm ) 

du spec tre UV. La lumi è re ultaviolette illumine le gel par 

transmis sion directe à travers celui-ci ( trans illuminateur 

TM 40 UVP , inc ) . 
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Mise en évidence de halos de dégradation de l ' amidon par 

une coloration aux vapeurs d 'i ode d 'un milieu amidon 

0 . 2 % (p/v) 



Estimation de la taille des fragments de restriction en 

fonction de leur mobilité sur gel d'agarose 

Cette méthode graphique permet d'établir une 

relation entre la taille des fragments de DNA ( en kilo­

bases Kb ) et leur mobilité sur un gel d'agarose. On 

exprime graphiquement le log. de la taille en fonction de 

la mobilité relative. Cette relation est linéaire pour les 

fragments entre 1 et 10 Kb. 

Pour établir la courbe d'étalonnage; les fragments du 

bactériophage A CI 857 Sam 7 ( Boehringer ) clivés par Hind 

III sont utilisés. Les fragments obtenus ont les tailles 

suivantes : 23.13 Kb, 9.42 Kb, 6.56 Kb, 4.36 Kb, 2.32 Kb, 

2.03 Kb, 0.56 Kb et 0.125 Kb. 

V. 7. Détection de l'activité amylase 

V. 7. 1. Détection par coloration aux vapeurs d'iode 

Ce test est utilisé pour détecter directement 

sur boîte de pétri les colonies ~-amylase positives. 

Pour permettre ce test, de l'amidon soluble ( Merck ) est 

additionné au milieu à raison de 0.2 % (p/v). 

Quelques cristaux d'iode sont déposés dans une boîte de 

pétri vide. La boîte de pétri avec 0.2 % d'amidon incorporé 

au milieu est retournée sur la boîte vide. Les vapeurs d' 

iode colorent en moins d'une minute l'amidon intact en bleu. 

Les colonies exprimant l'~-amylase sont entourées d'une 

zone de décoloration (halo), mettant ainsi en évidence 

la digestion de l'amidon par l'enzyme. ( fig ci-contre ) 

V. 7. 2. Dosage de l'activité amylase par le test au DNS 

La méthode exposée ci-dessous est une adaptation 

de K. Willemot ( Unité de génétique, UCL) d'une méthode 

décrite par Fisher et Stein (19 61). 
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Les amylases clivent l'amylose en oligosaccharides. Les 

sucres réducteurs sont détectés par spectrophotométrie à une 

densité optique de 540 nm grâce à la coloration au DNS 

( acide dinitro salicylique ). 

La solution d'amylose 10 % contient 1 gr d' 

amylose ( Merck ) dans 7 ml de DMSO ( diméthylsulfoxide 

la suspension est bien agitée et chauffée au bain-marie 

( 100° C ) en agitant pendant 30 minutes. Quand la solution 

est refroidie, le volume est aj u sté à 10 ml avec du DMSO 

( Griffin et Fogarty (1973)). La solution sera diluée 10 fois 

dans du tampon Tris-Hel 10 mM ( pH 7.5 ) avant usage. La 

solution DNS contient 1 gr de DNS dans 16 ml de NaOH 10 % 
et 30 gr de sel de Rochelle ( tartrate de sodium et potas­

sium tetrahydrate ) dans 50 ml d'eau stérile. Les suspen­

sions se dissolvent en chauffant la solution à 100° C. La 

solution est ajustée à 100 ml avec de l'eau stérile. 

La méthode de travail est la suivante : pour 

chaque expérience, on prépare deux tubes" contrôle" et un 

tube" substrat"; pour chaque échantillon, on prépare un 

tube" enzyme" et un tube" réaction"; 

- le tube "contrôle" contient 400 µl de Tris-Hel 10 mM pH 7.5; 

- le tube" substrat "contient 200 µl d'amylose 1 % et 200 pl 

de Tris-HCl 10 mM pH 7.5; 

- le tube" enzyme" contient 200 µl d'extrait enzymatique et 

200 pl de Tris-HCl 10 mM pH 7.5; 

- le tube" réaction" contient 200 µl d'extrait enzymatique 

et 200 µl d'amylose 1 %. 
Les préparations s'accomplissent dans la glace. La 

réaction est déclenchée lorsque les tubes sont incubés à 50° C 

pendant 10 minutes. Pour arrêter cette réaction, les tubes sont 

placés dans la glace et 400 µl de solution DNS sont ajoutés. 

Le DNS est un colorant spécifique des sucres réducteurs. La 

coloration s'effectue pendant 5 minutes à 100° C. La densité 

de coloration se mesure au spectrophotomètre à 540 nm avec, 

comme références, les deux tubes" contrôle" ayant subi le 

même traitement que tous les autres tubes. 
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Tous les sucres réducteurs présents dans le mélange réa­

gissent à la coloration au DNS. C'est pour cette raison 

qu'il est nécessaire de mesurer la quantité de sucres 

réducteurs contaminant l'extrait enzymatique. Cette valeur 

doit être soustraite de la valeur réelle. On utilise comme 

références pour tracer la droite d'étalonnage, des solutions 

de maltose à des concentrations connues. D'après la droite 

d'étalonnage, la valeur mesurée en unités d'absorption à 

540 nm peut être convertie en mg maltose/10 minutes ou en 

U/ml/min. Une unité enzymatique ( U ) est définie comme la 

quantité d'enzyme qui produit 1 mg de sucres réducteurs 

(avec maltose comme référence par minute et ceci pour un 

temps d'action ou une concentration en enzyme où la réaction 

reste linéaire. 
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I. La transformation chez S. faecalis 

I. 1. 1. établissement de la courbe de croissance en milieu 

complet THE 

Une culture de 20 ml de THE est ensemencée avec la 

souche OGlX et incubée à 37° C. L'agitation est assurée par 

l'apport régulé de bulles d'air à la base du tube dans un 

système appelé" bubbler" ( fig 1 ). A des intervalles de 

temps successifs, 0.8 ml de culture est prélevé et placé 

dans une cuvette en Quartz . La mesure de DO est réalisée à 

650 nm contre du milieu THE frais . La courbe établie est 

présentée à la fig 2. Le temps de génération en phase 

exponentielle est d'une heure. Le plateau de la phase 

stationnaire se situe à une DO de 1.35. 

I. 1. 2 . Préparation des cellules glycinées 

La g lycine est incorporée au milieu afin de faciliter 

l'action ultérieure du lysozyme sur la paroi. La g lycine rem­

place en partie la D-alanine dans l e peptidoglycan basal de 

l a paroi bact é rienne et donc limite les ponts d'acides aminés 

qui relient les chaînes polymérisées de N-acétyl glucosamide 

et d 'acide N-acétyl muramique ( fig 3 ) ( Hopwood (1981)). 

Le contenu en glycine pour chaque souche doit être test é car 

i l influence de manière importante l'efficience de formation 

des protoplastes. Le pourcentage optimal de g lycine pour la 

souche OGlX a é t é déterminé par Wirth et col., il est de 2 % 
Une culture de THE 2 % g lycine ( Si gma) portée 

ini tialement à pH 7 à 7 . 5 avec du NaOH est arrêtée en phase 

stationnaire. La g lycine limite la croissance de la culture, 

le p lateau de la phase stationnaire ne se situe plus qu'a une 

DO ( 650 nm) de 0 . 67 ( après 30 heures ) . 
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structure du peptidog lycan basal des parois 

bacté riennes. 

la culture de bacté ries en présence de g lycine 

entraîne une substitution partielle de la 

D-alanine par celle-ci 

le lyso zyme entaîne une rupture des liaisons 

entre l'acide N-acétyl muramique et le N-acétyl 

g lucosar.üde 

( d ' ap r ès Depelchin (1984)) 



1 ml de cette préculture est inoculé à 600 ml de 

THB 2 % glycine. La çroissance est arrêtée à une DO ( 650 nm) 

comprise entre 0.15 et 0.2. L'arrêt de la croissance au début 

de la phase exponentielle est nécessaire car seules les 

cellules prélevées à ce moment sont susceptibles d'être proto­

plastées avec une efficacité supérieure à 99 % ( Wirth et 

col. (1986)). 

Ces 600 ml de culture sont centrifugés à 6000 Rpm 

pendant 15 minutes dans le rotor HS4 de la centrifugeuse 

Sorvall. Les culots sont resuspendus dans 5 ml de THB addition­

né de 0.5 ml de glycérol 60 % . Les 10 ml sont répartis en~l ml 

par Eppendorf et stockés à moins 70° C. On obtient ainsi dix 

échantillons présentant un comportement identique vis à vis 

des conditQons de préparation des protoplastes. 

I. 1. 3 . Préparation et régénération des protoplastes 

Les cellules glycinées sont soumises à l'action du 

lysozyme qui clive les liaisons établies entre l'acide N-acétyl 

muramique et le N-acétyl glucosamide ( fig 3 ) . La préparation 

des protoplastes a lieu dans un tampon isotonique supplémenté 

avec de la SAB, ceci afin d'éviter la lyse des protoplastes 

formés. Le temps d'action du lysozyme doit être contrôlé afin 

d'obtenir le pourcentage maximum de protoplastes tout en 

gardant un taux de régénération proche de 100 % • Ce temps 

d'action doit être déterminé pour chaque souche et pour chaque 

lot de dix échantillons de cellules glycinées. 

Un taux d'au moins 99.9 % de cellules protoplastées doit 

être réalisé, afin d'obtenir un nombre suffisant de régénérants 

après la transformation. Sur milieu solide, la croissance des 

protoplastes de S . faecalis est inhibée par la présence de 

cellules non protoplastées, celles-ci libérant une substance 

inconnue qui dans un rayon de 0.5 à 1 cm autour de la colonie 

inhibe l'émergence de colonies issues de protoplastes. Il est 

évident que si la densité des colonies issues de cellules 

non protoplastées est trop élevée, l'émergence de colonies 

issues de protoplastes sera limitée. 
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Le temps d'action du lysozyme ne doit pas être 

prolongé au-~elà du . temps correspondant au taux maximum de 

cellules protoplastées car la capacité de régénération de 

leur paroi diminue avec la longueur du traitement ( Wirth et 

col.(1986)) . De nombreuses études sur les protoplastes ont 

démontré qu ' un minimum de résidus de paroi doit rester associé 

à l a membrane pour que la régénération soit accomplie ( Lee­

Wickner et Chassy (1984)) . 

Un échantillon de l _ml de cellules glycinées ( équivalant à 

60 ml de c ul ture ) est réchauffé à 37° C ( afin de faciliter 

l'action du lysozyme ) et versé dans un tube Greiner. Les 

cellules sont centrifugées pendant 10 mi nutes à 5000 Rpm dans 

le rotor SS34 de la centrifugeuse Sorvall. On ajoute 10 ml 

d'une solut i on fraîchement préparée ( stérilisée par filtration 

de TSCM ( lOOmM Tris-Hel, 500 mM succinate de sodium ( Mal­

linckrot, Sigma), 40 mM Cac1 2 et 10 mM MgC1 2 additionnée de 

100 mg de SAB et de 10 mg de lysozyme. Le culot est resuspendu 

au Vortex et le tube est incubé à 3 7 ° C . 

Aprè s 0, 30 , 60 , 90 et 120 minutes, 100 rl sont prélevés et 

dilués de 1 à 10-6 fois dans du TSCM 100 p g SAB par ml ; 10 

µl de chaque dilution sont déposés sur milieu THB /succinate 

au moyen d'une micropipette sans é taler mécaniquement la 

solution. L'utilisation d'un râteau est à proscrire car les 

forces mécaniques encourues par les protoplastes risquent d' 

entraîner leur lyse. Par contre, l'utilisation d'une pipette 

en verre de 1 ml pour étaler l a s uspen s ion s ' est avérée sans 

effet ( ou effet faible ) s ur la perte de protoplastes. 
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(a) 

(b) 

Fig 4 (a) colonies issues de protoplastes de OGlX après 24 

heures de culture sur THB/succinate 

Fig 4 (b) colonies issues de cellules protoplastées de 

OGlX, qui après 48 à 72 heures de culture 

récupèrent leur paroi et donnent naissance à 

une colonie d'apparence normale . Les vestiges 

de la colonie issue de protoplastes après 24 

heures sont indiqués par des flèches 



Résultats 

- Qiffir~n~e~ ~n!r~ colo~i~s_i~s~e~ Qe_c~llule~ non 2r2t2pla~tie~ 

~t_d~ ErQtQpla~t~s_ 

Les colonies issues de cellules non protoplastées 

ou partiellement endommagées par l'action du lysozyme ( Smith 

(1985)) apparaissent après 16 heures d'incubation à 37° C avec 

la même apparence qu'une colonie normale de S. faecalis. 

L'émergence des co1onies issues de protoplastes commence après 

24 heures, elles ont une apparence différente des précédentes 

elles sont bombées, à bords réguliers et translucides ( .fig :4 .(a)). 

De plus, elles sont de taille inférieure : aux précédentes. Le 

milieu THB/succinate et un milieu hypertonique ( 0.5 M succi-

nate de sodium) favorable à la régénération de la paroi. 

Après 48 à 72 heures, les colonies issues de protoplastes ont 

une taille supérieure. Celles-ci ont le même aspect que les 

colonies normales de S. faecalis mais diffèrent par la 

présence en leur centre d'un point translucide identique au 

type de colonies apparu après 24 heures ( f'ig 4 . (b)). Le point 

central est obtenu à partir de la multiplication de proto-

plastes. A un certain moment, les protoplastes commencent à 

r é cupérer leur paroi et la colonie reprend son aspect normal. 

La vitesse avec laquelle apparaissent les colonies issues de 

protoplastes est déterminée par la qualité du milieu. Le 

milieu doit être suffisamment é pais, frais et humide. Le 

milieu THB/ succinate doit être utilisé de préférence le 

jour de sa préparation; le séchage doit être limit é à 1 5 à 

20 minu tes à 60° Cau lieu de 30 à 45 minutes pour les milieux 

classiques. 

L' é talement de 100 pl de la dilution 10 - 6 au temps 

zéro a permis d 'estimer le nombre d'unités formant une colonie 

( UFC ) dans l' échantillon de 1 ml de cellules glycinées ( ce 

qui équivaut à 60 ml de culture DO ( 650 nm) 0 .17 ) . 
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Le temps d'action du lysozyme a été choisi comme étant celui 

où apparaît moins d'une UFC issue de cellules non protoplas­

tées sur 104 ;olonies issues de protoplastes. Cette condition 

fut obtenue après un traitement de 120 minutes au lysozyme . 

temps (min) 

0 

120 

nombre d'UFC 

par 60 ml de 

culture 

( 1 ) 

DO (650 nm) 0.17 

nombre de 

colonies 

issues de 

protoplastes 

par 60 ml de 

culture DO 

(650 nm) 0.17 

0 

9 2 . 5x 10 

(1) Le terme UFC est utilisé pour des colonies 

issues de cellules non protoplastées où celles­

ci sont associées en chaîne. Par contre, les 

protoplastes sont à l'état isolé ( vérifié au 

microscope à contraste de phase ). 

Le nombre de protoplastes formés après un traitement au lyso­

zyme de 120 minutes à partir de l' échantillon de 1 ml de cel­

lule s glycinées est de 2.5xl09 . Dans la transformation, 1/lOe 

du volume est r éparti dans chaque tube de transformation soit 

l'équivalent de 2 . 5x108 protoplastes . Bien que la transforma­

tion soit d'abord dépendante de la quantité de DNA plasmidique, 

le nombre : de protoplastes impliqués par tube de transformation 

doit être suffisant ; ainsi, 2.5x108 protoplastes est un 

nombre qui correspond à celui conseillé par Wirth et col. 
8 9 ( compris entre 10 et 10 protoplastes par tube de transfor-

mation ) . 
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!•_2~ La transformation de_protoplastes avec_les_plasmides_ 

EV~8~8, EG~V~ ~t_pQK!3_ 

Cette méthode permet la pénétration de DNA exogène 

à l'intérieur des protoplastes. Elle est basée sur l'utilisa­

tion de polyéthyl è ne glycol ( - PEG ), qui aux concentrations 

utilisées ne permet pas la fusion de protoplastes. Le mécanis­

me exact par lequel le PEG permet l'entrée du DNA exogène n' 

est pas connu. Mais le PEG pourrait rendre la membrane des 

protoplastes plus perméable au . DNA ou alternativement il 

pourrait entraîner un changement de conformation du DNA et 

ainsi lui permettre de pénétrer à l'intérieur du protoplaste 

( Kondo et Mc Kay (1984)). La concentration en PEG et le temps 

d'exposition sont deux facteurs critiques intervenant dans la 

fréquence de la transformation. 

I. 2. 1. Mode opératoire 

La suspension de 10 ml de protoplastes ayant subi 

le traitement au lysozyme pendant 120 minutes est centrifugée 

pendant 10 minutes à 5000 Rpm au rotor SS34 de la centrifu­

geuse Sorvall. Un premier lavage est réalisé, le culot est 

resuspendu dans 10 ml de TSCM contenant 100 µ g de SAB/ml ; 

la resuspension se fait par agitation faible, sans vortexer 

( deux minute s de vortex entraînent 95 % de lyse ) . La 

solution est à nouveau centrifugée 10 minutes à 5000 Rpm et 

les protop lastes sont resuspendus dans 1 ml de TSCM 100 µg 

SAB/ml. Les protoplastes sont alors aptes à la transformation. 

Le plasmide en solution dans du TE est ajusté à un volume de 

50 µl, 50 µl de 2xSSC ( lxSCC : 0 .1 5 M NaCl, 0 . 015 M citrate 

de sodium ( Mallinckrot ) pH 7 ) sont ajoutés pour porter le 

volume à 100 µl. 100 µl de la suspension de protoplastes 

sont prélevés et ajoutés aux 100 pl précédents. Le mélange 

est rapidement ajouté à 1.8 ml de PEG 1000 40 % ( p/v-) ( Si­

gma) dissous dans du TSCM; la s t érilisation est réalisée 

par une filtration, (c'est - à - dire au travers d'un filtre mem­

branaire de 0 . 22 Jlm).Le volume final de 2 ml est ·versé dans 

un tube de 16 ml de polycarbonate, le mélange est homogénéisé 

en inversant le tube 5 fois et incubé 3 minutes à 0° C , ensuite 
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5 minutes à 37° C. Le mélange est rapidement déposé dans la 

glace et dilué . avec 5 -volumes . de TSCM 100 µg SAB/ml. Un second 

lavage est réalisé, la suspension est centrifugée pendant 10 

minutes à 10000 Rpm dans le rotor SS 34 de la centrifugeuse 

Sorvall. Le culot est resuspendu dans 10 ml de THB/ succinate 

liquide, une nouvelle centrifugation a lieu et le culot est 

resuspendu dans 1 ml de THB/succinate liquide. Le tube est 

placé pendant une à deux heures à 37° C afin de permettre l' 

expression phénotypique de la résistance aux antibiotiques. 

20 et 100 µl sont étalés à la pipette de verre sur THB/succinate 

additionné des concentrations en antibiotiques adéquates. Les 

concentrations sont de 5 µg/ml de milieu pour l'érythromycine 

et le chloramphénicol. Les transformants apparaissent après 

3 à 4 jours d'incubation à 3 7 ° C. 

Pour chaque transformation, un contrôle sans DNA est réalisé. 

Ceci afin de bien discerner les coionies issues de cellules 

non protoplastées qui ne sont pas sensiblès à des concentrations 

de 5 µg / ml d'antibiotique et qui peuvent croître sur ce type 

de milieu. 

I. 2 . 2 . Résultats obtenus avec les plasmides pVA838, pGKV2 

et pGK1 3 

Le pVA838 a é t é utilisé dan s un premier temps pour 

s'assurer de l'efficacité de la méthode, ce plasmide ayant 

déjà é té éprouvé par Wirth et col.(198 6) . Le pGKV2 et pGK1 3 

n'ont jamais été testés chez S . faecalis, mais ils ont déjà 

donné des résultat s sati sfaisant s chez S . lacti s , S . pneumo­

niae et S . sanguis. 

I. 2 . 2 . 1. Préparation des plasmides 

Les souches E . coli DB ll ( pVA838 ) , B . s ubtilis 8G5 

( pGK1 3 } , pSLl ( p GKV2 ) ont é t é vérifiées pour la présence 

des marqueurs de résistance à l' é rythromycine ( EMr) et au 

chloramphé nicol ( CM r ) . Un e préparation rapide de DNA plasmi­

d ique a é t é r éali sée pour chaque souche. Mais l e rendemen t de 

la préparat i on du pGKV2 et du pGK1 3 était trop faible pour 
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Fig 5 

~1234 55).. 

gel d'agarose 0.8 % (p/v) présentation 

23 .1 Kb 
.//9.4 
~ 6. 6 
---4.4 
__ 2 _3 

---2.0 

---0-6 

---RNA 

des profils de 

restriction des plasmides pVA8 38 , p GKV2 et pGK1 3 

pistes 1 ' 2 DNA du pVA838 restreint avec EcoRI et SphI 

pistes 3 , 4 DNA du pGKV2 restreint avec EcoRI et HindIII 

pistes 5' 6 DNA du pGK1 3 restreint avec EcoRI et HindIII 

pistes 1 ' 3 ' 5 DNA préparé à partir de E. coli TGl 

pistes 2 ' 4, 6 DNA préparé à partir de s. faecalis OGlX 

À DNA du phage " restreint avec HindIII 



envisager une transformation chez S. faecalis, ceci s'expli­

quant par le _ faible -nombre de copies par cellule chez B. sub­

tilis ( environ 5 ). Le DNA plasmidique préparé à partir de 

B. subtilisa servi de base à une transformation chez E. coli 

TGl. Une préparation rapide a été réalisée, où. dans ce · cas le 

rendement fut supérieur car le nombre de copies de ces deux 

plasmides est beaucoup plus important chez E. coli ( environ 

60 ) . 

Afin de vérifier la taille des plasmides, une double restric­

tion a été réalisée, suivie d'une électrophorèse. Les tailles 

des fragments ont été estimées à partir des cartes de restric­

tion plasmidiques déjà établies ( tableau I ). Sur gel, la 

posit ion des fragments a été mise en correspondance avec 

les marqueurs standard du phage À restreint avec Hind III 

( fig 5 ). Les fragments obtenus ont les tailles attendues. 

Tableau I 

plasmides 

pVA838 

p GKV2 

p GK13 

taille ( Kb ) 
1 

enzymes !·taille des !piste 

Ide restrict. Jfragments : fi g 5 
I ( Kb) 1 

1 

!EcoRI-SphI 
1 1 

9 . 2 17.1 ' 
2 .1 1 1 

4 . 65 1 1 0 .7 . 1 3 !EcoRI- ,3 . 65 ' 1 
1 Hind III 1 0 . 3 1 

4 . 9 1 1 0 . 55 1 5 !E coRI- 14. 35 1 
1 Hind III 1 1 

1 1 1 

Le fragment de 0 . 3 Kb du pGKV2 

sur la pi s te 3 de la fi g 5 . 

est peu visible 
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I. 2. 2. 2. Transformation chez S. faecalis 

L'identité de la souche 0GlX a été vérifiée pour sa 

croissance sur streptomycine et sur 0.05 % NaN3 . La quantité 

de DNA plasmidique ajoutée à chaque tube de transformation est 

approximativement de 1 µg. Les protoplastes transformés ont 

été sélectionnés pour leur résistance à l'érythromycine ( 5 µg/ 

ml ). Les premiers transformants sont apparus après 3 à 4 

jours et ceci pour les trois plasmides utilisés. 

Le taux de transformation a été déterminé : 

pVA838 pGKV2 pGK13 

nombre de trans­

formants par µg de 

DNA plasmidique 

Un premier test de vérification de l'incorporation 

des plasmides fut le passage à des concentrations en érythro­

mycine et en chloramphénicol léthales pour les cellules non 

transformées. 50 transformants 0GlX de chaque plasmide furent 

repiqués sur des milieux contenant 50 µg/ml d'érythromycine 

et sur des milieux contenant 20 µg/ml de chloramphénicol. 

antibiotique 

EM 50 µg/ml 

CM 50 µg/ml 

streptomycine 

1000 µg/ml 

Na N3 0 .05 % 

• 

0GlX 

+ 

+ 

0GlX 0GlX 

(pVA838) (pGKV2) 

+ + 

+ 

+ + 

+ + 

0GlX 

(pGK13) 

+ 

+ 

+ 

+ 
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Les cinquante transformants 0GlX ( pGKV2 ) et 0GlX ( pGK1 3 ) 

ont tous poussé sur érythromycine et sur chloramphénicol. 

Les cinquante transformants 0GlX ( pVA838 ) se montrent 

résistants à l'érythromycine mais pas au chloramphénicol. 

La non-résistance au chloramphénicol concorde avec les données 

observées chez S . sanguis ( Macrina et col.(1982)). Le gène 

de résistance au chloramphénicol est issu de E. coli et ne s' 

exprime pas chez le genre Streptococcus. 

Les transformants ont également été vérifiés pour 

leur résistance à la streptomycine et leur croissance sur NaN 3 . 

Afin de vérifier la taille et l'intégrité du plasmide, une 

préparation rapide de DNA a été réaljsée pour les trois plas­

mides, suivie d'une double restriction identique à celle 

réalisée pour le DNA ayant servi à la transformatton. Une 

électrophorèse a été réalisée avec les produits de ces restric­

tions. Les produits de restriction issus de préparations de 

DNA de E. coli ont été mis en correspondance avec ceux issus 

de S. faecalis. Ces restrictions sur gel sont présentées à la 

fig 5. P istes 1 et 2 : pVA8 38 , pistes 3 et 4 : pGKV2, pistes 

5 et 6 pGK13. 

La détermination du nombre de copies par cellule 

de ces trois plasmides chez S. faecalis n'a pas été réalisée. 

Mais, le rendement des pré parations rapides est une estima­

tion grossière du nombre relatif de copies par cellule. Ces 

rendements sont proches pour le pGKV2 et le pGK1 3 , le pVA8 38 

possédant un rendement supérieur. Ceci peut être mis en rela­

tion avec les valeurs de nombres de copies par cellule 

déterminées pour d'autres espèces de Streptococcus. Ainsi, 

S . sanguis ( pVA8 38 ) possède un nombre de copies de 1 5 ± 1.1, 

S. lactis ( pGKV2 ) et S. lactis ( pGK13 ) un nombre de copies 

proche de trois . 

En ce qui concerne le taux de transformation, il a 

été déterminé avec le pVA83 8 chez S. faecalis 0GlX par Wirth 

et col.(1986). Sa valeur rapportée par les auteurs est de 104 

transformants par µ g de DNA. Cette valeur 20 fois supérieure 
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à celle obtenue dans notre cas peut s'expliquer par les faits 

suivants : la . préparation de _ DNA plasmidique utilisée par Wirth 

et ses collaborateurs est d'une pureté supérieure à celle uti­

lisée dans notre cas. Les différences de pureté de la prépara­

tion influencent le taux de transformation. De plus, une 

certaine variabilité souvent très importante est déterminée 

par la qualité du milieu de régénération et la rigueur avec 

laquelle le protocole de transformation est réalisé. 

La transformation de S . faecalis par le pGKV2 et 

le pGK13 est une expérience inédite. 

Le spectre d'hôtes de ces deux plasmides dans le genre 

Streptococcus comprenait déjà S. lactis, S. pneumoniae et 

S. sanguis. Celui-ci s'élargit par cette expérience à S. fae­

calis. Les deux marqueurs de résistance aux antibiotiques 

s'expriment tous deux dans ce nouvel hôte tout comme pour les 

trois hôtes précédents. En ce qui concerne le taux de transfor­

mation, la seule donnée existante à ma connaissance pour le 

genre Streptococcus a été déterminée chez S. lactis par trans­

formation directe de protoplastes. La valeur obtenue avec le 

pGK12 ( proche du pGK13 ) était de 0.5xlü4 transformants p ar 

µg de DNA ( Kok et col.(1984)), soit un taux de transformation 

équivalent à celui obtenu chez S. faecalis. 
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II. Clonage du gène de 1•~-arnylase de B. licheniformis 

chez E. coli dans les trois plasmides pVA838, pGKV2 et 

pGK13 

la possibilité de réplication de ces trois 

plasmides chez E. coli a permis de réaliser tout le . travaii 

de clonage chez la souche E. coli TGl, ce qui a grandement 

facilité celui-ci à différents niveaux. Les préparations de 

DNA plasmidique possèdent des rendements supérieurs ( en 

relation avec le nombre de copies par cellule ). La transfor­

mation dans son protocole est beaucoup plus simple et l' 

émergence des transformants ( de 18 à 48 heures ) est 

beaucoup plus rapide que chez S. faecalis. 

II. 1 ._Stratégie_générale ~u_clo~age_ 

A 

(1) p.«donneur» 

B 

(3) 

(3) 
p.«accepteur» 

Restriction en A et B 

Ligation 
Transformation et sélect ion 

A 

p. recombinant 

B 
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À 
Kb 23.1-...,_____ 9.,~ 

6.6~ 
4.4 __ _ 

2.3-____ 

1 2 3 

Fig 6 gel d'agarose 0 . 8 % présentation des profils de restriction 

Fig 7 

des plasmides p cx 21 ( piste 1 ) , pVA838 ( piste 2 ) et 

pVAoc ( piste 3 ) restreints avec EcoRI et SphI 

À= DNA du phage~restreint avec HindIII 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 

c:::::J c:::::J c:::::J c=:J 

3.65 ,4.3§ 
,3.6q 

2.7--. 
...___, 

i'à,...'-----' ,2.5 • 
2.5~ ~ .....____. 

0.7 

0.55 

5 

C=::3 

4.35 

• 2.5. 

gel d ' agarose 0 . 8 % 
des plasmides p ()( 21 

( piste 3 ), pGKV2 0<-

présentation des profils de restriction 

( piste 1 ) , pGKV2 ( piste 2 ) , pGK13 

( piste 4 ) , pGK1 3 ()(. ( piste 5 ) 

les marqueurs stan dard du phage À restreint avec HindIII ne 
sont pas présents. Mais la taille des fragments attendus est 
détermi n é e à partir des cartes de restriction déjà é tablie s 
pour ces plasmides 
la piste 1 présentant le profil de restriction du p ex: 21 où 
deux fragments atten du s ( 2 . 5 et 2 . 7 Kb ) n'apparaissent 
qu'en une seule bande 
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On peut déf~nir ce clonage comme étant un clonage 

unidirectionnel de substitution. Le plasmide" donneur 11
: le 

p~21 fournit le gène d'~-amylase. Le gène est extrait par 

une double restriction. Deux sites de restriction sont utili­

sés ( le site A et le site B ), respectivement à droite et à 

gauche du gène d' ~-amylase. Ces sites ont été choisis en 

fonction de leur absence dans la séquence du gène d'~-amylase 

et de leur présence dans le plasmide " · accepteur " ( pVA838, 

pGKV2 et pGK13 ). Les deux sites présents dans le plasmide 

accepteur doivent entourer une séquence ne possédant pas l' 

origi ne de réplication. Le gène d'oc-amylase se substitue à 

une séquence non essentielle du plasmide et ne peut s'insérer 

que dans une seule direction, direction conditionnée par la 

présence de deux sites différents. 

II. ~._AEP!i~a!i~n_d~ !a_s!r~tigle_a~ QV~8~8L ~u_pQKY2_e! au 

QG~l~ 

II. 2. 1. Restriction des plasmides 

Les enzymes de restriction utilisés, ainsi que les 

tailles des fragments attendus, sont représentés au tableau II. 

tableau II 

plasmide 

p 0( 21 

pVA838 

pGKV2 

pGK1 3 

taille des fragments 

de restriction ( Kb ) 

EcoRI-SphI EcoRI-Hind III 

2.7-2.5 2.7-2.5 

7.1-2.1 

3 . 65 - 0 .7-0. 3 

4.35-0.55 

figures 

6 et 7, piste 

6' piste 2 

7, piste 2 

7, piste 3 
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Eco RI 
Sst 1 

Kpn1 

Xmal,Sma 1 

Ndel 
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Fig 8 schéma présentant l a construction du p l asm i de pVArx. 

à part ir du p~21 e t du pVA838 

Le plasmide pVAD<(9. 6 Kb) est porteur d'un marqueur 

de résistance à l' érythromycine EMr) et du géne d 'tX­

amylase de B . licheniformi s RPOl (AMY)(ligne doub l e où 

l'orientation est indiquée par la flèche) 

Eco RI 
Pvu 11 



II. 2. 2. Ligation 

La ligation est réalisée sur l'ensemble des quatre 

ou cinq fragments de la restriction des deux plasmides de 

chaque couple. La ligation peut générer toute une gamme de 

molécules recombinantes où un certain nombre de ces molécules 

peuvent se répliquer pour autant qu'elles possèdent dans un 

de leurs fragments une origine de réplication. 

II . 2. 3 . Transformation et sélection 

Le produit de ligation a servi à une transformation 

chez E. coli TGl. La sélection sJest effectuée en fonction 

des marqueurs portés par chacun des deux fragments plasmidi­

ques impliqués dans le plasmide recombinant. 

II. 2. 3 . 1. Les plasmides p ô( 21 et pVA838 

plasmide taille des fragments · marqueurs 

de restriction 

EcoRI-SphI ( Kb 

p C{ 21 2.7 Amp r 

2 . 5 ex-amylase + ( 1 ) 

pVA8 38 7.1 EMr ( 2 ) 

2.1 / 

(1) + (2) pVAo<, 9.6 Kb. (fig 8) 
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Le plasmide attendu doit résulter de l'association du fragment 

de 7. 1 Kb du pVA838 p_orteur de 1 'origine de réplication de 

E. coli et de S. faecalis, et du fragment de 2. 5 Kb du p o< 21 

porteur du gène d' 0<-amylase. Nous dénomerons ce plasmide pVA ex • 

Il doit avoir une taille de 9.6 Kb, conférer la résistance 

à l' érythromycine ainsi que la fonction ~-amylolytique ( fig 8 ). 

Les transformants ont été sélectionnés sur érythromycine et 

les colonies ex-amylase+ repérées. 

Deux colonies ~-amylase positives et résistantes à ·l'érythro­

mycine ont servi de base à une préparation rapide de DNA _. Mais 

le produit de la restriction EcoRI-SphI s'est avéré ne pas 

correspondre à la construction attendue. Il est apparu que les 

colonies <X-amylase positives et résistantes à l'érythromycine 

étaient également résistantes à l'ampicilline. Ces colonies n' 

étàîent pas homogènes. Lorsqu'une d'entre elles est striée sur 

milieu solide contenant de l'ampicilline, certaines apparurent 

ne plus être ~-amylase positives. Ceci s'explique par le 

phénomè ne de co-transformation où deux plasmides différents 

sont présents au sein de la même cellule. Pour éviter ce 

prob l ème, la sélection a été poussée plus loin. Les colonies 

ex-amylase positives et r és istantes à l'érythromycine ont été 

repiquées sequentiellement sur ampicilline et sur chloramphé­

nicol. Les colonies ont é t é sélectionnée s pour leur r ésis tanc e 

à l 'é rythromycine, leur sensibilité au chloramphénicol et à 

l' ampicilline, et pour le caractère ex- amylase positif. 

Une préparation rapide a été réalisée à partir d'une 

colonie de ce type, une double restriction EcoRI - SphI menée 

et le produit de restriction .déposé su r ge l. Un e électrophorèse 

du pVA83 8 et du p~21 restreints aux mêmes sites a é té réalisée 

en parallèle . La f i gure 6 présente ces trois plasmides res­

treints aux sites EcoRI et SphI . Les fragments de restriction 

du pVA~ se situent a u x endroits a tt endus . Ai nsi, la bande 

correspondant au fragment de 7.1 Kb migre à la même dis t ance 

que la bande du fragment de 7 . 1 Kb du pVA8 38 il en est de 

même avec la bande correspondant au fragment de 2 . 5 Kb présente 

dans la restriction du p 0( 21 et du pVA <:x . 
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Fig 9 schéma p r ésent a n t l a con struction du plasm i de pGKV2 0( 

à partir du p ~21 et du pGKV2 . 

Le plasmide pGKV20< (6 . 15 Kb) est porteur d'un marqueur 

de résistance à l ' é rythromycine (EMr) et du géne d'~ ­

amylase de B . licheniformis RPOl (AMY) (ligne do uble où 

l'orientation est indiqué e par la fl èche) 



II. 2. 3. 2. Les - plasmides p ~21 et pGKV2 

plasmides 

pGKV2 

p o( 21 

(1) + (2) 

taille des fragments 

de restriction 

EcoRI-Hind III ( Kb ) 

0.3 

0.7 

3.65 

2.7 

2.5 

pGKV20(, 6.15 Kb . . (fig 9) 

marqueurs 

/ 

I 
EMr ( 1 ) 

Amp r 

o<-amylase + ( 2) 

Le plasmide attendu que nous dénomerons pGKV2~ doit 

r é sulter de l'association du fragment de 3.65 Kb du pGKV2 et 

du f ragment de 2. 5 Kb du p o< 21. Le plasmide résultant doit 

posséder une taille de 6 .1 5 Kb, conférer la résistance à 

l 'é rythromycine ainsi que la fonction ~-amylolytique. 

La sélection a été établie sur ces deux caractéristiques 

associées à une sensibilité au chloramphénicol et à l'ampicil­

line. Une colonie correspondant à cette sélection a servi de 

base à une restriction EcoRI-Hind III. Le produit de cette 

restriction a subi une électrophorèse sur gel conjointement 

avec le p ex 21 et le pGKV2 clivés par les mêmes enzymes. La 

fi gure 7 présente le gel correspondant aux trois produits 

de restriction. Piste 1 : p ~ 21 ; piste 2 : pGKV2 ; piste 4 : 

pGKV 2 ~. Comme pour le pVAcx., les fragments de 3 . 65 et de 2 . 5 

Kb du pGKV2 se retrouvent aux emplacements des produits de 

restriction du p o( 21 et du pGKV2. 
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Fig 10 schéma présentant la construction du plasmide pGK130( 

à partie du poc 21 e t du pGK1 3 . 

Le plasmide pGK13~ ( 6 .85 Kb) est porteur des marqueurs 

de résistance à l' érythromicine (EMr) et au chloram­

phénicol (CMr),et du géne d'~ - a mylase de B . licheniformis 

RP Ol (AMY) (l i gn e double où l'orientation est indiquée par 

la fl è che) 



La présence ou l'absence du fragment EcoRI-EcoRI de 0.3 Kb 

porteur du promoteur pSP02 a _dû . être vérifiée. La restriction 

du pGKV2 ex présentée à la figure 7 ( piste 4 ) ne permet pas 

de visualiser ce fragment. Une restriction EcoRI a été effec­

tuée sur une préparation du pGKV2 et du pGKV2« ayant subi un 

trai tement à la RNAse : les produits de restriction sont migrés 

en parallè_le. La quanti té déposée sur gel pour le pGKV2CX était 

le double de celle du pGKV2. La banèe correspondant au frag­

men t de 0. 3 Kb était présente pour la restriction du pGKV2 

mai s pas pour le pGKV2 0( • 

II. 2. 3. 3 . Les plasmides pcx..21 et PGK1 3 

plasmides 

pGK1 3 

p ()(. 21 

taille des fragments 

de restriction 

EcoRI-Hind III 

4.35 

0 .55 

2 .7 

2 .5 

marqueurs 

/ 

r Amp 
+ IX-amylase 

(1) + (2 ) pGK1 3 0é, 6 . 85 Kb. (fi g 10 ) 

Le plasmide attendu doit poss é der une taille de 

6 . 85 , résultant de l'associ a tion du fragment d e 4 . 35 Kb du 

p GK13 et du fragment de 2 . 5 Kb du p ~ 21. Ce plasmide, que 

( 1 ) 

( 2 ) 

nous appellerons p GK1 3 ~ doit être porteur des gène s d e 

r ésis tance au chloramphénicol et à l' é rythromycine , et doit 

posséder le caractè re ~-amylolytique ( fi g 10 ) . Les trans­

formants ont ét é s é lectionné s pour leur r és istance à l' 

é r y thromycine et au chloramphénicol, pour la présence du 

c atac tè re ~-amylas e e t pou r leur s ens ibilité à l' ampicilline . 
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Un transformant corre_spondant à ces critères a fait l'objet 

d'une préparation rapide de DNA plasmidique. Ce DNA a subi 

une restriction EcoRI-Hind III. Le produit de restriction 

a été migré en parallèle avec les produits de restriction 

du p D< 21 et du pGK13 clivés avec les mêmes enzymes. Les deux 

fragments du pGK13~ se sont avéré correspondre aux fragments 

équivalents dans les produits de restriction du p rx 21 et du 

pGK13 ( fig 7 , pistes 1, 3, 5 ). 

III. Transformation chez S. faecalis 0GlX avec les plasmides 

pVA 0( , pGKV2 <X , pGK13 <X , pSA33. 

III._1. pVAo<. ,_pGKV21X, pGK130( 

Une préparation rapide de DNA a été réalisée à 

partir des souches TGl ( pVA o< ) , TGl ( pGKV2 lX ) et TGl 

( pGK13C)( ). La transformation chez 0GlX a été réalisée comme 

pour les plasmides non recombinants. Les transformants sont 

apparus après trois à quatre jours d'incubation à 37° C. Les 

taux de transformation ont été déterminés : 

nombre de trans­

fo rmants par y g 
de DNA 

pVA pGKV2 pGK1 3 

Les transformants ont été repiqués sur des milieux 

érythromycine 50 µg/ml et sur des milieux chloramphénicol 

20 µ g/ml, afin de vérifier la présence des marqueurs plasmidiques. 
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a, bl 

Cl dt 

' ig 11 colonies issues des souches OGlX (a/), OG lX (pVA OC ) (b/), 

OGlX (pGKV2()(.) (c/), OG lX (pGK13 <X ) (d/) repiquées sur milieu 

THB/succinate aoidon 0 . 2 % (p/v). Ces boîtes ont subi une 

coloration aux vapeurs d'iode 

Fig 12 transformant amy l olytique de S . faecalis OGlX ayant 

subi un premier striage sur bo ît e THB/succinate 

amidon 0 . 2 % (p/v). ( ~é!é~ogé~é~t± dan s la taille 
des colonies ) 
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Fig 13 colonie issue du premier passage sur THB/succinate 

amidon 0 .2 % (p/v) striée sur le même type de milieu 

( ~o~ogé~é!s~t!o~ de la taille des colonies ) 

>-.123456 À À 
/23.1 kb 

_/ _____ 9 .4 

-~-----~6.6 
---4.4 
-----2.3 
-----2.0 

Fig 14 gel d ' agarose 0 . 8 % (p/v ) pré sentation des profils 

de restriction des plasmides pVA <X., pGKV2 tX et pGK1 3 O< 

piste 1, 2 : DNA du pVA rx. restreint avec EcoRI et SphI 

piste 3 , 4 : DNA du pGKV2 tx restreint avec EcoRI et HindIII 

piste 5 , 6 : DNA du pGK1 3ô( restreint avec EcoRI et HindIII 

pi s te 1, 3 , 5 : DNA pré paré à partir d e E . coli TGl 

piste 2,4, 6 : DNA pré paré à p a rtir d e S . faecali s OG l X 



Les transformants OGl.X ( pVAo<.) et OGlX ( pGKV2 o<. ) se sont 

montrés résistants à l'érythromycine, et les transformants 

OGlX ( pGK13 C( ) résistants à l'érythromycine et au chlor­

amphénicol. Dans ces milieux où l'amidon était incorporé, 

toutes les colonies repiquées se sont montrées ~-amylase 

positives, et ceci pour les trois types de transformants 

( fig 11 ) . 

Tous les transformants ont été vérifiés pour leur croissance 

sur streptomycine et sur 0.05%NaN3 afin de s'assurer qu'ils 

étaient issus de la souche OGlX. 

Deux colonies de chaque type de transformant ont 

été striées sur boîte afin de vérifier l'homogénéité de la 

population aussi bien au niveau de la présence du caractère 

OC-amylolytique qu'au niveau de la taille des colonies. 

Il ést •apparu qu'après un premier striage, la population 

restait hétérogène au niveau de la taille des colonies 

( fig 12 ). Ceci pourrait s'expliquer par le fait que de 

nombreuses cellules n'ont pas récupéré totalement leur 

paroi. Lorsqu'une grosse colonie de ce premier striage est 

prélevée et striée à nouveau sur boîte de pétri, la popula­

tion s 'homogénise ( fig 13 ) . Cette non homogénéité , dans la 

taille des colonies avait déjà été observée pour les trans­

formants de OGlX des trois plasmides non recombinants 

( pVA838, pGKV2 et pGK13 ). 

Une préparation rapide de DNA plasmidique a été 

réalisée pour les transformants OGlX ( pVAO/.), OGlX ( pGKV2 0( ) 

et OGlX ( pGK1 3 D( ) . Le pVAO< est restreint avec les enzymes 

EcoRI et SphI, le pGKV2~ et le pGK1 3~ avec les enzymes 

EcoRI et Hind III. Les produits de ces restrtctions sont 

migrés en parall è le avec les mêmes plasmides restreints avec 

les mêmes enzymes, mais issus de E. coli ( fig 14 ) . Les 

profils de ces restrictions sont identiques entre le DNA 

ayant servi à 1a transformation ( issus de E. coli ) et le 

DNA préparé à partir de S. faecalis. 
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Une préparation de ce plasmide a été testée en 

transformation chez S. faecalis 0GlX. Les transformants 

sélectionnés sont apparus avec un à deux jours de retard 

par rapport aux transformants déjà obtenus avec les autres 

plasmides. Le taux de transformation était de 6xl0 2 trans­

formants par ug de DNA. Ils ont été repiqués sur milieu 

chloramphénicol 20 µg/ml et sur kanamycine 500 µg/ml, sans 

succès. L'expression du gène de résistance au chloramphé­

nicol ne peut être mise en cause, ce gène étant le même 

que celui présent dans le pGK13 et étant parfaitement 

exprimé chez S. faecalis. Par contre, on peut mettre en 

doute la stabilité et le maintien du plasmide. Une hypo­

thèse pourrait être la suivante : le plasmide serait 

maintenu dans la colonie issue de protoplastes, car les 

conditions sélectives ( 5 µg/ml ) appliquées obligent son 

maintien pour la survie du protoplaste ; màis dès que les 

cellules récupèrent leur paroi, elles ne sont plus sensibles 

à 5 pg/ml de chloramphénicol. A ce moment, si le plasmide 

n'est présent qu'à un ou deux exemplaires par cellule et 

si sa réplication est difficile, il ne se maitiendra pas. 

Ce phénomène peut être défini comme une instabilit é 

ségrégationnelle en l'absence de pression sélective. 

Ces données concordent avec l'impossibilité de transférer 

le pUBll0 chez S. pneumoniae ( Espinosa et col.(1982)), 

dont l'origine de réplication de ce plasmide se retrouve 

dans le pSA33. 
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IV. Tests préliminaires de comparaison entre les trois souches 

recombinantes de S. faecalis 0GlX 

IV. 1. 1. Protocole utilisé 

Une colonie isolée de chaque transformant sert à 

ensemencer 20 ml de THB supplémenté de 50 µg/ml d'érythro­

mycine. La culture est arrêtée après 18 heures de croissance 

à 37° C ; un pl est prélevé et sert à inoculer 20 ml de THB 

sans antibiotiques, soit une dilution de 2xl04 . Cette culture 

où la pression de sélection exercée par l'érythromycine est 

supprimée est arrêtée après 18 heures, ce qui correspond à au 

moins 20 générations. Un µl de ce t te culture est prélevé et 

dilué jusqu'à 10-6 ; un dixième de cette dilution est étalé 

sur boîte de pétri sans antibiotiques. Le nombre de colonies 

varie de 100 à 200 UFC par boîte. Ces colonies sont ensuite 

repiquées sur milieu sélectif afin de déterminer le nombre 

de colonies sensibles à l'antibiotique. Les co l onies ont 

été également testées pour le caractère oc-amylolytique, car 

si le gène constitue un fardeau physiolog ique ou métabolique 

et si une mutation supprime son expression, les bactéries 

possédant un tel type de plasmide seront plus compétitives 

que les autres et une partie de la population bactérienne 

pourrait toujours être résistante à l'érythromycine sans 

pour autant possé der le caractère 1)(-amyl o lytique. 
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IV. 1. 2. Résultats 

Cette étude a été menée à la fois sur les vecteurs 

vierges ( pVA838, pGKV2 et pGK13 ) et sur les vecteurs recom­

binants ( pVA~ , pGKV2~ et pGK13~) ceci afin de déterminer 

l'existence d'une variation significative de stabilité possible 

liée à la présence du gène d' (){-amylase. 

% ( + 
0( -amylase ) / 

souche N n( EM 8 ) % ( EMr ) % ( EMr) 

s. faecalis 

OGlX ( 

OGlX ( 

OGlX ( 

OGlX ( 

OGlX ( 

OGl X ( 

pVA838 130 1 99.2 I 
pVAot. ) 208 0 100 100 

pGKV2 115 5 95.7 I 
pGKV2 O<'. ) 185 8 95.7 100 

pGK13 ) 200 3 98.5 I 
pGK13 0( ) 129 2 98.4 100 

N = taille de l'échantillon 

= nombre de colonies sensibles à l'érvthromycine 

= pourcentage de colonies résistantes à l'érythro­

r:1ycine 

On n'a pas pu mettre en évidence une différence 

si gnificative de stabilité entre les plasmides vierges et 

leur équivalent amylolytique. Il n'apparaît pas non plus de 

sé gré gation entre la rési stance à l' é rythromycine et le 

caractère ~-amylolytique pour les transformants recombinants 

après plus de 40 générations ( 18 heure s en conditions 

sélectives et 18 heures en conditions non sélectives ). 
r + Les de ux marqueurs , EM et ()(-amy lase , sont perdus ensemble 

lors de la perte du plasmide, car l es colonies EMs s ont toute s 

~- amylase n égat i ves . 
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Il n'y a pas vraiment de différence de stabilité entre les 

trois g roupes _de plasmides ; on peut dire qu'ils sont bien 

maitenus au sein de l'hôte S. faecalis. Ces données sont 

compatibles avec celles déterminées pour le pGK12 chez§. 

lactis où par le même protocole et sur échantillon de 206 

colonies, le pourcentage de colonies EMr était de 100 % 
( Kok et col.(1984)), et pour le pVA838 chez S. sanguis 

où le pourcentage de colonies EMr était supérieur à 99.9 % 
( 30 générations en conditions non sélectives ) ( Macrina 

et col.(1982)). 

L'étude de la stabilité plasmidique est un problème 

très complexe ; le protocole utilisé ne présente qu'une 

approche de cette problématique. Ce protocole pourrait lui­

même être amélioré en augmentant le nombre de générations 

en conditions non sélectives et la taille des échantillons. 

IV. 2. Tests pré liminaires de dosage de l'~-amylase produite 

par les souches OGlX amylolytiques 

La présence de halos de dégradation de l'amidon 

dans le milieu certifie l'expression du gène d' ~-amylase 

dans les souches OG lX ( pVAcx ) , OGlX ( pGKV20<. ) et OGlX 

( pGK130<. ) , et ceci par rapport à une souche OGlX vierge 

( non amylolytique ) . Mais su r la base des colonies 

repiquées au même moment, il apparaît une différence 

significative de la taille du halo entre les colonies issues 

de OG lX ( pGK1 3 CX ) ' OGlX ( pVAo<. et OGlX ( pGKV2cx ) ( fig 11 

Cette diffé rence est d'autant plus étonnante que le pGK13<X et 

le pGKV2cx sont issus du même réplicon naturel le pWOl de 

S. cremoris WG2. On pourrait donc s'attendre à ce qu'ils 

manifestent un nombre de copies par cellule similaire. Mais 

l'environnement d'un gène est souvent déterminant pour son 

expression et il est possible que l'environnement du gè ne 
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d' ~-amylase dans le plasmide pGKV2~ soit défavorable à son 

expression, mais ceci n'est qu'une hypothèse. Une étude des 

séquences en aval du gène pourrait s'avérer utile pour 

vérifier cette hypothèse. 

Il apparaît également une . faible différence de taille des 

halos entre les colonies OGlX ( pVAo<. et OGlX ( pGKV13 o< ) , 

mais cette différence est difficilement quantifiable au niveau 

d'un halo si la taille de celui-ci est fonction de la taille 

de la colonie. 

Une quantification relative de l'expression du gène peut être 

réalisée par un dosage de l' 0( -amylase. 

Une culture de 20 ml de THB supplémentée avec les 

concentrations en antibiotiques adéquates a été réalisée pour 

chaque souche OGlX amylolytique. Les trois cultures ont été 

arrêtées à la même DO ( 650 nm ) de 1.2. Les surnageants ont 

été prélevés après centrifugation et dosés par la méthode au 

DNS décrite dans" Matériels et méthodes". Les trois valeurs 

de DO obtenues pour OGl X ( pVArx. ) , OGl X ( pGKV2CX'.. ) et OGl X 

( pGK1 3 ~ ) sont respectivement de O.lp60, 0.0563 et 0. 08 20 . 

Ces trois valeurs sont trè s faibles et difficiles à reporter 

sur la dro.ite....,é_talon ( fig 1 6 ) , et une comparaison entre ces 

val e urs serait peu significative. Une solution pour affiner 

ce dosage serait de concentrer les surnageants, soit par 

dialys e contre du PEG 20000 ou par pré cipitation del'~­

amylase avec du sulfate d 'amonium. L'amé lioration d e ce do s a ge 

n'a p a s été r é alisée car les investi gations néce ssaires à sa 

mi se au point correcte furent limité e s par le temp s qu'il me 

re s tait pour r é aliser ce tra v a il. 
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Une méthode développée très récemment par Wirth 

et col.(1986) permettant la transformation directe de proto­

plastes de S. faecalis, et ceci avec des taux de transfor­

mation compris entre 102 et 106 transformants par )lg de DNA, 

suivant la nature du plasmide , a grandement facilité l' 

accessibilité de S. faecalis en tant qu'hôte de clonage. 

Cette technique entièrement nouvelle a été mise en oeuvre 

dans notr.e laboratoire dans le cadre de ce travail. Dans 

un premier temps,nous avons utilisé le plasmide pVA838, ce 

plasmide ayant déjà été éprouvé par les inventeurs de la 

méthode. La transformation avec le pVA838 s ' est avérée moins 

efficiente qu'entre leurs mains, mais satisfaisante étant 

donné la moindre pureté du DNA utilisé ( préparations rapides ). 

Deux nouveaux plasmides -navettes, le pGKV2 et le 

p GK 13 possédant déjà un spectre d'hôtes étendu ont été 

également utilisés au cours de ce travail, avec des taux de 

transformation inégalés avec du DNA provenant de préparations 

rapides . La valeur maximale en préparation rapide obtenue 

par Wirth et col. était de 103 transformants par )lg de DNA 

pour le pAM401, plasmide qui en préparation très purifiée 

donnait un taux detransformation de 4x106 transformants par 

)lg de DNA ( le maximum obtenu par Wirth et col. pour sept 

plasmides testés ). 

Le clonage du gène d' ~-amylase de B. licheniformis 

n'a pas été directement réalisé che z S . faecalis mais plutôt 

chez E . coli comme hôte intermédiaire, ceci é tant permis par 

une bonne réplication de c es trois plasmides che z cet hôte. 

Le clonage a été r éalisé chez cette bacté rie pour des rai sons 

de facilités techniques : garantie de l'expression du gène et 

visualisation de celle-ci par le système simple de la colo­

ration aux vapeurs d 'iode . 
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Trois plasmides ~porteurs du gène d' 0<.-amylase ont été 

construits, le pVAO<. ~ le pGKV2 oc et le pGK13 oc.. . Ces trois 

plasmides ont transformé efficacement les protoplastes de 

S. faecalis. Les transformants de ces trois plasmides se sont 

avérés oc-amylase positifs. Donc, la machinerie de transcrip­

tion et traduction s'est avérée capable de reconnaître les 

signaux portés par ce gène étranger originaire de Bacillus 

licheniformis, où à priori la compatibilité n'était pas 

assurée, car aucun travail de ce genre ne trouve son équiva­

lent chez S. faecalis. 

Sur la base de données semi-quantitatives observées au 

niveau de la taille des halos et des rendements de prépara-

ton rapide de DNA, associées au nombre de copies des vecteurs 

vierges déterminé dans d'autres espèces du genre Streptococcus, 

il nous a semblé intéressant de comparer entre eux les diffé­

rents transformants. Des tests préliminaires d'étude de la 

stabilité plasmidique et du dosage del' o<-amylase ont été 

entrepris, mais la poursuite de ceux-ci s'avère indispensable. 

A côté de l'étude de ces deux paramètres, la détermination 

du nombre de copies par cellule aussi bien pour les plasmides 

vierges que pour leur équivalent porteur du gène d' oc-amylase 

reste à faire chez S. faecalis. Les seules données actuelle­

ment déterminées dans le genre Streptococcus ont été réalisées 

chez S. sanguis et S. lactis, et ceci seulement pour les 

vecteurs à l'état non recombiné. La présence du gène d' ~­

amylase au sein du plasmide affecte obligatoirement sa taille 

et probablement l'environnement des séquences de réplication . ; 

ces deux paramètres pourraient influencer le nombre de copies 

du plasmide par cellule. 

Un problème physiologique important n'a~pas été 

abordé dans ce travail : l'exportation del' OC-amylase chez 

S. faecalis. L' ~-amylase originaire d'un genre différent du 

genre Streptococcus pose la question d'une compatibilité des 

systè mes d'exportation. La séquence signal présente dans la 

pré-~-amylase joue-t-elle un rôle similaire à celui rencontré 

chez B. licheniformis? Une approche génétique peut être 

envisagée pour déterminer le rôle de cette séquence chez 
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S. faecalis. La construction d'un plasmide porteur du gène 

d' OC.-amylase délété pour la partie de ce gène codant pour 

la séquence signal a été réalisée chez E. coli ( mémoire 

O. Laloux . (1987)). Un transfert de ce gène délété chez 

S. faecalis -est réalisable au moyen d'un des plasmides 

navettes décrits dans ce travail. Un dosage intra- et extra­

cellulaire del' Ol-amylase pourra nous éclairer sur l'effi­

cience potentielle de cette séquence signal chez S. faecalis. 

Dès qu'une méthode de transformation est accessible pour 

un nouvel organisme, les techniques de clonage utilisées pour 

les autres organismes peuvent lui être appliquées. Une nou­

velle approche génétique et physiologique est réalisable. 

Ainsi, l'étude des mécanismes moléculaires· assurant la 

sécrétion des protéines est accessible via des gènes propres 

à S. faecalis. Pour donner un exemple·, on pourrait isoler 

par complémentation un gène codant pour une protéase ( géla­

tinase ) exportée . présente dans la souche OGlRF et non dans 

la souche OGlX. Ce gène pourrait ensuite être caractérisé 

structuralement et fonctionnellement. 

Ces é tudes génétiques fondamentales sont nécessaires avant 

d'env isager une application pratique de S. faecalis dans 

l'ens ilage, car dans le cadre d'une applica~ion, l'approche 

gé n é tique vise à optimiser des paramètres tels que l'exporta­

tion ou l'expression du gène. L'optimisation des caractères 

propres au gène doit être associée à une étude des vecteurs 

de clonage. Une recherche doit être menée vers l'exploitation 

de plasmides à nombre de copies élevé par cellule. On 

v e i llera à ce que le plasmide et s on gè ne soient maintenus 

d e manière stable au sein de S. faecalis et ceci tout en 

c onse rvant une expression maximale du gè ne s ans traumatisme 

phy s iologique pour l'hôte. 

L'objectif que nous nou s é ti ons a s si gné au début 

d e c e travail a é té atteint : nous avon s pu dé montrer la 

faisabilité du projet en c r é ant une souche amylolytique de 

S . f a ecalis. Cependant, un en s e mbl e d ' amé liora ti on s génétiques 

doi vent encore être r é ali sé e s . 
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Lorsque celle?-ci seront effectuées, on pourra alors seule­

ment envisager une recherche des partenaires adéquats, c'est 

à dire sélectionner une souche de S. faecalis compétitive 

au sein de l'ensilage et rechercher l'amylase la plus 

efficace dans les conditions règnant dans l'ensilage. 

L'utilisation du couple souche-gène le plus approprié devra 

encore être précédé d'essais en silo de laboratoire avant 

d'envisager son utilisation dans le conditionnement d'un 

additif d'ensilage. 
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