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: Ammal-l@s-@]u TS Biochimiste

Définition de la nature des épreuves

1, Epreuva da Iral]z;als

* Epreuve é::n'la-‘

¢ Durée maximale © 3. hedres
 Caetliclant : 3 ‘
1.1 Bt e ."éprauv'e :

L'dpreuve 4 pour bul de vérifler 'aptitude du candi-
daras ' . .

— salslr dans uh lexte les ldées essentieies ot lour
.organisatlon fogique, .

— 5'exprimer avéc s\mp!lcné &l carrection.
1.2 Natara ds Péprouve

'égreuve consisle en une cantraction d'un texte, sul-

wle de questions dont ['une invite.d un lravall da com-

position frangaise.

1.2.7 — On proposera un texte d'environ 900 mols
qui offrira par ful-méme un sens assez complet, qui
soil clalr et hlen composé et qui se préte 4 ung analyse’
d'jdées. Co

1.2,2 — On proposera un texie de cinquante & oenl
lighes dactylographiées qui offre par lui-méme un sens
assez complel, qui soil ¢lalr et bien composd el qu
se préta & une andlyse d'iddes.

§.2.3 — Le lexte proposd portera sur les problémes
88 I2 vie moderne — problémes de cullure. person-
nelle 21 de relations soclales. —~ qui petivant intéras-
ser un futur technlcien. .

L& candidal devra : ) )
~ résumer Ja texte 6n.un nombre-fixé de mots,

— répondre & quelques ‘questions destinges &-lul laire
préciser el expliguer le sens da notlons et de mols
imporiants du fexte,”

— eXprimer dzns un commentalre succingt et tom-
posé ses vues personnelles sur "ensemble ou sur un
aspect parliculler du texte. . .

2, Epreuve d'anylais

+ Epreuve berite

» Durde : 2 heures

« {oefficlent : 2

L'dpreuve doil permetire devériflar les capacités du -

candida :

— ("exploller carreciemanl des docurents A carag-

tére technigue (articles de presse ou extrails d'ou-
vages spécialisds, notlces el modes d'emplol, dia-
grammes et schémas, leltves, communications),

— e proposer des éléments de rédaction simplos en
anglals sur un sujet. touchan & la spéefalitd,

Cecl implique fa capacité :

— de rerdre comple, ea frangas, de maniére pari-
nente des informations essentielles contenues dans
le document,

— de iradulre une partle de ¢ document;

-~ da rédigar en anglals.quelques phrases selon les

- Indigations qul fui sont fournies.

3 Epiglwa de maiﬁ_émallqﬂes - sclances physiques
* Epreuve éerite

» Diée : 4 heures (2 h + 2 h)

« Coelliclant : 4

L'épréuve comporte dsux parlles. obligaloires, orga- .
nisees &n continuilé

Promitea parll ; Mathématiquos (coellicient : 1,5)
— Otjectits - C

" L'enseignement des Maihématiques a pour triple ob-

Jectif de fourale un culll efficace pour les Sclences
physlaues i blologlques et 12 Technologle, de-téve-
Iopper-la tormation sclentifique et de contribuer & a
tormation personnelle ef ralationnelle, Par suita, cel-
te premitre partie d'éprauve dolt permettre :

“» d'apprégiar s solicité des sonnalssances dos can-

didals & leur capacilé & les uliliser dans tes situa-
lions variges,

« da vérifier Jaur-aplitude au rasonnement et faur ca- -
ilé & anafyser ¢otreciement un probléme, A justi-
ler les résullats-oblenus ol & apprécier lour portée,

* g"apprécler feurs gualités dans les domanes de {'ox-
pression écrite 61 de I'exdeution solgnde dy taches
diverses (Jracds graphiques, calculs 4 la main au sur

machihe). )
= Nalure ds cette partie o'dpreuve :

Celig partie o épreuve dcrile est prévue pour wne durée -
de deux heures, . .

-Les sujets comportent deux exerclces de Mathémall-
ques recouvraal une parl 4rés. large du programme,
Les thémes mathdmaliqles qu'lls metlen! en ceuvie

rtent pdncl§a1emenl sur les chaplires les plos ull-
les- pour les Stlances physiques el biologlques, Le
nambre da polnls affestd a haqua exercice est Indi-

qué aux candidals. T .

L:*épreuve porte sur des applicalions directes tes con-
nalssances-ge cours. . .

W convient d'8viter lolle dillicuité thdortque 81 toute
technlelié mathématique excessive. .

La longueur et 'ampisur du sujet dolvent permelire
# un-eandidat moyan de traiter le sujet el de I rédi-
ger posément dans e femps imparit.

L utilisation dss calculatrices penidant |'épreuve est
délinde par | circulaire n® 85:228 du 28 Juillet 1996
publide.au Buledin pfffcial n° 34 du 2 ooigbre 1988,

Les deux polnls suivarits dolvent élra rappelds en.1é-
te des sujels

. la clartd, des ralsonnements et la qualité de la ré-
daction interviandront pour une par{ importanie de
1'apprégialion des coples ;

_— T'usags des Instruments de calul et du formulal-
re elficie] de mathémaliqiss est aulorisd.



Deuxtma partio : Sclences physiquss (physique si/on
chimle - coefficlent : 2,5)

Cette ssconda partie da I"8preuve porte sur les peo-
grammes de physique el chimle (cours el {ravaux pra-
tlquas). ENle comperie plusleurs exercicas Indépen-
dants. Touts question de cours en tan que telle est
exclus, inals 1l peut fre falt appel & des restitutions
ponctuelies de connaissances, Les questions posses
sa rappertent de préférence 4 des appiications con-
oroles en liaison avec |a domaine professionnet du can-
didat

Il dolt &re vérifié que le candidat :

— analyse cunvanablemant un probléme posé en uti-
hisani J

-- propose ung sohitlon (qualiiallve ou quantitative)
justiftée: par un ralsonnement Joglque,

— loumil un résultat numérique sxprime aves des uni-
185 ot la précision addquates : fa plus grande atten-
tion sera acserdde au nombra ds chiffres significatifs.

", Epraive de hlnchlmln-hlnlnuln

— Epreuve écrlte
— Durds maximale : 4 heures
- Coelticlent : 6

Celte épreuve dott parmetire ¢'apprécier la niveau des
copnaissances du candidat dans les domalnes de la
biochimle, de la microblologie, de la blologia caltulai-
ra et molécutaire el de la physiologie, Elle dolt avoir
un caractére plundisciplinalre.

(T Pr Y

Elle comgporle pi

5. Errnwa professionnelie de synthésa : éluds et réa-
llsatlon pratigue d'opérations techiiques

— Epreuve écrite el pralique

-~ Durée maximale : 14 heures

— Coeffictent ; 12

Cetle épreuve comporte deux parties obligataires.
Promibra partie ; dheda dopdrations tochniques

- Parlia écrita

- Durée : 4 heures

— Cosfficient : 4

Catle partie a pour bul d" apprénier la nilveau des con-
de.vérifier los
capacliés de réilexion en vie de fa résolutfon des pro-
hiemes techniques simples pouvant relever das do-

malnes de la biochimie, da la microbiologle, de la bio-
iogie celiulaira et mottculaire e de la physiulogle

Elle doit permeltre d'apprécier ;
— les capacliés :
= d“analysa du grobléme,

* do conception et de défindifon d'une siratégl ex-
périmentale,

* 4 "ulillsation da documents, dventuellement, de lan-
que anglaise,

* gja prise en comple des aspects concermant la sé-
curitd, la égiskation 8t B gestion,

. d'uiillsalkfn des technlques et du matériel. notam-
mant informatique,

— |'espell d'Initialive.

Deuxtéme partle ; rdalisation pratique A opérations

{achniquos

— Parlia pratique

-- Duréa maximale : 10 heures

— Cosfficlem : 8

Celle partle d'épreuve a pour but do wérifiar les savoir-
faire dans les domalnes de 1a blochimie, et/md de la
microbidlagle, et/ou de la biolegle cellulalre et mofé-
colalra, Bi7ou de Ja physiologie.

Eite est plurldisciplinaire.

""Ello dait pormetire de vériiier les capachiés 1

~— g misa en guvre d'un protocole opéraioire dans
dis conditions sallstalsantes de'sécurité et o efficacits,

— d'erganigation.

— de figueor el de précision dans |"exécution,
-- d'gxplollation des résuitats.

Ella peuf se dérouler en plusleurs partles,

Elfa comporte plusieurs guestions liées ou Indépen-
dantes.

Elle a un caractére assentisllement pratique.

Elle donne llew & urk comple fendu et pout, dventuet-
lernent, faire appel aux techniques de [Mnfermatique.
. Eprauvo de sttepance.du rappert de stage ou d'ac-
livlté profasslonnelie

— Epreuvs orale

— Durée maximals :0,5 heure

- L‘.uaﬂicianl 3 (2 pour les compétences selentlii-

fques et i 1 pour les é en éco-
nomig et gestion)

| "dpreuve a pour but de vérifier ;

i. En ca qul sonceme I conmalssance profassion-
nelle et hureaine de I'entrapriss, sf la eandidal esl
capable de :

— appréhender fes données consttulives d’wne en-
treprise ou d'un laboratoire,

— comprendre fa fonctionssment d'une entrepiise ou
d'un lahoratolre sur les plans de'la technlque et de
'organisation,

~ présentor las activitds d'un stage en analysam fes
bitmes technigues trés
adoptées,



2. En co qui concené la communication et [*expres-
slon, sl la candidal est capable ds :

— dégager, ordonner el mettre en valeur les poinis
tlefs d'un d tére technique,

— maltriser les techniques d2 la commupicalion aralo
devant un auditolre non familler.

— utliser la langue frangaise correclement el avec
clarld.

Le candidat présentera et soutiendra oralement le rap-
port qu'll aura dtabil & 'lssue da son slage da deuxié-
me annds on entreprise 5'll s*agit 8'un candldat sco-
larisd ow un rapport sur son aclivitd professionneils
' s*aglt 4*un candidat dispensé te stage en raison
d'un empiol salarié,

11 dovra notamment fairs apparafire le caractdra spé-
cifigus tie I'entrepriss ab | aura ellectud son stage’
ou exerce son activilé professionnalle. rentre comp-
te da |2 visés, du dér gl de I'ab

du stage lul-méme, ou de I'activité professionnelle,
exposer les réfloxions en particulier ¢'orcre techni-
fue i e stage ou I"activil professionnelts [l aura
inspirdes.

La présenlailon n'excédera pas 20 mintles,

L.a secande parle de |"épreuve pourra étre consacrée
A un dlalogue entre (e jury el le candidal.

La rapport de stage ou d'activitd professionnslle de
dix & vingt pagas daclylographlées (quinze & trente
pages manuscriias), sans compler les documants
technlquss, comprencra

— uné préseniation schématique de 1'établisserment
te slags et du déroulorent du stage de Deusxdime an-
née ou da 1 aclivile professionnelle exercée dans le
domaine de & biochimie ou de lz biclogle,

— |a comple rendu d'un travail personnel,

— un réflexion personnells concernant I'aclivid pro-
fessionnelle &1 un bilan sur ce slage ou sur célle ac-
fivité professionnetle,

Ce travall devra prendra en comple les problémes de
sécurita et de Iégislation,

|65 documents indispensables 4 'a compréhentlon de
ce rapporl pourront figurer en annexe.

Pour les candldals scelarisds, la fiche de stage sera
joiniz.

L'évaluatlon des aspecls sclentifiques ot lechniques
g fera selon ia répartitlon suivanta ;

— dossler écril : cosfficlent 1.

— présentallon orale ef eniretien : coefficiont 1.
La commission dg jury pour catte éprauve comprend ;
— ur piofesseur ¢'écenomle el gastion,

- un professeur chargé d'enseignement lechnologl-
que.

— un professionnel,

Les candidals aulorlsés ayanl échioué 3 |'examen pou-

— s0it présanter de nouveau le rapport soutens lors
de la session & laquelle lls ont dchous,

— soit, 5'ifs I8 ugent nécessaire, madifler celul-cl
dans e sens qu'lls estimant opporfun ou refalre un
nouveau stage el rédiger un nouveau rapparl qul lent
comple des sllualions rencenlrées au colis ds ca se-
cond stage et qui peut reprendre des cbsarvations
rassembléos au cours du premier slags,

Pour cette épreuve de soulenance da rappor! do sta-
ge, [l copvient de lenir comple du caractire secret
de cerlains domaines de la blechimie et de la blolo-
gle et de V'obligallon pour les candidals de ne pas
divulguer des faits conlidentlels appris au cours de
leur stage ou lors de leur aclivité professfonnells.

Le Jury veillera & ne pas motire fes candidals en difl-
cuité sur cet aspect ¢e teur formation en milleu pro-
fesslonnel.

Pour ce qui concerne lzs Informations contenugs dans
leur rapport écrit, les candidals doivent avelr ebleru
I'accord du responsable ds lour sizge ou de leur ag-
fivité professionnelle au sein de I'entraprise. Ul leur
sera en outre rappelé que cetle épreuve ne saurail
Ies lIbérer de I'obligation de respecter les secrets pro-
fessiennals.

0Oa plus, i sera indlqué au responsable de I'entrepri-
se dans laquelle le candidat a effeciud son stags ou
est employg qu'll peut, s'll le juge wtile, désigner une
personne qui sera aulorisée 4 asslster, en fant gu'ch-
servateur, 4 Ja soutsnance du rapport et qul pourra,
dveniuallement, intervenlr pour praserver ls caractd-
re confidenliel de certains &léments el pour éviter que
ne 5'Inéiavre de ce falt upe situation préjudiclable au
candidat.






EPREUVE ﬁ.E FRANCAIS: SYNTHESE DE DOCUMENTS,
Durée: 4 heures: ] : Coetficient: 3

A partir des decuments ci-joints, qui é&voguent les difficultés
de la communication dans le monde d'auwjourd'hul, vous ferez une
synthése objective, concise et ordonnée. Aprés quoi, dans une bréve
conclusion, vous donnerez votre point de vue sur la gquestion.

bPocument 1 : A. Oger Stéfanink

La communication c'est comme le Chineis, cela s'apprend

Rivager/les  Echos - 1987

Document 2 : J.P. Lehnisch - La_commu dans 1'entre e
PUF - 1985

Document 3 : E. Zarifian - Des paradis plein la téte
Ed, Cdile Jacob - 1994

pocument 4 : P. Watzlawick, J. Helmick - Beavin et D.D. Jackson
Une logique de la communi ion :
Seuil = 1967 -

pooument 5 : F. Mauriac - Le noeud de vipéres
le livre de poche - 1932

YOCUMENT 1 «Méfie toi de I'homme dont le vensre ne bouge pas quand il rit.»
' dicton cantonais.

1.'objectif du code verbal est la transmission d'une information, Le non-verbal
est utilisé pour établir et mainténir la relation interpersonnelle, C'est ce que confirme
Riccoboni, acteur de la Commedia dell'arte, quand en 1738, parlant du thédtre, il -
déclare : «L'art de la déclamation consiste & joindre & une prononciation variée
Yexpression du geste, pour mieux faire sentir toute la force de la pensée.»

En effet, c'est la convergence et la concordance du systéme verbal et du non-
verbal qui assurent la meilleure. réception du message et la communication la plus
-efficace.

Le dit de la parole et le vécu du corps doivent éire en congruence. Au théitre,
le bon comédien est celui qui sait jouer cet accord pour faire vivre son personnage,

Sachez que lorsqu'il y a mensonge, le non-verbal le transmet A 'insy de
I'individu. Le corps est plus difficile 4 censurer que la parcle. La bouche peut se
taire, les doigts continuent & bavarder. Un individu peut simuler un sourire, mais un
seul cHt€ de sa bouche «oue Ie jeu», Le sourire glisse en coin. Un sourire «de fagade»
se transforme en grimace. «Jl existe mille orifices invisibles (...} & travers lesquels un
oeil pénétrant pewt voir d'ur seul coup ce qui se passe dans une dme», écrivait
Laurence Sterne, )

Lorsque le président égyptien Anouar el-Sadate est venu en 1977 & la Knessett,
le parlement israélien, parler du pacte d‘amitié entre 1'Egypte et Isragl, on raconte que
Jérusalem se demandail si, huit jours plus tard, les chars égyptiens ne seraient pas,
une fois encore, sur les plateaux du Golan. Sachant que la discordance entre Ia parole
et la pensée entraine aufomatiquement un contre-discours corporel, les services secrets
isragliens avaient décid€ de filmer et d'observer Sadate de la téte aux pieds. Il pent y
avoir des doigts de pieds qui manifestent leur désaccord ! L'observation directe, puis
le visionnage du film ne décelérent aucune dissonance. L'histoire I'attesta. Les
accords ne furent pas rompus et Sadate paya de sa vie, le 6 octobre 1981, la signature
de ce traité,

95-1



Ne devenez ni un grand inquisiteur, ni un agent de la CIA, ni du KGB, mais
surveillez tout geste parasite, toute dissonance dans le discours de vos interlocuteurs.
Apprenez 2 lire le langage du corps, vous y découvrirez le mensonge ou Ia vérité de
la parole...

«Car & coté de la culture par mots, il y a la culture par gestes».
. Antonin Artaud.

A. Oger - Stéfanink
co nication ¢'est comme le Chinois, cela §'apprend

DOCUMENT 2 ,
. Par son importance, la communication dans I'entreprise est
devenue un élément de la stratégie que doit adopter toute organisation. Le
probléme A résoudre est cependant redoutable pour au moins trois raisons :

- Pendant longtemps, et en périodes de croissance notamment, ce
besein de communication n’apparaissait pas comme un impératif. En ére
de vaches grasses, 1'on sail que les probiémes psychologiques sont plus
facilement refoulés. 11 y a une dynamique de la croissance et do la réussite
qui balaie tout ce qui peut apparailre comme des obstacles ou des
réflexions inutiles, Actuellement, celte époque a vécu. Les difficultés 4
résoudre ont mis en &vidence la nécessaire collaboration des hommes,
laquelle passe inévitablement par une communication de qualité qui, elle-
méme, sous-tend la motivation ambiante,

- La deuxidme raison vient du fait que tout ce qui touche 1"humain
est trds difficile A résoudre. Les cadres frangais ont éé plus habitués 2
résoudre des problémes techniques précis que de s'occuper de
«psychalogie» longtemps apparue, non pas comme une technique, mais
con;‘mc une «philosophie» avec le ¢oté «réveurs que ce mot revét pour e
profare. .

- L'entreprise est A la recherche d'un nouveau modéle
d'organisation. Celui d'hier a véeu. Celui de demain est en voie
d'apparition. Pendant longtemps, on a vécu sur un modéle de 1'entreprise
1380 modifié 1925, ¢'est-a-dire sur un schéma de 'entreprise industrielle
medifiée par le taylorisme. C'était un mod@le rationriel, héritier du XVIe
si¢cle et de Ia philosophie des Lumiéres associée au culte de la raison. On
se désintéressait donc naturellement de 1'irrationnel. Notons que le
taylorisme n'a pas seulement pénétré l'industrie, mais également les
services et les administrations. Ce systdme a répondu avec beaucoup
d'efficacité A 1'attente de 1'époque ; il a créé des emplois par dizaines de
millions, 2 modernisé la société, a créé des richesses au point que 1'on est
arrivé A critiquer les sociétés de consommation, et a permis, aprés la
Seconde Guerre mondiale, de faire redémarrer les économies nationales,

Cependant, depuis cing 2 dix ans, ce systtme d'organisation
s'efface (cf. I'industric avtomobile, la sidérurgie...). La culture
taylorienne céde de plus en pius la place A la société de l'information. Le
grave probléme & résoudre est que cefte mutation se fait trés vite. I1 fallait
jadis une & deux générations pour passer d'un systtme & un aufre.
Actuellement, quelques annéeés seulement sont laissées aux entreprises
pour passer d'un modele industriel 3 un modéle de communication.

L.P. Lehnisch
communication dans 1'entreprise
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. DOCUMENT 3 _
Les troubles psychiques pétissent d'une image extrémement
négative dans 1'esprit du grand public, En fait ce sont les gens souffrant de
troubles psychiques qui sont gravement pénalisés. Dans notre monde
logique et rationnel, ol toute vérité doit étre matérialisée et concrate, la
souffrance psychique dérange, fait peur, ou pire, n'est pas crédible, Il le
fait exprés, secoue-toi, tu as tout pour &tre heureux, tu es paresseux,
regarde ce que 1'on fait pour toi, c'est de la simulation, ¢'est une fentative
de sunicide chantage...» Abrépeons. Les représentations des «maladies
mentales» sont toujours effrayantes et elles engendrent la peur, donc
I'intolérance et 1'exclusion. La rangon pour les patients, ¢'est la honte, le
retard dans les soins, les difficultés de réinsertion, Les conséquences pour
les familles, c'est le silence, la solitude dans la peine, le sentiment
d'abandon et l'interdiction de la compassion d'autrui, ’

Les représentations fausses sont bien évidemment le résultat d'une
absence d'information ou d'une information erronée, Le «malade mentals,
comme on dit de manitre giobale, mélangeant dans une fraternelle
confusion toutes les formes de souffrance psychique, est dangereux et
incurable, Il est interné dans des asiles od il est soigné (sans que I'on sache
bien de quels soins il s'agit) par des gens que 1'on appelle les «psy» et qui
sont en général aussi fous que leurs malades, Les mots «maladies
mentales» pésent d'un poids trés lourd. Le public ne sait pas que 800 000
personnes sont suivies en France dans le seul secteur public pour troubles
psychiques dont 73 000 sont hospitalisées tous les ans. Le public ne sait
pas que:personne n'est & l'abri et qu'aujourd'hui 25 % des Francais
connaissent dans leur entourage quelqu'un qui est en difficulté. Le public
ne sait pas que la souffrance psychique va du chagrin d'amour 3 fa
schizophrénie en passant par toutes les conséquences traumatisantes des
accidents de parcours de 1'existence.

C'est pour ces raisons que des pays proches de la France, comme
la Hollande et la Grande-Bretagne, ont développé des campagnes de
communication destinées au grand public et qui ont modifié I'image, et
donc le statut, des troubles psychiques, C'est pourquoi aussi quatre grands
hépitaux psychiatriques parisiens se sont associés en créant une structure,
«Psycom», animée par Jo&l Martinez, un directeur d'établissement, et se
sont lancés dans l'analyse d'image, la communication et a transformation
de la représentation des troubles psychiques. C'est pour ces raisons que
des associations de psychiatres, des groupes trés divers de professionnels
de la sant$ mentale multiplient les efforts pour informer le public, les
journalistes, les élus lacaux. C'est pour ces raisons enfin que le ministére
de la Santé a décidé d'accorder une attention particulidre au redressement
de la vérité dans ce domaine et & 1'information de 1'opinion, Le jour ofl la
réalité de ce qu'est la souifrance psychique et des formes qu'elle peut
prendre sera vraiment connue, les aides et les prises en charge seront
considérablement facilitées. :

E. Zarifian
Des paradis plein la téte

DOCUMENT 4 L'IMPOSSIRILITE DE NE PAS COMMUNIQUER

Disons tout d'abord que le comportement posséde une propriété on ne peut plus
fondamentale, et qui de ce fait échappe souvent & I'attention : le comportement n'a pas de
coniraire, Autrement dit, il n'y a pas de «non-comportements, ou pour dire les choses
encore plus simplement : on ne peut pas ne pas avoir de comporiement. Or, si Pon admet
que, dans une inferaction(Z), tout comportement a la valeur d'un message, ¢'est-3-dire qu'il
est une communication, il suit qu'on ne peut pas ne pas communiquer, qu'on le veuille ou
non. Activité ou inactivité, parole ou silence, tout a valenr de message, De tels
comportentents influencent les autres, et les autres, en retour, ne peuvent pas ne pas réagir
& ces communications, et de ce fait eux-mémes communiquer. I faut bien comprendre que
le seul fait de.ne pas parler ou de ne pas préter attention & autrui ne constitue pas une
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exception A ce que nous venons de dire. Un homme -attablé dans un-bar rempli de monde et
qui regarde droit devant lui, un passager qui dans un avion reste dssis dans son fauteuil les
yeux fermés, communiguent tous deux un message ! ils ne veulent parler A personne, ét ne
veulent-pas qu'on leur adresse la patole ; en général, leurs voisins «comprennent le
messages et y réagissent normalement en les laissant tranquilles. Manifestement, il y a 1 un
échange de communication, tout autant que dans une discussion animée. :
On ne peut pas dire non plus qu'il n'y ait’ «communication» que si elle est
intentionnelle, consciente ou réussie, ¢'est-a-dire 5'il y a compréhension rhutuelle, Savoir
54l y a correspondance entre le message adressé et le message regu appartient & un ordre
d'analyse différent, quoique important, car il repose nécessairement en fin :de compte sut
I'estimation de données “spécifiques, de l'ordre de l'introtsgect_ion et du témoignage
personnel, données que nous laissons délibérément de cOié dans une théorie de la
communication exposée du point de vue du comportement, Quant an problkme du
malentendu, étant donné. certaines propriétés formelles de la. communication, nous
examinerons comment peuvent s'installer les troubles pathologiques qui y sont liés,
indépehdamment, et méme en dépit, des motivations ou intentions des partenaires.

P. Watzlawick, J, Helmick-Beavin ¢t D,D. Jackson
: Une, _i ] 1] ni tion

(1) interaction : série de messages échangés entre des. idividus,

DOCUMENTS = Lo : . I
A soixante-huit ans, Louis, persuadé que sq femme et ses enfunts ne I'ont jamais aimé
ni compris, décide de se venger en les déshéritant au profit de son jils naturel qui vit & Paris.

Juste avant son départ pour Paris, il a cette conversation avec sa femme Isa. .

- - Pourquoi les détestes-tu, Louis, pourquoi hais-tu ta famille? -~
"~ C'est vous qui me haissez. Ou plutdt, mes enfants me haissent. Tol... fu m'ignores,
sauf quand je t'irrite ou que je te fais peur. o .
- Tu pourrais ajouter : ou que je te torture...» Crois-fu que je n'aie pas souffert
autrefois 7. e - : .
) - Allons donc ! tu ne-voyais que les enfants... .

- It fallait bien me rattacher & evux. Que me restait-il en dehors d'eux (et & voix plus
“basse), tu m'as délaissée et trompée des la premidre-année, tu le sais bien,

- Ma pauvre Isa, tu ne me feras pas eroire que mes fredaines(!} t'aient beaucoup
touchée... Dans ton amour-propre de jeune fémme peut-gtre...

Elle rit amérement : o -

- Tu as 1'air sincére ! Quand je pense que tu ne t'es méme pas apergu...

: Je tressaillis d'espérance. C'est étrange i dire, puisqu'il s'agissait de sentiments
révolus, finis. L'espoir d'avoir &€ aimé, quarante années plus tot, & mon insu... Mais non, je
n'y croyais pas...- . - - :

- Th n'as pas ey un mot, un cri... Les enfants te suffisaient. )

Elle cacha sa figure dans ses deux mains. Je n'en avais jamais remarqué, comme g
jour-13, les grosses veines, les tavelures(2). L o

- Mes enfants ! quand je pense %lé'sé partir du moment oi nhous avons fait chambre 3
part, je me suis privée, pendant des années, d'en avoir aucun avee mei, la nuit, méme quand
ils étaient malades; parce fue j'attendais, j'espérais toujours fa venue. '

Des larmes coulaient sur ses vieilles mains. C'était Isa ; .moi seul pouvais retrouver
.encore, dans cette femme épaisse et présque infirme, la jeune fille vouée au blanc(3), sur la
route de la vallée du Lys. : N

- C'est honteux et ridicule & mon fge de rappeler ces choses. Oui, surtout ridicule.
Pardonne-moi, Louis. .

Te regardais les vignes, sans répondre. Un doute me vint, & cette minute-R, Est-il
possible, pendant ‘prés d'un_demi-sitcle, de n'observer gu'un sevl cdté de la créature qui
partage notre vie ? Se pourrait-il que noys fassions, par habitude, le tri de ses paroles et de ses
gestes, ne retenant que ce qui nourrit nos griefs et entretient nos rancunes ? Tendance fatale &
simplifier les autres ; élimination de tous les traits qui adoucimient la charge, qui rendraient
plus humaine la caricature dont notre haine a besoin pour sa justification...

~ F, Mauriac

Le noeud de vipéres
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{1) fredaines : écaris de conduite.
(2} tavelures : taches sur la peau.

(3) au blanc : aprés la mort de ses dew fréves (tuberculose), elle avait é1€ placée sous la
protection spéciale de la Vierge Marie par un voeu dont la marque extérienre était, dans
soi cas, la couleur exclusivement blanche de ses véternents. _

EPREUVE D ANGLATS.

_Durée: 2 heures;

Coefficient: 2

POWDERED MILK CURE FOR FATAL DIARRHOEA

Tan Andcrson,, Melbourne

A POWDER developed in Australia
from cow's milk may save the lives -of
hundreds -of young children who die in
hospital each year from a highly contagious
form of gastroenteritis. The powder
prevents the rotavirus responsible from

"Invading the cells lining the inlestine.

Unfoitunately, at around $3. (about
£1.40) a day, the powder will be too
expensive fof the villages of the developing

world, where the rotavirus does the greatest

damage. But it will Lelp to stop the spread
of the virus in hospitals, where one in five
admitted for other  ailments
contracts gastroentefitis, Between 150 and
200 children in the US die from the disease
each year. A similar number die in Western
Europe and about 20 in Australia,

"This is an important development,"
says Jim Tulloch, director of the 'WHO's
Division of Diarrhoeal and  Acute

Respiratory Disease Control. "But it would -

be dishonest to convey the idea that it will
revolutionise the health of young children
in the devéloping world." Some 3.3 million
children die from diarrhoeal diseases each
year ; the rolavirus is responsible for about
a third of the cases,

The rotavirus invades the intestine,

where it multiplies and destroys the cells.

The immature cells that grow in their place

- are unable to absorb nutrients, resulting in .

severe diarrhoea and vomiting, Death is
caused by dehydration. The usual treatment
is to rehydrate children inlravenously or by
giving them a mixture of water, satt and
sugar. )
The powdet, called Gastrogard, has

been developed by Peter hyle, a
veterinarian at the South Australian
Research and  Development Institule
(SARDI), and Geoff Davidson, a
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(]

70
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gastroenterologist at the Adelaide Women
and Children Hospital. - :

[Davidson and Whyte grew a strain of
the rotavirus, killed it and injected the killed
virys into cows that were about to calve (1).
The cows produced antibodies to the virus
in their colostruzn —the rich milk produced
by mammals just after birth. The colostrum
is collected and processed into a skimmed-
milk (2) powder that is high in protein, but
low in fat, lactese and salt. Any bacteria in
the milk are removed during processing, so
the %roduct is essentially sterile.]

he powder can be sprinkled on food or

dissolved in water or miI}l)<, in doses of about
1.5 grams, taken three times a day. Itis nota
substitute for breast milk, and Is normally
given to .children who have been
weaned (3). Children are protected only
while they are taking the powder.

Successful trials (4) of Gastrogard have
been carried out in hospitals in India, Hon
Kong and Australia.” None of the \2[}%
children given the powder developed
gastroenteritis, while those who were not
treated became sick at the usual rate. Four .
Australian hospitals are carrying out trials
on 500 children for the US Food and Drug
Administration  before  Gastrogard s
allowed onto the US market. '

NEW SCIENTIST
8§ January 1994

o skim : to. remove the cream
o wean ! to stop feeding with
mother's mi

31% 1o calve : to give birth (for a cow)
2} 1
3

(4) trial : test



UESTIONS :
1 - Résumez en frangais, de manidre ordonnée, les informations essentielles contenues dans le

texte, (7 points}

2 - Traduisez en frangais depuis "Davidson and Whyte gréw d strain .." (ligne 45) jusqu'a
"... the product is essentially sterile" {ligne 55). {6 points) :

3-Show how the milk cure is medically effective but not easily put into effect. (7 points)
80-100 mots,

EPREUVE DE MATHEMATIQUE,
Durée: 2 heures; Coefficient: 1,5

La qualité de la rédaction, la clarté et la précision dés raisonnements entreront
pour une part importante dans I'appréciation des copies. L'usage des
calculatrices réglementaires et du formulaire officiel est antorisé.

EXERCICE 1 (8 points]

On préléve, d'une populatibn'P trés grande, un échantillon E de 100 individus et op mesure,
en mg par 24 heures, I'élimination urinaire de calcium de chacun d'entre eux.
On obtient le tablean ci-dessous : .

Calcium éliminé, en mg par 24 henres. Effectifs
[100 ;140] 9
(140 ; 180] 22
[180 : 220[ 25
" 220 ; 260[ 21
{260 ; 300] - 16
[300°; 340( 7

1} Calculer tine approximation de la moyenne. ¥ et une de l'écart typé oe de cefte série
statistique. Les résultats seront donnés a l'unité prés (le regroupement en classes
induit une erreur de méthode qui ne permet pas une précision plus grande).

2] Estimer, & parh.r des résultats ci-dessus, la moyenne [i et }'ééart type s du calcium
éliminé, pour la population P.

3} Déterminer un- intervalle de confiance, au coefficient de confiance de 95 %, de la
moyenne i de calcium éliminé, pour la population P. '

4) En prenant pour valeur de s l'estimation obtenue au'2J, déterminer la taille minimum
o de Péchantillon pour que I'amplitude de l'intervalle de confiance soit au maximum
de 10 mg par 24 heures, au coefficient de confiance de 95 %.

EXERCICE 2 (12 points)

Le but de cet exercice est P'étude de la dynamique d'une population d'oeufs et de larves de
certains insectes, en fonction du témps. h
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Dans l'ensemble de cette modélisation, e temps est mesuré dans une unité choisie.

Les deux parties de l'exercice sont Hées par les notations, mais peuvent &tre traitées
indépendamment les unes des autres.

lére PARTIE ;

La fonction ¥ qui donne, & l'instant t, le nombre d'oeufs vivants, avant I'closion ou la mort,
est définie sur |0+ approximativement par ;

= N(f) = Ny e~ 03

ol ¥, désigne le qombre initial d'oeufs au moment de la ponte, c'est-d-dire 4 l'instant 7 =0.
On prendra dans la suite N, = 1000,

1) Etudier la fonction ¥ sur |0+ (sens de varation, étude aux bornes),
Dans un repére orthogonal, o l'on prendra pour unités graphiques 1 cm pour une
unité de temps en abscisses et 10 om pour 1000 en ordonnées, construire la
représentation graphique (C) de la fonction ¥ pour ¢ appartenant & [0;15].

2) Résoudre I'équation : ¥(r)= %ND =500 dans {0; +oo].

On appelle # sa solution {# correspond a la durée au bout de laquelle la population
d'oeufs a diminué de moitig).

Placer, sur le graphique précédent, le point de coordonnées (#;500).
3) a étant un réel sirictement positif,
a
a} Calculer J 10006034,
0
b} On pose :

+0o a
A= J1000e"°»3‘d: = Hm |1000e %3
0

a3 +x

Déduire du 3} a) le calcul de A.

c) Démontrer que la fonction F définie sur [0;+e} par :
Flty= _%-0,3'(0,3: +1)
est une prititive de la fonction s définie sur [0;+e] par :
£()=0,307 03

a
En déduire JO,Bre'°'3‘dr
0
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d} La durée moyenne de vie dun oceuf, avant I'éclosion ou la-mort, est le nombre
réel £ qui peut se mettre sous la forme : :

o0 [}
E= %4« J]OUOre'o’Mdt = lim |03 0 a0
0

-3 +a

Déduire du 3) ¢} le calcul de E.

2éme PARTIE :

La fonction I qui donne, & I'instant ¢, le nombre de larves vivantes, avant I'éclosion ou la
meort, est solution dans [0;+«] de I'équation différentielle :

A osN-0.21
@

c'est & dire :

%“(:)w,zz.(r) =500 (1)

1) Déterminer le réel X tel que la fonction £; définie sur [0;+x] par : -
Ly =ke
soit une solution de (1).

2) Déterminer dans [¢+«[ la solution pénérale de l'équation sans second membre
associée a Péquation (1). '
3) En utilisant les deux questions précédentes, déterminer la solution générale de

I'équation différentielle {1) dans [0;+«].

4) Déterminer la solution particuliére de l'équation différentielle (1) vérifiant la
condition initiale L{p)=0.

EPREUVE DE SCIENCES PHYSIQUES.
Ourée: 2 heures,; Coetficient: 2,5

1 ELECTRONIQU

Le schéma suivant représente, de maniére simplifiée, une partie de la constitution interne d'un
spectrophotométre,
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¢ La source lumineuse ast monochromatique.

« L'amplificateur opérationnel est supposé idéal : €=0, i =1_=0

« D est une photodicde dont le courant inverse, indépendant de la tension qui lui.est
appliquée, est proportionne!  'éclairement (mesuré en lux) qu'slle regoit. Sa sensibilité
est de 70 nA par Jux.

+ R=100k0O

» Ro est une résisiance ajustable.

» Vg o5t mesuré 4 l'aide d'un volimétre

1. Déterminer I'expression du rapport VgfVg en fonction de R4 et Ro,

2. L'éclairement de la photodiode étant de 3 lux, déterminer |a valeur du rapport Rle1 pour
que Vg soit égale 4 0,10V,

3. Lors d'une utilisation de I'appareil, I'éclairement maximal de la photodiode devient supérieur
a 3 lux. Quelle solution peut-on adopter pour obtenir la méme réponse , 0,10 V , sur le
voltmétre ? Expliguer le raisonnement suivi.

4. On veut utiliser ce montage en spectrophotométre d'absorption (fig. ci-dessous) :

« le voltmétre qui mesure Vg (non représenté sur fa figure cl-dessous, voir figure 1)
indique 0,10 V lorsque la cuve contient de l'eau (le "blanc"),

radiation
monochromatigtie

« on remplace I'eau pure par une sclution agueuse ; le voltmatre qui mesure Vg indique
alors 0,04 V.
Calculer 'absorbance de cette solution.

2 RADIOACTIVITE

Une scintigraphie (examen d'imagerie médicale) d'un patient de 70 kg implique
I'injection d'une préparation de lisotope radieactif de l'or (Au: A= 188, Z = 79), de période
2,7 jours,
L'activité de la préparation doit &tre de 1,00 .10° becquerels par kg de masse corporelle.
On utilise une solution de sel d'or achetée depuis huit jours. Un centimétre cube de cette
solution avait une activité de 740.105 Bq au mement de I'achat.
1. L'or étant radioactif B - écrire son équation de désintégration.
2. La solution est diluée au 1/100 M€ avant injection :
a. quelle est l'activité de 1 cm3 de solution au moment de I'utilisation ?
b. quel! volume de solution doit étre injecté au patient ?
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Extrait de la classification périodique des éléments :
75Re 7608 77t 7Pl 70AU goHO 5Tl gPb  g3Bi

3 CHIMIE ORGANIQUE

On considere le composé: 3-méthylbutan-2-ol

1. Donner la formule semi-développée du compose A et montrer que la molécule est chirale.
Représenter et nommer, en justifiant les régles utilisées, les différents stéréocisoméres.

2. La déshydratation en milieu acide du composé A , conduit & deux composés.
Soit B celui abtenu majoritairement.
a- Ecrire 'équation de la réaction de déshydratation.
b- Nommer le composé B:

3. L'action de |'ozane en milieu réducteur, conduit a deux dérivés carbonylés.
a- Donner la formule semi-développée de chacun d'eux. .
b- Citer un test permettant de différencier ces deux produits.

4, L'action d'un organomagnésien RMgX sur I'éthanal, suivi d'une hydrolyse, donne le
composé A.
a- Ecrire les deux équations correspondantes.
b- Déterminer la formule semi-dévetoppée de 'organomagnésien.

4 CHIMIE GENERALE
Toutes les solutions seront prises 4 298 K.

1. Le potentiel standard de chacun des couples redox suivants est.
I/lF E° =054V, Hy05/H,0  E® =177V,
a- Quelle est ta reactlon envisageable entre les espéces de ces deux couples
- Equilibrer les demi-&quations rédox. En déduire I'éguation bilan de la réaction giobale.
b- Calculer la variation d'enthalpie libre standard’ (A,-G“) correspondant a cette réaction,
¢- Caleuler sa constante d'équilibre.
Cette réaction peut-elle &tre utilisée pour un dosage?

2, En réalité la réaction est lente.
a- Citer deux facleurs cinétiques permettant d'augmenter la vilesse de réaction.

b~ Les lons H;q et I q étant en excés, la cinétique de la réaction est alors d'ordre un, ceci

par rapport 4 'eau oxygénée. Etablir Iz loi de vitesse correspondante.
c- On dose le diiode formé & différents instants:

t (min) 0 4 8 12 20 60 100 140

[Ia} (mmolfL) 0 4,8 74 9.2 10,7 11,6 16 11,6

& l'aide du tableau ci-dessus :

-~ déduire la concentration initiale de I'eau oxygénée,
- vérifier que la réaction est d'ordre un,

- en déduire la constante de vitesse apparente.

Données: 1 Faraday = 96500 C/mol ; R=8,32 8l
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EPREUVE DE BIOCHIMIE BIOLOGIE.
Duree: 4 heures; . ) Coefficient: 6

Remarqgues préliminaires @

1 - Le sujet propesé a un caractére pluridisciplinaire. Le candidat devra
veiller & répondre de manidre concise aux questions posées afin de pouvoir traiter
l'ensemble du sujet.

2 - Il est suggéré de consacrer & chague question un temps tenant compta du
nombre de points attribués.

LTADENOSINE TRIPHOSPHATE ET L'ACTIVITE CELLULAIRE

1 ~ L'ATP DONNEUR DE GROUPEMENT PHOSPHORYLE (20 pointsy.

1.1, Définir le terme de phosphorylation.
Illuetrer cette notion & l'aide d'un exemple {(on écrira 1'éguation
de réaction sans falre appel aux formules développées).

1.2. Structure de 1'ATP,

i.2.1. Domner la formule détaillée de 1'ATP.
Donndg t adénine = S-amino-purine.

1,2.2. Aspects énergétiques.

L'hydrolyse de 1'ATP en ADP s'accompagne d'une variation
dtenthalpie libre dans les conditions standard :

AGy' = - 30,5 ki.mol L,

1.2.2.1, Donnexr des argquments qui permettent de justifier une telle
variation d'enthalpie libre.

1.2.2.2. A dquelle catégorie de composés appartient 1'ATP %
Citer d'autres biomclécules pogsédant les mémes propriétés
énergétiques (trois exemples).

1.2.2.3. L& variation d'enthalpie libre accompagnant l'hydrolyse de
1'ATP peut, dans certains cas, &tre évaluée dans les
conditicons réelles intracellulaires. .
Dans les érythrocytes humains, & 37°C, on a bu mesurer les
concentrations cellulafres en ATP, ADP et Pi. Les résultats
sont exprimés en mmol.dm °,

[ATP] = 2,25
[ADP]. = 0,25
[Pi) = 1,65

Calculer la variation d'enthalple libre d'hydrolyse de
1*ATP, 4G', danse les conditions intracellulaires de
1*érythrocyte.

Cocmmenter le résultat cbtenu,

Donnde : R = B,32 J.K Y.mo11
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1.2,3. Dans les cellules, I'ensemble des molé&cules d'ATP forme un

" "pool™ dont le nivesu dépend de 1'activité cellulaire.

1.2.3.1, Enumérer les d;fférénts phénoménes aboutissant &.la
synthése d'ATP, dans les dxfferents types celluldixes
connus. - -

1.2,3.2, Epumérer les activités celluldires consommatrices d'ATP.

2.- S THESE DE L'ATP DANS LES CELLULES EUCARYOTES ET PROCARYOTES

- . {54 pgints)
2.1 B l'aide d'un tableau, comparer la structure drune cellule procaryote

2.2,

2.3.

et dune cellule eucaryote.

Dans les cellules eucaryotes fonctienmant en aércbiose, une partie
importante de 1'ATP cellulaire est synﬁhét1sée dans un organite
sohématisé dans le document Ia.

2.2.1. Légender ca document.
2.2,2. Préciser la localisation de cette synthése,

Dans cet organite, la phosphorylation de 1'ADP en ATP est couplée au
tranaport des électrons dane Ia chaine respiratoire.

2.3.1. oQuelle eqt l'origine des électrons transpoxtés 7

2.3.2.° A l'aide d'un exemple, montrer le fonctionnement d'une
biomolécule transportant des électrons dang cette chaine.

2.3.3, Propoaer un schéma de la chaine resp;ratoxre {les sites de
phosphorylation ne sont pas exigés).

Dans les cellules procaryotes, les c_hai.nes respiratolres sdnt
"diverses.. .

Celle d'E. coll est schématisée sur le document II.

Localiger cette chaine respiratoire.

La comparer avec celle proposée en 2.3.3.

Dans les cellules eucaryotes et procaryotes, la synthése 4'ATP est
couplée énergétiquement au transfert des &lectrons dans la chaine
respiratoire. Pour expliquer le mécanisme de ce couplage, ‘piusieurs
théories sont en concurrence.
Peter MITCHELL a proposé le modéle chimio-csmotigue :
~ 1'émergie dégagée lors du transfert des électrons sert & expulger
des protons & travers une membrane ;
- ceci a pour conséquence la création 1
* d'un gradient de concentration en protons de part et d° autre de la
membrane,
* d'une différence de potentiel transmembranaire ;
= le retour de ces protons, dans le sens du gradient, permet la
synthése de L'ATP.
La variation d'enthalpie libre accompagnant le retour d'une mole
d'iens H' g'exprime par la formule suivante :
o m*,
AG' = Rr In ———— + EFAY
my,
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R = constante des gaz parfaite

T = température absolue

Z = charge de l'ion transféré

¥ = constante de FARADAY :

Y différence de potentiel transmembranaire.

ay =
2,5.1., cCalculer AG' dans les conditions suivantes t
. PH, = 145 .
. Pﬁl = 5,5 .
ay = =77 mv '
“r =8,32 3.k, mo1™t
F = 96500 3.v"L ’

& = +37°C _
Justifier le signe de 4 G'.

. 2.5.2. Calculer n, le nombre entier minimym de moles de'prbtons'dent ie
retour est néceasaire i.-la phnspharylatien de 1'ADP en ATP.”
Commenter le résultat obtenu. .

2.6. ‘Dans leés cellules procaryotes et eucaryotes, L'ATP peuﬁ étre

synthétisé par une voie extramitochondriale{ Cette syntheae'se déroule
lors de la glycolyse.

2.6.1. Ecrire le bilan ‘de la glycolyse et précxaer lea étapes donnant .
: lieu & une production d'ATP.V ' .

2.6.2, Détailler ce qui se pagse entre lé J-phosphoglycéralaéhydsd et le
: 3-phosphoglycérate (enzymes et coenzymes mis en jeu, tranafert
de l'énergie, bilan general)

2.6.3, WNommer ce type de phosphorylatlon et dire quel est son int&réc
métaboligue.

2.7. Dans certaines cellules pourvues de pxgments particuliers, la aynthése
‘de 1'ATE a lieu lors de la photosynthése,

) 2.7,1, Donher une définition genérale de la photesynthése.

2.7.2. Dans les cellules chlorcphylliennes, ia photosynthése s effectue
’ dahs des organites présentés dans le documant Ib.

2.7.2.1. Légender ce document.
2.7.2.2. Dommer une Squation générale de la photosynthésa.

2,7.2.3. Dans les cellules chlorophylliennes, la phot.osynthése se
déroule en daux phases distinctes.

= Quelles sqnt ces deux phases ?
La premifére phase est représentée sur le dogumepnt III.
= Que Be passe—t-il au niveau des photosystémes ?

- Ecrire le bilan de cette premiére phase.

2.7.3. La photceynth@se est également présente chez certaina
microorganismes.’

2.7.3.1, Herire 1l'équaticn générale de la photosynth@se chez ces

microorganismes. Présenter. les principales différences
entre photoavnthése bactérlenne at photosynthése végétale.

95-13



2.7.3.2. Parmi les bactéries photosynthétiques, on trouve les

pourpres sulfureuses photolithotrophes et les pourxpres non
sulfureuses photoorganoctrophes.

~ Expliciter les deux termes : photolithotrophe ot
photoorganotrophe.

- Quels sont les autres types trophiques bactériens ?
En préciser les principales caractéristiques (source de

carbone, source d'énergie, role du donneur d'électrons et
de protons}).

3 - UTILISATION CELLULAIRE DE L'ATP (46 points).

3.1.

3.2.

hetivité métaboligue.

3.1.1.

3.1.2.

Dans la glycolyse, la phosphofructokinase (PFK)}, enzyme

‘allostérique, catalyse une réaction consommatrice d'ATP.

Ecxlre l'équation de cette réacticon (formules chimigues non
exigées).

Cette enzyme est une protéine tétramérigque de 380 kd ; elle
existe dans deux états conformationnels différents, en
équilibre 3

La transition T €-——we——w—————- > R est du type concerté.

Chague sous-unité posséde deux sites de fixation pour 1'ATP, un
site catalytique et un site modulateur. Le site catalytigue a la
méme affinitd pour 1'ATP ¢uel gue soit l'état conformationnel de
1'enzyme. Le site modulateur fixe 1'ATP lorsque l'enzyme aest
daneg l'état T. Le fructose-6-phosphate se fixe
préférentiellement sur l'enzyme & 1l'état R.

3,%.2.,1, Expliquer ce que sont les é&tats T et R.

3.1,2.2, Dé&fipir une transitlon concertée.

3.1.2.3. commenter les courbes du document TV,

3,1.2.4, Préciser 1l'action de 1'ATP sur la PFK.

3.1.2.5, Expliguer comment l'étape catalysée par la PFK est une

étape ol se fait une régulation de la glycolyse.

Traﬁsgort des molécules au travers des pembranes.

3.2.1.

3.2.2.

Donner une classification des principaux types de transports
transmembranaires.

Les transports actifs.

En donner une définition, puis en présenter un exemple.
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3.2.3.

Les systémes phosphotransférasiques.

Chez E, coli, le gluccse pénétre dans la cellule soit par
transport actif seoit par un systéme membranaire appelé systéme
“phosphotransférase".

La synthése de ces systémes de perméation est le plus souvent
induite cu réprimée selon les conditions de vie 'de la bactérie,
1ui permettant ainsi de s'adapter au milien extérieur,

3.2.3.1. Différencier enzyme inductible et enzyme constitutive.

3.2.3.2. L'expérience sulvante a &té réalisée chez E. coli.

Des vésicules (obtenues par traitement d'extraits de
merbrane plasmique aux ultra-sons) renfermant du glucese
sont transférées dans un miliew contenant du gliacose
marqué au carbone 14 radioactif. Aprds une heure
dfincubaticn, ces wésicules sont centrifugées, lavées et
leur contenu est analysé.

Elles renferment du glucose non radioactif et du glucose-
é~phosphate radiocactif.

a} Interpréter cette expérience.

b} analyser le document ¥ :
- gquelle est l'origine du PEP (phosphoénelpyruvate) ?
- & quoi sert-il ici ?

3.2.3.3. Quel est l’intérét du aystéme “phosphotransférase" par rappert

au transport actif ?

3.3. mwmmwmm_é—mﬁm—m
3,3.1. Compléter les légendes du document ¥I1.
3.3.2. Dé&finir le terme sarcomére, puis indiquer le nom de ses deux
pringipaux constituants. L'un d'eux est doué d'une activité
ATPagique ; lequel 7
3.3.3. Analyse du document VII.

I1 existe plusieurs types de fibres musculaires striées : fibres
rouges et fibres blanches. .
Les fibres rouges, ou fibres oxydatives, tirent leur couleur
rouge foneé du fait qu'elles contiennent de grandes quantités
de myoglobine. On les subdivise elles-mémes en deux
catégories :

* fibres lentes, & failble activité ATPase ;¢

% fibres rapides, & forte activité ATPase.

Les fibres blanches, ou fibreg glycolytigues, contiennent peu
de myoglobine. Ce sont des fibres rapides, & forte activité
ATPase. '

L'activité ATPase est en rapport avec la vitesse de
raccourcissement des fibres musculaires.

La myoglobine constitue une r&osarve d'oxygéne.

D'ol provient l'essentiel de 1'ATP névessaire a la
contraction, dans le cas des fibres rouges 7

b'od provient 1'essentiel de 1TATP nécessalre a la
contractlon, dans le cas des fibres blanches 2
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Quel est le type de fibhre favorisé par l'entrainement chez un
coureur de 100 m ?

Quel est le type de fibre favorisé par ' l'entrainement chez un
marathonlen ?

Justifier les réponses.

DOGUMENT I,

X COMPLETER HT 1 RENDRE AVEC LA COPIE

o Aot N
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DOCUMENT IX. )
Do . 1La chaine respiratoiré d'E.coli

NADH 44+

A (ATP) faibie

A {ATP) dleve

Vitessg —>

DOCUMENT IV, (fructose 6-phosphate) w3

effet de la

concentration de 1'RTP et du Eructose-—&-—phoéphate sur la vj.t,erﬂe d_é
réaction de la phosphofructakinase. - o .
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DOCUMENT XIIL,
———tmm—

~0,6 Ferredoxine P430
Réductase e
ol NADPH M .. Shunt du flux
A e . électronique
s ~ 8 cyclique
Y
-0,2l- + N ,
NADP Y, Plasteguinone
\
P,

R 0'0 B Y
-9
N
3
@+ 021
'E .
8
W
@ +0A-
A
[
8
~ + 0,6

+0,8}

41,00

DOCUMENT V,

EH.I"‘P X HPr XEF—!P <)YRUVATE
Em - HPr~P E; ) PEP
Glucose....i Eg ‘/
\ }'-..
-~

-
s

.
R Glucose-6-phosphate

Extéricur Membrane Cytoplasme
plasmique

HPr : protéine contenant de histidine

Organisation et fonctionnement du systéme de transport du glucose par
phosphotransférase.
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DOCUMENT VI.
—

13—

14—

Gouttelette

lipidique ~~

Réticulum
sarcoplasmique

longttudinal

Tubule ——]

DOCUMENT VII.

A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE

A

i

92iaiki

18

Les trois types de fibres

15

musculaires squelettigues

Types de fibres

Flbre lente

Filbre raplde

Fibre rapide

oxydat.ive oxydative glycolytique
Vitesse de
contraction Lente Rapide Rapide
ATPase Activité faible Activité élevée Activité élevée
Nombre de
.mitochendries Inportant Important Asgez réduit
Capillaires Baaucoup Beaucoup Peu
Quantité de ) .
myoglobina Elevée Elevée Faible
guantité da .
glycogéne Faible Moyenne Elavéae
Diamatre des
fibres Petit Moyen Gros
Vitesse de
fatigabilité Lenta Moyenne Rapide
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. EPREUVE PRﬂFEqSIONNELLE DE SYNTHESE.
PFremiere pactie: P!‘llﬂF a’ nperarmnq rechniques
luree 4heures B R . _ : ) - Coeff!cmnt 4

.BNALYSES DE LABORATOIRE : FILIERE ‘BETTERAVE

Naua nous preposons d'aborder autour du théme de la betterave quelques aspects
des apports du - 1aborat01re dans : . . .

X l'étude des’ maladles vxrales de la betterave,
- * le dosage des produits &laborés par la betterave,
“* la valorisatien des mélasses et leur contrfle microbioloqique

. La quallté'des'béttefavés péut baisser lorsqu‘eileé sont parasitées par certains
virus ‘dont lé wirus de ‘la BRhizomanie de la betterave (BAYVV : Beet Necrotic Yellow
'Veln v:rus) o -

- Les laborate;res “Sanef1 ?hyto—Dlagnastics" ont élaboré un protocole de mise en
évidengé du virus BNYVV .

Le gontenn de la trousse de dlagnostlc ailnsi’ que ‘le protocole proposé sont
donnés dans les documents 1ar in, 1c. .

1.1;.' Schématxser les étapes de la manlpulat1on indiquées sur 1e document la.
LOBm . déduire le type ~d!immuncdosage ut111sé

1.2, -Justifler'le £8le des qompesants n l, 2, 10 ¢de la trousse (document 1b} .

1.3, Justifler les consignes données dans le. document lc, paragraphe “plan de

plague®. .
Dégager l'intérét des deux types de témoins.

.4, E?murquoi 1lleau distlllée seule ne convient-slle pas au lavage des. plaques
: (document la} ? . .

: llg. En meuno-enzymolagie le choix de 1 enzyme est 1mpprtant.

1.5(1;.,Dfapgés la gompositiOn de la trousse {document 1b), guel est
flfenzyme'marqueur ?

“1.5.2. Citer deux autres exemples ar enzymes util;sablel comme marqneurs en
immhno—enzymolog;e.

1.5,3. QueLles précisiona liées au choix du test enzymatigue faut-il
. apporter au dogument l¢ pour la lecture des plagues et
l‘exploitation quantitative des résultats ?

1.6. Dans le document. l¢, on détermine le seuil de diacrxmlnatlon par une
mesure de bruit de fond.

= Copment réalise—t—on cette meaure ?

|~ Représente-t-elle "la limite de détection™ ou "la sensibillté de
la méthode" 7 Justifier la réponse. )
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2 - LA.BETTEEE!E'SOURCE DE GLUCIDES (35 points)

Le planteur est rétribud en partxe en fonction de 1la teneur en . sucre’ des
betteraves, Celle-ci est tradltionnellement déterminée par polarimétrie, mais ce type
de dosage donne des résultats erronés si les hetteraves ent subi -des dégradationa
lors de leur stockage.

" g'aest poutquoi'déa méthodes.anzyhatiquas éont de ﬁ}da‘qn-plus-utiliséeah

2.1, Quelques aspects des méthodes de dosage enzymatique du Baccharose.
Toutea les méthodes peuvent se ré&sumer par 1e schéma suivant ¥
hydrolyse _GLUCOSE D_OS}\GE

SACCHAROSE —— ¥ e ——> entymaticque du
’ - FRUCTOSE o GLUCOSE )

2.:.1. Trols méthodes enzymatiques pesuvent &tre utillsées pour doser le
glucose en agrc-alimentakra H

¥ méthode ala glucuse—oxydaae/peroxydase,
méthode & 1' hexokinaae/glucose &—P— déshydrogénase,
* méthode & la glucose- dé-hydrogénase.

*

2.1.1.1. Ecrire ltenchainement des réactiona intervenant dans cesa
dosages {aucune formule chlquue développée n'est exigée).

2.1,1.2. Pour exprimer le résultat on paut utxliser H
-~ goit l'absorbance obtenue avec un étalon, -
- aoit le coetficient linéigue molalre d'un produit.

Comparer ces deux'prccédés.

2.1.2. A partir du document 2, discuter 1'impartance de la spécificité de
la méthode 3 la glucope- déshydrogénase -dans le cas du dosage du -
Eaccharose dans les betteraves.

2.2.  Méthode manuelle du dosage du glucose par la glucose deshydrogénase :
{document 3}.

2,2,1. Préciser le rdle de la mutarotase dans ce dcsage;

2.,2.2, Donner la compositlon des ‘cuves "temo;n" gui permettent de llre les
absorbances A({T) et K(BT). .

2,2.3, Déterminer la valeur du facteur f permettant de calculer la
- coneentration en glucose ¢ dans 1'&chantillon en mmel.dm

Données : c=f [ AT} - A{BT)}

£ NADH & 340 nm = 630 mz'.rﬁcl'l

2.2,4. La wéthode de dosage mise au point est soumise a plua;eurs
contrdles de quallté,

2.2.4.1. Donner la définition des critdres sulvants

-~ exactitude,
=~ répétabiliteé,
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2.2.4.2, Pour é&valuer ces deux critdres, une série de 40 dosages est
effectuée sur le méme échantillon dans les mémes conditionsa.
Les résultats obtenus figurent ci-dessous :

Valeur de référence du contrdle ...eceve.. 0,92 mmol.dm"3
Nombre de dOBageS «..isacsersnassnccacees §0

Valeur moyenne obtenue ......eeeeveevess.. 0,89 mmol.dm >
Ecart—tyPe ..eeirivscarrsrsnrssrerrseansas 0,02 mmol.dm”

Calculer

- le degqré d‘inaxactitudé relatif de la méthode,
~ la coefficlent de variation de la méthode.

2.2,4.3. Préciser pour ce dosage les facteurs gui peuvent modifier
1'exactitude.

2.3. hutomatisation de la méthode en' point final.
Le protocole précédent est adapté sur analyseur de transfert.

Au tours de la programmation, le technicien doit introduire différents
paramétres.

sachant que 1'analyse comportera un échantillon contrdle ayant les
caractéristiques suivantes : )
- coneentration cible = 1,22 mmol.dm >
- &cart-type 0,03 mmol.dm

r

compléter la-fiche {document 4} et la joindre a4 la copie.
Justifier le temps d'incubation et la température choisie.
2.4. Dosage par méthode cinétique.

Le dosage du glucose par la glucose-déshydrogénase (document 3) est
adaptable en méthode cinétique non lindaire en temps fixé.

Quels soat les paramétres expérimentaux gui devraient 8tre modifiés ?
Justifier les réponses.

3 - VALORISATION D'UN SOUS-PRODUIT DE LA BETTERAVE : LA MELASSE {22 points)

La mélasse résiste bien & l'envahissement microbien, pour peu gqu'elle .soit
stockée A l'abri de l'alr. Par contre, une fois diluée, elle constitue un bon milien
de culture.

La mélasse diluée au 1/10 peut alors servir de milieu de culture pour produire
de la levure de boulangerie (Saccharomyces cerevislae).

L'opération ge déroule en aéroblose.

Une fermentation pilote en continu est lancée, afin de tester 1'intérét de ce
mode de valorisation.

3.1. Expliquer la bonne congervation de la mélasse non diluée, dont la
composition partielle figure sur le document 5a.
Citer un exemple d'aliment se consepvant de cette manidre.
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3.2. La régulation de cette culture continue utilise une mesure opacimétrigue.
Juetifier le choix et préciser les limites de l'opacimétrie.

3,3. La teneur_en biomasse séche du milleu sortant du fermenteur est de

2,7

g.dm ., Le document 5b indique la composition chimique partielle de

cette levure.

3,3,1.

3.3.3.

Caleculer le rendement brut Rl -de cette fermentation. Rl eat exprimé
en gremmes da matiére organique séche de lavure formée par gramme
de saccharose dans le milieu de pculturae {méla=zas diluéde au

1/10).

Calculer le rendement azoté R2 de cette fermentation., R2Z est
exprimé en grammes d'azote fixé dans la biomasse par gramme d'azote
dans le milieu de culture. On admettra gque 6,1 g de matidre
organique azotée contiennent 1 ¢ d'azote,

A la lumidre des résultats précédents, gquelle hypoth®se formuler
pour amélicrer le rendement brut de la fermentation ?

3.4, Contréle microbiologique du moiit de fermentation.

Aprés quelgues jours de fonctionnement apparalt une baisse sensible de Rl
et R2, assoniée 4 une forte augmentation de l'acidité du molUt. Une
contamination bactérienne est suspectée. Deux types de dénombrements
bactériens sont alors entrepris :

- un

dénombrement en gélose MRS additionnée d'actidione,

- un dénombrement en gélose PCh additionnée d'actidione.

La compositien des deux baseas gélcsées'figure sur le document 6.

Toutes les géloses sont ensemencées par inclusion dans la masse de lem?
de chacune des dilutions. Les essals sont réalisés en double, Aprés
incubation, les résultats suivants sont chtenus :

dilution testse 1072 1073 17 1g7% 1076 1077
géloses MRS NG Ne NC 428 61 4
nombre da + actidione - NC ne KC 392 52 a8
colonies
par géloses PCA 33 1 Q 0 0 0
boite + actidione 28 4 0 0 4] [}

Ponnée : NC = non complable

3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

3,4.4.

Quel est le rile de l'actidione ajoutde dans les milieux ?

Quelle est la flore dénombrée sur chacun des deux types de
milieux ? Justifler.

Exprimer le résultat de chacun des dénombrements.

Quélle serait la nature du contaminant responsable de la
baisse des rendements ?

Comment confirmer de fagon simple son identité 2
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DOCUMENT 1 A

‘Tests
Immuno-enzymatiques
pour la détection
des maladies
des planies

Détection du virug de la Rhizomanie de la Belterave
Beet Necrotic Yellow Vein Virus (BNYVV)

PROTOCOLE

1. Fixation des anticorps:
Reconstituer les anticomps en ajoutant 1 ml d'eau distiliée au lyophilisat, agiter, et
conserver a +4°C,
Au moment de I'emploi:. pour une plaque, diluer 200 il d'anticorps dans 21 mi de
solution de fixation (tampon Na2CO3-NaHCO3 pH 9.6).

Déposer 200 u de cefte préparation dans chaque puits, etincuber 2 4 4 heures &
+37°C, ou une nuit 3 +4°C.
Laver les plaques avec le tampon PBS Tween,

2. Dépdit des échantilions:

Déposer 200 yi d'extrait dans chaque puits, et incuber 2 4 3 heures & +37°C, ou
une nuit & +4°C.

Laver les plagues avec te tampon PBS Tween.

3. Dépbt du confugué:

Reconstituer les anticorps conjugués -en ajoutant 1 ml d'eau d1st|llée au
lyophilisat, agiter, et conserver & +4°C,

Au moment de Femploi: poir une plaque, diluer 200 ¢ d'anticorps dans 21 mi de
solution de conjugué {tampon PBS Tween Albumine pH 7.4).

Déposer 200 il de cette préparation dans chaque puits, etincuber 2.4 3 heures &
+37°C.

Laver les plagues avet le tampon PBS Tween,

4. Dépdt du substrat:

Au moment de l'emploii pour une plaque, dissoudre 2 1tablettes de
4-nitrophenyiphosphate SANOFI dans 21 mi de solution de substrat (tampon
diéthanatamine pH 9.8},

Déposer 200 i de cetie préparation dans chaque puits et incuber 30 minutes 4 2
heures & la température du laboratoire {voir la fiche de spécificite pour
lnterprétation des résuitats). La réaction peut &tre stoppée par addition de 50 pl
de NaOH 1M dans chaque puits.

N.B: Les réactifs réhydratés ontune durée devie de 1 mois environ. Pour allonger leur
durée de conservation , utiliser pour leur réhydratation 1 ml d'un mélange
volume/volume d'eau distillée et de glycérol, et conserver & -20°C.
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DOCUMENT 1 B
Détection du virus de la Rhizomanie de la Betterave

Baet Necrotic Yellow Vein Virus {BNYVV)

LA_IRQUSSE DE DIAGNOSTIC CONTIENT

1 - Anticorps Qe coating
ou
Plagues précoatées
- Antlicorps conjugués
Témoins positifs lyophilisés
= extraits de plantes infectées
Témoins négatifs lyophilisés
= extraits de plantes saines
- Solution de fixation
- Solution de cenjugué
Solution de substrat
- Solution de lavage
- Solution de broyage
cu
Ceomposants du tampon de broyage
10 - Substrat 4-nitrophénylphosphate
11 -'Plaques de microtitration

L b
|

N
|

Ww-do i
|

DOCUMENT 1 ¢
Exéparation des échantillens

Le tampon de broyage est le tampon PBS-Tween-PVP X1 standard.

Les échantillons seront broyés dans le rapport 1g/4 4 5 ml de tampon.

Jémoins

Le témoin positif SANOFI reconstitué peut &tre dilué 5 fois dans le tampon de
broyage avant l'emploi,

Témoins négatifs : la détermination du bruit de fond nécessite l'utilisation de

témoins sains frais, de méme nature et préparés identiguement aux &chantillons &
tester.

De maniére générale, il est conseillé :

1) de placer un témoin positif sur chaque plaque pour s'assurer gu'aycune erreur
n'a été commise au cours du test.

2) de préparer plusieurs extraits sains différents, et non de répéter le dépot
d'un méme extrait sur la plague, afin d'éprouver la variabilité du bruit de
fond et établir ainsi le seuil de discrimination entre échantillons sains et
infectés {cf § "Interprétation™), Il est également souhaitable de ne pas
grouper ces dépsts sur la plaque,

Blan de plaque : consignes.

Les puits de bordure des plagues ne seront utilisés que moyennant certalnes
précaukicns (couvertura de la plague et incubation au bain marie ou en
incubateur., ..).
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Une colonne sera employée pour faire le "blanc" (témoin tampon).

Comme il est conseillé ci-dessus, plusieurs témoins sains doivent &tre répartis
sur la plague : nous conseillons de placer au moins 6 témoins différents.

Enfin, il est souhaitable de répéter au moins une fois le dépbt des ‘échantillons
4 tester.

Modalités de 1 . ctati

- Faire les lectures & 30 min, ih , 2h d'incubation du substrat, Le suivi de la
cinétique de la réaction jusqu'i 4 ou 5 heures d'incubation du substrat permet dans
certains cas de discriminer des échantillens faiblement positifs.

Dans les conditions d'emploi préconisées, un extrait de feuille infecté au 1/5
ainsi gue le témoin positif SANCFI donnent une D.0O. supérieure & 1 aprés 1 heure
d'incubation du substrat.

Interprétation : le seuil de diserimination peut &tre é&tabli de différentes
fagons. Nous conseillons :

~ goit de le fixer 4 2 fols le bruit de fond,
- poit de le calculer comme suit : sewil = x + 35, ob x représente le bruit de

fond et s son écart-type.

DOCUMENT 2

(D'aprés Diagnostica MERCK)

SPECIFPICITE DF L2 GLUCOSBE-DESHYDROGENASE ENVERS LES GLUCIDES

Activité envers le gluccae = 100,

Le tableau indique les substances a activités = 0,1.

Concentrations au début du tegt : 160 mmol.dm ° de glucide ; 1,4 maol.dm > de
NAD ; 0,63 mmol.dm > de tampon Tris, pH 7,6.

Mesure de la variation d'absorbance d 340 nm pendant 3 minutes.

Substrat Activité
Désoxy-2-glucose 120
B-D-glucose 100
D-glucosamine 31
D-xylose 15
D-mannose 8
Rmino-6~désoxy=6-glucose 6
Cellohioge 1
D-ribaose Q0,8
Lactose 0,7
Dé&soxy-2~ribose 0,1

Les composés sulvants ne réagissent pratiguement pas (0,03 & 0 % du métabolisme
du glucose) : galactose, désoxy-2-galactose, fructose, talose, thloglucose, glucose-
1-phosphate, glucose-é-phosphate, N-acétyl-2-glucosamine, N-méthyl-2-glucosamine, N-
benzyl-2-glucosamine, arabinose, delta-lactone de l'acide glucuronigque, tréhalose,
saccharose. On obtient la méme spécificité en utilisant le NADP comme coenzyme.
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DOCUMENT 3
GLUCOSE GDH (D'aprés Diagnostica ROCHE)
Méthode :
Test enzymatique U,V. avee glucose déshydrogénase (GDH)

Principe !

B-D-glucose + NAD' + H,0 > D-gluconate + NADH + KV

La concentration en NADH formé est déterminée par la mesure de )}'abporbance A
340 (334, 365} nm. .

Coffret :
Rl Coenzyme-enzymes GDH > 0,45 kU
pour 3 x 100 ml mutarotase > 9 U
NAD > G;18 mmol par flacon
R2 Tampon Hacl 0,15 mmol/)
3 x 100 ml phoaphate 0,12 mmol/l

pH 7,6 {25°Q)

L.es réactifs nen ouverts sont stables entre +2 et +8°C jusgu'a la date
d'expiration indigquée sur les étigquettes.

Réactifs

Solution de travail :

Diesoudre le contenu d'un flacon Rl dans le contens d'un flacon R2 et bien
mélangex.

Stabilité : 12 semaines entre +2 et +B°C,

Comme réactif supplémentalre, utiliser de . la solution de NaCl 154 mmol/l
(0,9 %),

Mode opératoire 3

T BT
Echantillon 10 pl 10 ul
Solution de NaCl - 1000 pl
Solution de travail 1000 pl -

Bien mélanger et ilneuber 10 minutes 3 la température amblante.

Dans les 30 minutes qui suivent, mesurer A{(T) et A(BT) par rapport a daes témoins
appropriés,

Données :

T = test BT = blan¢ test A = absorbance

Photométre a filtre : Hg 334 nm ou Hg 365 nm

Speatrophotonétre ! 340 nm
Cellule de meaure ! 1 cm de trajet optigue
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POCUMENT 4

A REKRDRE AVEC LA COPIE

PROGRAMMATICN DE L'ANALYSEUR AUTOMATIQUE

Longueur d'onde (nm)

Craraarise

Volume échantillon (pl)

nsaresnuue

Volume réactif (pl)

A EEEEEEERS

Temps d'incubation {(min)

FesenEsnue

Température
(0 : ambiante ; 1 : 25°C ; 2 : 30°C ; 3 : 37°C)

TR

Blanc &chantlillon {0 : oul ; 1 : non)

TR

Contréle (0 + oul ; 1 : non)

concentration contrdle > & {mmol/fl)

R EEEE N

Concentratlon contxdle < & (mmol/l)

Etalon {0t oui ; 1 : non)

IR RN

Coefficient

Unité (O ¢ mmolfl ; 1 : gfl)

4rasananes

DOCUMENT &

DOCUMENT 5a

COMPOSITION PARTIELLE DE LA MELASSE DE BETTERAVE A SUCRE
{exprimée en grammes par dm” de mélasse)

Saccharose 450
Rutres molécules organigues 190
hzote total (Kjeldahl) 14
Cendres 100
pH de la mélasee pH 6 &4 7
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DOCUMENT 5hb

COMPOSITION DE LA LEVURE DE BOULANGERIE
{exprimée en grammes pour cent grammes de levure séche)

Protides et acides nucléiques 49
Lipides 3
Glucides 36
Autres molécules organigues 1
Cendres 1k

DCCUMENT 6

{(d'apris "Institut Pasteur production")
P

GELOSE M.R,S,

Formule (en grammes par litre dfeau distillée)

Peptone bactériolegique
Extrait de viande

Extrait de levure

Acétate de sodium
Phosphate Dipotassique
Citrate d’ammonium
Sulfate de magnésium 7 Hp{
Sulfate de manganése 4 Hy0
Glucese

Twaen 80

Agar

P

]

—F o DOOMNMN;E OO
P

=] o N

=

o
p=]

pR = 6,2 (environ)

GELOSE STANDARD POUR DENOMBREMENT (P.C.A.)
Formule {en grammes par litre d'eau distillée)

Hydrelysat trypsique de caséine
Extrait de levure

Glucose

Agar

W = bin

pH = 7 (environ)
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EPREUVYE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
(euxieme partier eealisabion prafique d opérations fechnimues
furée: 10 heures; _ Coefficient: &
Sujet [

ANALYSES DE LABORATOIRE

VALORISATION D'UNE MATIERE PREMIERE D'ORIGINE AGRICOLE

BIOCHIMIE (80 points)

Durée : 4 H 30

Les manipulations seront réalisées selon l'ordre précisé sur le lieu de I'épreuve.

VALORISATION DU JUS DE BETTERAVE

Le jus de betterave peut &tre utilisé industriellement :
- pour la fabrication du sucre (saccharose],
- pour la production dune biemasse {levure de boulangerie),

- pour la production de p-fructosidase,
- pour la production de sucre inverti,

La manipulation comporte deux parties indépendantes.

1. Dosage du saccharose d'un jus de betterave,

2. Etude comparative de l'activité enzymatigue d'une. f-fructosidase libre et immobilisée.

1 - DOSAGE ENZYMATIQUE DU SACCHAROSE D'UN JUS DE BETTERAVE PAR TEST
UV {33 points).

1.1. Contrdle de l'exactitude des absorbances mesurées a 340 nm,

1.1.1. Réactifs :

Réactif C1 : tampon Tris pH 9
Réactif C2 : solution de NADH & 400 1!1’1’101.[11’1’1-3

1.1.2. Mode apératoire.

A partir du réactif C2 préparer 5 cm? en tampon Tris d'une solution fille ayant
ure absorbance 4 340 nm d'environ 0,5.

Lire 'absorbance de la solution fille & 340 nm en faisant le zéro de l'appareil avec
le réactif C1.
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1.2.

1.3.

1.4.

Dosage du saccharose.

Le dosage est réalisé selon le protocole indiqué sur le document 1.
Diluer le jus de betterave 500 fois.

Réaliser deux essais sur le jus de betterave dilué.

Contréle de la méthode.
Réaliser un essai & partir du réactif 4 : solution contrdle & 0,4g.dm™3

Donnése :
*CV=4%
Calculs.

Calculer le coefficient d'extinction linéique molaire du NADH a 340 nm.
Discuter le résultat sachant que sa vateur théorique 4 340 nm est :

eNADH = 6,3.103dm3 mol-Lem !
Calculer ta concentration en saccharose du jus de betterave,

Valider la mesure 4 l'aide de la solution contréle {la méthode est validée pour un
résultat compris entre plus ou moins 20 ).

2 - TRANSFORMATION DU JUS DE BETTERAVE EN SUCRE INVERTI (47 points).
Les sucreries fabriquent des sirops de sucre inverti pour améliorer le pouveir sucrant,

L'utilisation d'invertase ou p-fructosidase pour réaliser la conversion évite l'apparition de
produits engendrés par l'hydrolyse acide. L'imimobilisation de I'enzyme permet une production en
continu en renforgant la stabilité de 'enzyme,

Au cours d'essais de mise au point, on se propose de comparer l'activité de I'enzyme libre et de
'enzyme incluse dans de I'alginate.

2.1, Principe.
La [i-fructosidase catalyse la transformation du saccharose en un mélange
équimolaire de glucose et de fructose.

saccharose + HgO ———— glucose + [ructose

Toutes les déterminations d'activité enzymatique sont réalisées a 40°C et a pH 4,7 par
méthode en "deux peints®,
On suit la réaction en dosant le glucose apparu par la méthade & la glucose oxydase
{GOD) aprés blecage de la réaction enzymatique par action conjuguée d'une élévation de
pl et de I'ébullition.
Une unité d'enzyme est définie comme la quantité d'enzyme hydreolysant une micromele
de saccharose par minute & 40°C et & pH 4,7,

2.2, Détermination de la concentration d'activité catalytique de la }-fructosidase libre,

2.2.1, Réactifs.

- solution (E} de fi-fructosidase en tampon acéto-acétique pH 4,7,
- tampon, acéto-acétique %H 4,7,

- saccharose 4 1 mol.dm™,

- tampon phosphate pH 7,5,

- ghacose étalon a 1 mmol.dm™3,

- réactif & la GOD.
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2.2.2,

2.2.3.

2.2.4.

Protocole pour la réaction enzymatique (2 essais).

- Préparer une dilution de la solutien £ an 1/50 en tampon acéto-acétique
(solutien Egg).

- Préincuber dans un tube & essais 10 min & 40°C
0,5 em® de saccharose & 1 mol.dm®
2,4 cm® de tampon acéto-acétique

« Déclencher la réaction en ajoutant :
0,1cm3de solution Egg

Aprés exactement 5 min bloquer la réaction en ajoutant :
0,3 cm® de tampon phosphate

Boucher avec du papier d'aluminium,

Puis porter Je tube 5 min & 100°C,

Soit V le volume total obtenu.
Réaliser un témoin sans enzyme,

Protocole pour le dosage du glucose appary,

Dans un tube & hémolyse mettre :
- 2 em® du moneréactif 4 la GOD,
-0,1 em¥ de prise d'essai.

Laisser la réaction se développer 15 min & température ambiante.

Lire les absorbances & 505 nm.

Réaliser !
- un dosage sur chaque essal enzymatique,
- un dosage sur le témoin,
- un étalonnage avec la solution de glucese 4 1 mmol. dm-3
- un blane réactif.

Calculs.

- Exprimcr la quantité de glucose apparue en micromoles dans les 0,1 cm? de
prise d'essai et dans les V cm* de volume total.

- En déduire la concentration catalytique de la solution (E) en U.cm” -3,

2.3, Inclusion de la p-fructosidase dans I'alginate :

2.3.1.

2.3.2,

Réactifs :
- solution (E) de p-fructosidase en tampon acéte-acétique pH 4,7,
- alginate a 1,5 % {(m/v}.

Inclusion :
- Préparer une dilution de la solution E au 1/10 en tampon acéto-acétique (Eqq)

Dans un tube a hémelyse mélanger :

- 0,5 em3 de Eyg
- 2,5 cm d‘algmate 41,5 % {m/v)

A l'aide d'un dispositif d’aspiration transférer ce mélange dans une pipette de
10 cm? et laisser tomber le mélange goutte & goutte, de 20 em de hauteur, dans
150 em? d'une solution de CaCly & 0,15 mol.dm=3 1égérement agitée,

Laisser reposer les billez 30 minutes dans la solution de chlorare de calclum.
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Les rincer a I'eau déminéralisée et les égoutter sur du papier filtre,

Py

Compter les billes obtenues (soit N ce nombre). On admettra que dans les
conditiaons opératoires précédentes la totalité des billes représente un volume de
1,6 em

(La polymérisation parles jons Ca2t se fait avec contraction de I'alginate qui
expulse de l'eau),

2.4, Détermination de la concentration d'activité catalytique de I'enzyme immobilisée
(2 essais).
2.4.1, Protocole !
- Préincuber 2,4 em? de tampon acéto-acétique et 0,5 em? de saccharose &
1 mol.dm"

- Ajouter un nombre entier de billes voisin du quart des billes obtenues (volume
estimé 4 0,4 cm”).

- Laisser la réaction enzymatique se poursuwre 5 min exactement a40°C en
agitant réguliérement,

- Introduire rapidement lem3 de surnageant dans un tube a hémolyse contenant
0,1 cm? de tampon phosphate et porter 5 min a I'ébullition {tube houché au
papier d'aluminium).

- Doser le glucose apparu dans 0,1 em® de ce milieu réactionnel en ajoutant
2 em? de réactif 4 la GOD.

- Réaliser également un tube étalon et un tube blanc-réactif comme au 2.2.3.

Donnée : Le témein réalisé en 2.2.2, reste valable pour ce dosage.
2.4.2, Exploitation des résultats,

- Conserver les billes d'alginate au poste de travail,
- Exprimer la quantité de glucose apparue en micromoles dans les 0 1 em? de
milieu réactionnel dosés,
- En déduire successivement :
* les micromoles de glucose apparues dans les 1,1 em® d'essai
enzymatique blogqué,
* les micromoles de glucose apparues dans l'essai enzymatique total.
- Calculer l'activité enzymatique immobilisée :
* pour N billes (o1 admettra que les billes sont homogénes),
*pour 1 ¢m? de E. .
- A partir des résultats obienus en 2.2.4. et en considérant que toute l'enzyme a
été immobilisée, calculer en pourcentage la baisse d'activité due a
Fimmohilisation.

DOCUMENT I

DOSAGE DU SACCHAROSE PAR METHODE UV

Yaprés Boehringer Mannheim

SACCHAROSE/D-GLUCOSE (Méthade UV)

_- PRINCIPE :

- A pH 4,6 le saccharose est liydrolysé par la béta-fructosidase (invertase] en D-glucose et
-frBictose.

Saccharose + HoO —— invertase ————— D-glucose + D-fructose
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La détermination du D-glucose se fait selon le principe suivant :

A pH 7,6 T'hexokinase (HK) catalyse la ph.usphm’ylation du D-glucose par l'adénosine-5%
triphosphate (ATP) avec formation simultanée d'adénosine-5'-diphosphate (ADP).

En présence de glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6P-DH], le glucose—ﬁ—ljhosphate formé
est spécifiquement oxydé par le nicotinamide-adénine-dinucléotide phosphate (NADPY) en 6-phospho-
glucenate avec formation de nicotinamide-adénine-dinucléotide phosphate réduit (NADPH).

D-glucose + ATP —— HK » G-6-P + ADP
G-6-P + NADP* —  GEP-DH ~———» 6-phosphogluconate + NADPH + H¥
L'abserbance du NADPH est mesurée 4 340 nm.,
REACTIFS 3
Réactif 1:
Tampon triéthanclamine pH 7,6
NADP*
ATP -
Sulfate de magnésium

Réactif 2 :

Hexokinase
Glucoese-6-phosphate déshydrogénase

Réactif 3 :

Tampon citrate pH 4,6
Béta-fructosidase

Réactif 4 :

. Solution contrdle de saccharose & 0,4g.dm™3

2 - MODE OPERATOIRE

Cuve Blanc saccharose Essal saccharose
Réactif 3 0,20 cm? 0,20 cm3
Echentillon — 0,10 cm®
Mélanger Incuber 20 min & 20-25°C
Réactif 1 1,00 cm® 1,00 cm®
Eau distillée 1,80 cm? l1,70 em®

Mélanger. Mesurer i'absorbance de chaque cuve aprés 3 min environ (Al),

Déclencher la réaction par addition de :

| Réactif 2 ] 0,02 cr® 10,62 om” |

Mélanger. Incuber 15 a 20 min & 20-253°C. Mesurer l'absorbance de chaque cuve (AZ). Vérifier
I'absorbance aprés 5 min jusqu'a ce qu'elle soit stable.

w
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CALCUL :
Déterminer la différence d'absorbance (A2-A1) pour le blanc (B) et 'essai (E).
Déterminer la différence (B-E).

V. Msaccharose
Csaccharoge = . (B-E} . F‘(g/dma)
elv

V = volume final {em3)

v = volume d'échantillon [cms}

Msaccharose = masse molaire du saccharose. (g/mol)
1= trajet aptique (cm)

£ = coefficient d'extinction linéique molaire du NADPH (dms.mol"l.cm' 1} = coefficient
d'extinction linéique molaire du NADH

[ = dilution de l'déchantillon

MICROBIOLOGIE - IMMUNOLOGIE (80 points) : Durée : 5 H 30

De lalevure de boulangerie (Saccharomyces cereuviside) est produite par fermentation dun
substrat agricole,

* Une partie de cette levure est commercialisée sous forme fraiche pour servir 4 1'élaboration de
levains, notamment pour 'alimentation humaine.

* L'autre partie sert & la fabrication d'enzymes industrielles, dont la p-[ructosidase utilisée pour
linversion du saccharose. .

A - MICROBIOLOGIE {50 points)

1 - MESURE DU POURCENTAGE DE REVIVIFICATION

Pour pouvoir servir a l'élaboraton de levains. la levure doit présenter un pourcentage de
revivification £levéd. On se propose de mesurer ce paramétre a partir d'une fraction du movt de
fermentaticn,

Le matériel & utiliser est le sujvant ;

- monut de fermentation,

- hématimétre,

- tubes de diluant {9mL exactement d'eau physiologique par tube),

- pipettes de 1 mL stériles 4 usage unique,

- 6 tubes de géloses QGA (Oxytétracycline Glucose Agar) maintenues en surfusion,
- & boites de Pétri. :

1.1. Réaliser un dénombrement bématimétrique des levures totales et exprimer les
résultats en nombre de levures par mL de mout de fermentation.

1.2, Réaliser un dénombrement des UFC ou Unités Formant Colonies de levure sur gélose
CGA en utilisant 2 essais par dilution. Incuber 48 h 4 30°C,

1.3. Faire un compte rendu des manipulaticns effectuées et des résultats obtenus.
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2 - CONTROLES AVANT COMMERCIALISATION

La levure fraiche est conditionnée en cubes. Deux lots de cubes douteux sont analysés.

2.1. Un contaminant C est isolé sur gélose nutritive & partir du lot n’1.

Réaliser l'orientation du diagnostic. La galerie d'identification ne sera pas entreprise.

2.2, Suite & la mise en Bvidence d'une contamination fécale du lot n°2, une recherche de
Salmonella est effectuée. ’

25 g de levure fraiche ont été portés dans 225 mL d’eau peptonée tamponnée.

Aprés 16 h d'incubation & 37°C, 0,1 mL de ce milieu a é1é inoculé dans un tube de
bouillon sélénite-cystéine qui a é1é ensuite incubé 24 h 4 37°C.

Réaliser un isolement du bouillon sélénite sur gélose lactosée au Vert Briilant et au

Rouge de Phénol et sur gélose Hektoen.
Incuber 24 h au moins 4 37°C.

B - IMMUNOLOGIE (30 points)

1- DOSAGE D'UN EXTRAIT DE {}-FRUCTOSIDASE OBTENUE A PARTIR DE
S.CEREVISIAE ’

-Une Loite de gélose contenant des anticorps e lapin anti -fructosidase de S.cerevisiae est sur
la paillasse (étiquetée “gel + anti f-fructosidase”).

1.1. Perforer le gel 4 laide d'un emporte-pidce permettant d'obrenir 6 puits de 3 mm de

diamétre disposés en périphérie selon le schéma suivant :

Distance entre 2 trous opposés : 25 mm
Distance entre bord et trous : 12 mm

1.2. Préparer une gamme ¢&talon de -fructosidase.

A partir de la solution mére de -fructosidase 4 3 1‘1'1g.mL‘1 (Btiquetée E} et de
tampon PBS pH 7,2 préparer 4 solutions étalons en ji-fructosidase :

Ey = 600 pg.mi1
Eq = 900 ptg.mL‘l
Eq = 1200 pg.mL ™}
E4 = 1800 pg.mL-1

1.3. Déposer 5 jL des 4 solutions étalons et des 2 essais de la solution incennue
(étiquetée [y) de {i-Iructosidase.
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1.4,

Mettre en chambre humide pendant 48 h 4 température ambiante (en fixant
dans le couvercle 2 a 3 épaisseurs de papier absorbant humidifié).

Compte rendu,

Dresser un rableau expliquant la préparation des étalons E

2 - DOCUMENT A COMPLETER

0 E2, ES’ E4.

Regrouper les renseignements utiles pour les comptes rendus de la seconde séance sur le
document distribué sujet page 3/4.

DOCUMENT A COMPLETER ET A RENDRE A LA FIR DE LA PREMIERE SEANCE

1 - MICROBIOLOGIE

Résultats des dénombrements en hématimétre :

2 - IMMUNOLOGIE

concentration ‘| diamétre mesuré
déposée en
pg.mL‘I- en mm
N° de puits ler JOUR 2&éme JOUR
1
2
3
4
S
6
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DEUXIEME JOUR Durée : 2 H15

A - MICROBIOLOGIE {50 points)

1 - MESURE DU POURCENTAGE DE REVIVIFICATION

Lire fe dénombrement des UFC et conclure sur le pourcentage de revivification des levures du
mout de fermentation.

2 - CONTROLES AVANT COMMERCIALISATION {lot n°2)

2.1. Réaliser la lecture macroscopique des isolements.
2.2, En présence de colonies suspectes, effectuer le test uréase rapide.
2.3. Interpréter les résultats,

B - IMMUNOLOGIE (30 points)

DOSAGE D'UN EXTRAIT DE B;FRUCTOSIDASE OBTENUE A PARTIR DE S.CEREVISIAE

1 - Mesurer les diamétres D de précipitation en lumiére diffuse sur un fond noir.

2 - Compléter le tableau de résultats sur le document rendu le premier jour et établir la courbe
d'éraloiinage D? = f (Concentration en [i-fructosidase en pg.mL-1y-

Tracer la courbe d'étalonnage.

Valicler les valeurs expérimeniales de cette courbe et caleuler la droite de régression linéaire ;

en donner les paramétres et en déduire la concentration en [-fructosidase dans l'essai,

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Dewxieme  parties realisanian prafique doperations rechiniques
Durée: 10 heures; Coefficient: 8
Sujet 2.

ANALYSES DE LABORATOIRE
CONTROLE DE PRODUCTION DE BIOMASSE ET DE PROTEINES OBTENUES PAR

GENIE BIOLOGIQUE
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Les levures sont utilisées en génie biologique comme source de protéines dans des

applications trés diversifiées |

- production d'une biomasse destinée tant 4 'alimentation animale gu'humaine,

- production d'enzymes au service des bioconversions,

- production de protéines recombinantes telles les hormones ou autres protéines

biolégiquement actives, au service de la thérapeutique.

BIOCHIMIE (80 points) Durée : 4 H 30

L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début d'épreuve.

Environ 25 grammes de, Saccharomyces cerevisiae ont été finement broyés au mixer dans un
minimurn de tampen hydrogénocarbonate, Cet homogénat a été incubé 24 heures au bain thermostaté
agité 4 40°C, puis centrifugé 15 minutes & 4000 tours/min. Le surnageant constitue l'autolysat de

levure : AL 1.

En vue de la détermination de l'activité (nvertase, cet autolysat AL 1 est ensuite dilué au 1/50
dans un tampon acétate pH 4,7 (Tp4,7). Cette dilution constitue la solution AL 2.

I- DOSAGE DES PROTEINES DANS L'AUTOLYSAT DE LEVURE "AlL 1" {30 points)

1.1.

1.2,

1.3.

Préparation de la gamme élalon.

* A partir d'une solution étalon de sérum albumine bavine {SAB) 4 3g.L-1, on effectuera

des dilutions "en cascade” de 2/3 en 2/3.

- Introduire (micrapipette pour l'ensemble de la manipulation) 100ul d'ean
déminéralisée dans 5 tubes a hémolyse numérotés 2 4 6,

- Introduire 200 pL de SAB dans le tube numéroté 2 ; mélanger,

- Prélever 200 pL de ce tube 2 et les introduire dans le tube 3 ; mélanger,

- Reprendre 200 pL, les introduive dans le tube 4 et ainsi de suite jusqu'au dernier
tube.

Dilution de I'autolysat de levure a doser.

Effectuer une dilution au 1/10 de Vautolysat de levure "AL 1"
{diluant : eau déminéralisée).

Colorimétrie,

Mettre 20 plL de solution étalon, ou de chacune des 5 dilutions, dans des cuves de
spectrophotométre. Ajouter 2 mL de réactif de Bradford, agiter.

Réaliser 2 essais avec la dilution de "AL 1%

Lire, contre un témoin sans protéines, l'absorbance 4 590 nm aprés quelques minutes
d'attente,
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1.4. Compte rendu et résultats,

Calculer les concentrations protéigues de chaque solution étalon. Présenter les
résultats de ces caleuls ef les absorbances sous forme d'un tablean.

Tracer la courbe d'étalonnage ; valider les valeurs expérimentales ; calculer la droite de
régression. ; en donner les paramétres et en déduire la concentration protéique des
essais.

Calculer la cancentration en protéines de lautolysat de levure AL L.

II - DCSAGE DE L'ACTIVITE [}-FRUCTOSIDASE DE L'AUTOLYSAT DE LEVURE DILUE
AL 2 {50 POINTS)

La p-D fructofuraneside fructohydrolase E.C.3.2.1.26 (ou iavertase ou f-fructosidase on
saccharase) catalyse 'hydrolyse du saccharese en un mélange équimolaire de ghicose et de fructose
appelé "sucre inverti”,

L'autolysat de levure, contenant la p-fructosidase a &té dilué au 1/50 dans Tp4,7 : solu-
ton "AL 2",
2.1, Etalonnage du sucre inverti par le 3-5 DNS.
Le 3-5 DNS (acide 3-5 dinitrosalicylique} forme quantitativement, 4 chaud, avec les
sucres réducteurs un dérivé rouge orangé dont Fabsorbance est mesurée a 530 nm. Le
développement de la coloration a 100°C et les lectures d'absorbance devront étre menés
simultanément pour les essais (activités libres, activités immobilisées) et pour
1'étalon.
Dans un tube & essai, verser :
- 1 mL de “sucre inverti” & 5 mmol/L [glucose 4 5 mmol/L + fructose &
5 mmeol/L),
- 1 mL d'eau déminéralisée,
- 1 mL de Tp4,7,
- 2 mL de DNS.

Réaliser en paralléle un tube témoin sans "sucre inverti”.

Boucher les tubes avee du papier d'aluminium et les porter 4 100°C pendant 5 minutes
exactement ; refroidir sous courant (ou dans un bain) d'eau froide,

Ajouter 15 mL d'ean déminéralisée.
Lire I'absorbance i 530 nm contre le tube témoin,

2.2, Détermination des activités libres mises en jeu.
Déterminer I'activité de la p-fructosidase selon le protocole suivant :
Dans 3 tubes i essai, introduire :
- 0,50 mL de saccharose & 0,5 mol/L (préchanflé 10 minutes 4 35°C)
- 2,45 mL de Tp4,7 (préchauffé 10 minutes & 35°C)
- 3,05 mL de solution "AL 2"

Placer exactement 2, 6, 10 minutes & 35°C ; agiter réguliérement.

Arréter la réaction par l'addition de 2 mL de 3-5 DNS.
Boucher avec du papier aluminium,

Porter 5 minutes exactement a 100°C, refroidir et ajouter 15 mL d'eau déminéralisée.
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2.4.

2.5,

Inclusion dans U'nlginate,
Verser la solution de chlorure de caleium 4 0.15 mol/L dans un bécher de 250 mL.

Oter le piston de la seringue et boucher le conduit d'écoulement avec du parafilm. Dans
le corps de la seringue, verser :

- 2,50 mL d'alginate a 3 % (m/v) préa]ablemeﬁt préchauffé a 45°C,
- 0,50 mL de p-fructosidase diluée an 1/50 (solution "AL 2").

Bien mélanger 4 'aide d'un petit agitateur de verre puis oter le parafilm.
Laisser tomber le mélange, goutte 4 goutte, de 20 em de hauteur, dans la solution de
CaClg a4 0,15 mol/L légérement agitée ; utiliser avec précaution le piston pour chasser
lentement le mélange enzyme-alginate,
Laisser sgjourner les billes formées 30 minutes dans le chlorure de caleium, puis les
rincer 4 l'eau déminéralisée et les égoutter sur papier filire. Compter le nombre N de”
billes obtenues ; les répartir en 3 lots égaux de n billes.
Détermination des activités immobilisées,
Dans 3 tubes A essais, introduire successivement :

- 11 billes d'alginate

- 0,50 mL de saccharose 4 0,5 mol/L {préchauffé 10 minutes & 35°C),

- 2,50 ml. de Tp4,7 {préchauffé 10 minutes 4 35°C),
Placer exactement 2, 6, 10 minutes 4 35°C, agiter réguliérement.
Arréter la réaction en prétevant + phase liquide et-en la versant dans un tube
contenant 2 mL de 3-5 DNS.

Boucher avec du papier aluminium,

Porter 5 minutes exactement 4 100°C, refroidir et ajouter 15 mL d'eau déminéralisée,

Compte rendu et résultats.

Conserver les billes d'alginate sur un papier filtre au poste de travail,

Présenter sous forme de tableau les absorbances obtenues,

Tracer sur le méme graphe les courbes A(530nm) = f {temps) pour les enzymes libres et
immobilisées, En déduire la variation d'absorbance par minute lors de la phase

stationnaire.

Déterminer le nombre de micremaoles de sucre inverti formé par minute dans le milleu
réactionnel, pat l'enzyme libre et 'engyme immobilisée.

Calculer 1a concentration d'activité catalytique de l'autolysat de levure en Ul/mL.
Calculer l'activité spécifique en Ul/mg protéines.

Calculer les activités totales libres mises en jeu dans 0,05 mL d'AL 2 et les activités
totales immobilizées dans N billes réalisées avec 0,5 mL d'AL 2 ; en déduire le
pourcentage d'activité immobilisée (le volume des billes sera considéré comme
négligeable pour e calcul).
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MICROBIOLOGIE - IMMUNOLOGIE

PREMIER JOUR DUREE: 4 H

A - MICROBIOLOGIE {50 POINTS)

Contréle dun processus de production de biomasse levure pour alimentation animale

La production de biomasse destinée & 'alimentation animale met en osuvre diverses souches
microbiennes dont le cheix dépend en particulier de la matiére premiére transformée. Le rendement de
production est fonction des propriétés métaboliques de la souche et des conditions du processus
fermentaire.

1 - CONTROLE DE LA SOUCHE DE LEVURE CANDIDA TROPICALIS UTILISEE DANS
UNE UNITE DE PRODUCTION INDUSTRIELLE {12 POINTS}

La seuche est présentée sur gélose OGA (étiquetée C.t, n° poste].

- contréle des caractéres culturaux et morphologiques (compte rendu),
- contrdle des caractéres biechimiques par microméthode,
- contréle du genre et de 'espéce.

2 - ETUDE EXPERIMENTALE DE LA CROISSANCE EN ERLENMEYER {24 points}

Evaluer le nombre d'UFC (unités formant colonies) en phase statiornnaire aprés culture en milieu
liquide YPD oxygéné (&tiquetée biomasse, n° poste),

- Numération préliminaire &n cellule de Malassez {compte rendu : dilutions, résultats bruts,
caleuls, expression de N/mlL).

- Numération précise sur gélose OGA avee ensemencement,

Seront ensemencées, en paralléle, 2 gammes de 3 dilutions successives (compte rendu ! choix
des dilutions).

Nota : Au moment de 'emploi ajouter, &4 20 mL de gélose de base OGA fondue, 2 mL d'une
solution stérile d'oxytétracycline a 1g.1.-1,

3 - IDENTIFICATION D'UN CONTAMINANT MICROBIEN ISOLE AU COURS D'UN
CONTROLE DE PROPRETE DU MATERIEL DE LA CHAINE DE PRODUCTION

(14 points)

Le contaminant est présenté sur gélose 4 l'extrait de malt (étiqueté : contaminant, n® poste).

- Etude des caractéres culturaux ! aspect macroscopigue (compte rendu).

- Etude des caractéres morphologiques aprés montage au microscope (compte rendu : effectuer
un dessin légendé de l'observation ; déduire le nom du genre du micro-organisme).

Nota : La technique de montage est laissée 4 l'initiative ‘du candidat.,

Matériel disponible : lame, lamelle, pince, scotch, bleu coton, eau physislogique.
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B - IMMUNOLOGIE {30 POINTS)

DPOSAGE DE L'ECHISTATINE PROTEINE RECOMBINANTE, PAR IMMUNOCDIFFUSION
RADIALE

L'échistatine est un anticoagulant présent dans le venin de certaines vipéres,
L'interaction avec la coagulation se situe au niveau de 'agrégation des plaquettes sanguines.

Afin de produire 'échistatine, son géne a été inséré dans un vecteur d'expression introduit dans
une souche de Saccharomyces cerevisiae.

Aprés 48 heures de culture, on dose 1'échistatine dans le surnageant de la culture par
immunodiffusion radiale.

Réactifs et matériel utilisés :

- f'etite hoite de Pétri dont le fond a été préalablement glacé par un gel d'agarose 40,3 %.
« Tampon PBS apH = 7,2 : 4 mL,
- Solution étalon d'échistatine 4 2 mg/ml dans le tampon PBS ¢ 1 mL.
- Surnageant de culture noté "SC": 50 uL.
Mode opératoire
« Placer la boite de Pétri sur une surface parfaitement horizontale.

- Verser, dans la boite, le mélange agarose-immunsérum contenu dans un tube & hémolyse
{le mélange est maintenu dans un bain thermostaté 4 45°C).

- Laisser solidifier le gel pendant 45 minutes.

- Creuser dans le gel 6 puits de 3 mm de diamétre a l'aide d'emporte-piéces
(voir document annexe},

- Réaliser une gamme d'étalonnage de l'échistatine de 0,5 42 mg/ mL
(diluant : tampon PBS pH = 7,2}.

- Déposer les solutions de la gamme et le surnageant de culture 4 raison de 5 KL par puits.
- Pour éviter la déshydratation du gel, fixer une bande de papier filtre préalablement humidifiée

sur le couvercle de la boite de Pétri.
- Incuber 48 h.

Compte rendu
- Indiquer le mode opératoire de réalisation d¢ la gamme d'étalonnage.

- Regrouper les renseignements utiles pour le compte rendu de la seconde séance sur le
document annexe.
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Numéro de poste.........

IMMUNOLOGIE "DOCUMENT ANNEXE
A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE
concentration | diamétre mesuré
déposée en
pg.mL” on mm
N° de puits ler JOUR 2&me JOUR

1

2

3

4

5

6

DEUXIEME JOUR

Durée : 1 H 30
A - MICROBIOCLOGIE

Question1 : Contréle de la souche de levure

- Lecture des résultats

- Compte rendu :
- du contréle des caractéres biochimicues,
- du contréle du genre et de l'espéce,

Question 2 : Etude expérimentale de la croissance en Erlenmeyer

- Lecture des résultats, calculs, expression de N/mlL.

B - IMMUNOLOGIE

- Mesurer le diamétre des anneaux de précipitation et reporter les valeurs sur le document

annexe.

- Tracer sur papier millimétré la courbe d'étalonnage : carré du diamétre = f {concentration en

échistatine},

- Valider les valeurs expérimentales de cette courbe.

- Donner les paramétres de la droite de régression et en déduire la concentration en échistatine

dans le surnageant de culture.

-
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EPREUVE BPROFFSSHINNFLIF DF SYNTHFSF
Deuxigme partig: réalisation pratigue dopérations techniques
Durée : 10 heures: Coefficient : 8

SWJET 3.

ANALYSES DE LABORATOIRE

LES ANTICORPS MONOCLONAUX
BIOCHIMIE {80 points) Durée: 5 H

L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début d'épreuve.

Les anticorps monoclonaux peuvent étre marqués par des enzymes, Parmi ceux-ci, la Peroxydase
de Raifort (E.C. :1.11.1.7) souvent désignée par le sigle HRP (provenant de l'anglais : Horse Racish
Peroxydase) est trés utilisée. La manipulation se propose d'étudier quelques caractéristiques de
l'activité de cette enzyme grace a la réaction, particuliérement connue en immunclogie, qui consiste &
oxyder le substrat soluble ABTS en un chromogéne coloré en vert.

L'étude comperte trois étapes

1) Evaluation du coefficient d’absorhance linéique molaire de 'ABTS oxydé.
2) Détermination de l'activité spécifique d'une solution de HRP.
3) Influence de I'azide de sodium sur U'activité de 'HRP.

Les trois solutions suivantes sont & la base de la manipulation :

- Solution de substrat (solutlon S} : solution a4 1 mg/ml de ABTS (22'-Azino-bis
[3-éthyl BenzoThiazoline 6-Sulfonate) di-ammonium) dans une solution tampon (contenant acide
citrique, phosphate de sodium ef perborate de sodium) 4 pH = 5. La masse molaire de FABTS est
égale & 514,6 g/mol.

- Solution d'enzyms HRP (Solution E) : solution & eaviron 1 mg/mlL d'une poudre protéique
incomplétement purlfiée de HRP dans de l'eau ultrapure,

- Solution dinhibiteur {Selution ¥) : sclution & 1 mg/ml d'azide de sodium dans de P'eau
ultrapure.

I - DETERMINATION DU COEFFICIENT D'ABSORBANCE LINEIQUE MOLAIRE DE
L'ABTS OXYDE [20 POINTS]

1.1. Principe.

Dans une solution diluée d'ABTS, l'enzyme HRP en net excés (conditions de
dosage de substrat par la méthode en point final) transforme complétement
I'ABTS présent dans le milieu réactionnel en ABTS oxydé, )

La relative instabilité de 'ABTS oxydé oblige & mesurer l'absorbance maximale
rapldement aprés l'addition de l'enzyme dans le milieu réactionnel.
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1.2,

1.3,

1.4,

Réactifs,

- Solation 8': solution de substrat ABTS qui correspond a la solution S diluée
au 1/100 dans du tatmpon pH = 5,
- Solution E : solution d'enzyme HRP non diluée,

Made opératoire (2 essais).,

Dans une cuve de spectrophotomeétre, introduire 3 mlL de solution §',

Opérer ensuite prés du spectrophotométre dont la longucur d'onde sera réglée a
405 nm:

- faire le O de référence sur la cuve contenant la solution S,

- ajouter 100pL de selution E, homogénéiser par retournement, puis
remettre en place la cuve dans le spectrophotométre,

- lire 'absorbance maximale (A} qui apparait dans un délai compris entre
435 et 60 secondes aprés I'addition de I'enzyme.

Caleuls et résultats.

Caleuler le coefficient d'absorbance linéjque molaire de 'ABTS oxydé (€ 405nm)
dans les conditions de l'expérience, en mol™}.L.cm”1,

Ii - DETERMINATION DE L'ACTIVITE SPECIFIQUE D'UNE SOLUTION DE HRP

{44 POINTS|
2.1. Activité enzymatique de la solution E de HRP.

2.1.1. Principe.
En présence d'un excés de substrat dans le milieu réactionnel et dans des
conditions opératoires bien définies, la vitesse de transformation du
substrat traduit I'activité enzymatique de la préparation utilisée
(conditions de dosage d'enzyme ou détermination d'activité enzymatique).

2.1.2. Réactifs.
- Solution § : solution de substrat ABTS non diluée. .
- Solution E' : cetie solution sera préparée par dilution de la solution E en

eau ultrapure {of mode opératoire).

2.1.3. Mode opératoire (1 essai).
Préparer la solution B' par dilution au 1/100 de la solution E en eau
ultrapure. . .
Dans une cuve de spectrophotométre, introduire 3 ml de solution 3 et
préincuber 5 minutes 4 30°C. i
Déclencher la réaction par addition de 100 uL de solution E'.;
homogénéiser ; lire ou enregistrer la variation d'absorbance a 405 nm
pendant 2 minutes.

2.14. Calculs et résultats,

Caleuler la concentration d'activité catalytique (Cate) de la solution I en
U.mlsL,
Donnée ; 1 U correspond 4 la quantité d'enzyme qui oxyde 1 pmole
d'ABTS apH = 5et 2 30°C.
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2.2, Dosage des protéiﬁes dans la solution E de HRP.

2.2.1.

2,2,2,

2.2.3.

2.2.4,

Principe du dosage des protéines par la méthode au BCA,

Le dosage des protéines griice a I'acide bicinchoninique (BCA) met en jeu un
réactif unique de couleur verte composé par le mélange de deux solu-

tions ; 1me d'acide bicinchoninique et 'autre de sulfate de cudvre, En
présence de protéines, les ions Cu<? sont réduits-en ions Cu™* ce qui fait
virer la solution au peurpre (lengueur d'onde de lacture de 'absorbance ;

A = 562 nm). La réponse est linéaire pour des concentrations allant de

0,1 a1l mg/mkL.

Réactils.

- Solution E ; solution d'enzyme HRP a doser,

- Solution SAB : solution de sérumalbumine bovine 4 2 mg/mlL en ean
physiologique,-

- Réactif BCA : réactif de coloration, de couleur verte, prét 4 l'emploi.

Mode opératoire.
Gamme d'étalonnage.

Préparer, dans 6 tubes a hémolyse, une gamme de dilutiens de
sérumalbumine bovine en eau physiologique contenant 0,0 - 0,2 - 0,4
0,6-0,8-1,0mg/mL.

Pour chagque tube de la gamme, la réaction sera réalisée en portant dans
un tube & hémolyse :

- 0,1 mL de solution diluée de 3AB,
- 2 ml de réactif BCA.
Incuber les tubes & 37°C pendant 30 minutes, puis laisser refroidir a la

température de la salle.

Lire les absorbances des tubes a 562 nm dans un délai compris entre 5 et
10 minutes aprés le retrait des tubes du kain thermostaté a 37°C,
Dosage |2 essais).

Le dosage des protéines dans la solution E sera cffectué & partir de prises
d'essais approprides et selon des conditions rigoureusement identiques &
celles de la gamme d'étalonnage. :

Compte rendu et résultats,
Présenter un tableau des résultats avec :

- d'une part la méthode e réalisation ot la composition des tubes
de la gamme de dilutions ainsi que celles des tubes egsais pour le

dosage,
- d'autre part les absorbances lues & 562 nm.

Tracer la courbe d'étalonnage. Puis valider les valeurs expérimentales de
cette courbe et calculer la droite de régression. En donner les paramétres
ot en déduire la concentration massique en protéines (P) de la solution
Een mg.ml™ .

2.3. Activité spécilique de la solution E de HRP.

Calculer I'activité spécifique (Zsp) de 1a solution B utilisée en U.mg™ .

1
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I - EFFET DE L'AZIDE DE SODIUM SUR L'ACTIVITE DE L'HRP (16 POINTS].

3.1. Présentation.

L'azide de sodium est un poison vielent qui bloque en parficulier le transfert des

électrons par les cytochromes dans la chaine respiratoire et qui inhibe, d'une fagon plus

générale, les chromoprotéines héminiques. 11 s'agit d'unc substance antibactérienne et

a ce titre, il est employé pour la conservation des anticorps margués ou non au taux d(;

0,02 %. Cependant son utilisation est 4 exclure dans le cas d’anticorps marque i I'HRP

car ¢cel enzyme est une chromoprotéine héminique. '
3.2. Réactils.

- Solution S : solution de substrat ABTS non diluée,
- Solution EI : cette solutien correspondant a un mélange de solution E et de solution |
a été préparée (cf mode opératoire) ; elle sera testée aprés dilution,

3.3, Mode opérateire.
Action de l'inhibiteur:

Dians un tube & hémolyse, on a introduit :
- 0,8 mL de solution E,
- 0,2 mL de solution 1.

Aprés homogénéisation et incubatien 4 la température de la salle pendant une heure,
on abtient la solution El mise & disposition.

Détermination dé l'activité enzymatique de la solution EI {1 essai).

Préparer la solution EI' par dilution au 1/80 de la solution EI en eau physiologique.
Dans une cuve de spectrophotométre, introduire 3 mL de solution S et préincuber

5 minutes 4 30°C.

Déclencher la réaction par addition de 100 pL de solution EI' ; homogénéiser ; lire ou
enregistrer la variation d'absorbance & 405 nm pendant 2 minutes.

3.4. Caleuls et résultats.

Caleuler la concentration d'activité catalytique (Catc') de la solutionéEl en U.mL1,
En déduire 'activité spécifique (Zsp') de la solution b ayant subi 'action de Iinhibiteur.
Caleuler le % d'inhibition (I} due a l'action de l'azide de sedium.

s Ty
Hen%) = Zsp—Zsp! *100
sp
MICROBIOLOGIE - IMMUNOLOGIE {80 points) Durée: 5 H
PREMIER JOUR Durée 14 H

Le déroulement des manipulations sera indigué aux candidats en début d'épreuve.

A - MICROBIOLOGIE (55 points)
Les anticorps monoclonaux sent conditionnés en flacons stériles, en présence d'un conservateur :
lazide de sodium,
I - DETERMINATION D'UNE C.M.L (27 points],

Afin de connaitre la concentration en azide de solium 2 utiliser, on détermine la C.M.L de celui-
ci vis-a-vis de différentes souches tests. Iei seule la détermination de la C.M.I. vis-a-vis d'Escherichia
coli sera envisagée,
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1.1. Préparation de la suspengion bactérienne,

La concentration bactérienne de la suspension est étalonnée par spectrophotométrie.
En tenant compte des indications fournies en début d'épreuve : correspondance entre
absorbance et concentiration bactérienne, diluer la culture (E.c) afin d'obtenir une
suspension contenant environ 10° bactéries.mL™* (diluant : bouillon nutritif),

Cette concentration bactérienne est nécessaire pour une détermination correcte de
C.M.1.

1.2, Vérsification de la concentration bactéricnne.

Afin de vérifier la coneentration de la suspension baciérienne préparée précédemment,
effectuer un dénombrement des bacléries sur gélose (3 dilutions appropriées).

Milieu : gélose dénombrement. )
Technique : méthode d'étalement en surface (0,1 mlL).
Réaliser les essais en double.

1.3. Préparation du conservateur.

A partir d'une golution d'azide de sodium & 10 g: he [AZ), réaliser une dilution 1071
dans du bouillon nutritif,

1.4, Détermination de la C.M.1. par microméthode.

Réaliser des dilutions an série, de la solation fille d'azide de sodium, du 1/2 au 1/128
sous un volume final de 100 pb (diluant : bouillon nutritil).

Ajouter 100 pL de suspension bactérienne préparée en 1.1. dans chaque cupule.
Recouvrir la microplague d'un film plastique.

Incuber & 37°C.

1 - CONTROLE DE STERILITE D'UN RECIPIENT DE CONDITIONNEMENT DES
ANTICORPS MONOCLONAUX (15 POINTS),

Pour effectuer ce contréle le récipient a été lavé a I'eau stérile.

Filtrer ce liuide de lavage (L.l) sur membrane.

La manipulation sera effectuée en présence d'an examinateur.

Justifier sur le compte rendu la nécessité ou non d'un ringage de 'appareil de filtration,

[I - ETUDE P'UN MICRO-ORGANISME CONTAMINANT {13 POINTS).

Lors d'un contrdle microbiologique d'un lot d'anticorps monoclonaux, un contaminant (C) a été
isolé sur gélose au sang.

Qrienter le diagnostic.
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B - IMMUNOLOGIE (25 POINTS)

TYPAGE D'UN SURNAGEANT D'HYBRIDOME

Pour purifier les anticorps d'un swnageant dhyblidume obtenu par fusion de cellules murines
{souris) et pouveir les commercialiser, il est nécessaire de connaitre leur lsotype On se propose donc
de typer-les anticorps d'un surnageant d'hybridome.

Réactils et matériel.

- Surnageant d'hybrideme a typer noté H,

- Ac de chévre anti lg de souris dirigés contre les différents isotypes de la souris
(6 anticorps),

- Ac de lapin anti Ig de chévre marqué a la peroxydase = conjugusé,

- Solution de substrat OPD 4 0,4 mg.mL-1 en tampon citrate acide citrique pH 5 + HpOg
&4 0,014 %,

- Hg804 22 mol.L7],
- PBS,

- PBS - Tween 20,
- Barrette 16 puits + support.

Maode opératoire,

On utilisera 14 cupules de chaque barrette, chaque réaction étant réalisée en double.
A chaque étape d'incubation, on pourra mettre une feuille autocallante sur la plague.
Placer dans 14 cupules de la barvette Al & G2 100uL de surnageant d'hybridome.
Incuber 1 heure 4 37°C.

Vider par retournement la barrette, la sécher par tapotement sur une feuille de papier
absorbant.

Laver trois fois chaque cupule avec 200 pL de PBS - Tween.

Dans les cupules Al, A2 introduire 100 L. d'immunsérum de chévre anti IgGt de
souris,

Dans les cupules B1, B2 introduire 100 pL d'immunsérum de chévre anti IgG2a de
souris.

Dans les cupules C1, C2 introduire 100 pL dimmunsérum de chévre anti [gG2b de
souris.

Dans les cupules D1, D2 intreduire 100 pl, d'immunsérum de chévre anti 1gG3 de
souris.

Dans les cupules E1, E2 introduire 100 pL d'immunsérum de chévre anti IgG A de
souris.

Dans les cupules F1, F2 introduire 100 uL d'immunsérum de chévre anti Ig M de souris.
Dans les cupules G1, G2 introduire 100 pL de PBS.

Incuber 30 min 4 la température du laboratoire.

Vider la batrette par retournement et la laver comme a I'étape précédente.

Placer dans les 14 cupules 100 pL de conjugué et incuber 15 min a la température du
faboratoire. -

Vider la barrette par retournement et la laver comme & I'étape précédente,

Ajouter 100 pL de substrat - chromogéne dans chagque cupule, incuber & lobscurité
jusqu'a 'apparition d'une coloration nette dans certains pu1ts (30 & 15 min).

Arréter la réaction avee 50 pl, d’acide sullurique a 2 mol, 1oL

Observer,
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3. Résultats ; conclusions,
Faire un schéma correctement annoté de la réaction réalisée.
Indiguer les résultats obtenus pour chaque cupule dans un tableau,

Justifier la réalisation des cupules Gl et G2 en donnant leur rale.
Conclure,

UXIEME JOUR 1 ' Durée: 1 H
MICROBIOLOGIE

I- DETERMINATION DE LA C.M.L

- Donner le résultat de la numération d'Escherichia coli. Conclure,

- Déterminer 1a C,M.1, de 'azide de sodium vis-a-vis d'Escherichia coli,

Rappel: La concentration bactérienne nécessaire pour une détermination correcte de C.M.l. est
d'environ 10° bactéries.mL™*,

Il - CONTROLE DE STERILITE D'UN RECIPIENT DE CONDITIONNEMENT DES
ANTICORPS MONOCLONAUX

- Donner le résultat. Conclure.

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.

Deuxiéme partie: réalisation pratigue d'opérations techniques
Durée : 10 heures; Coefficient : 8

SUJET 4.

ANALYSES DE LABORATOIRE. ALIMENTATION.

BIOCHIMIE (BC points) ; durée : 5 H

L'ordre de d&érculement das manipulations sera indigué aux candidats en dabut
d'épreuva,

UREASE ET UREE

On se propose de cointrdler l'activité enzymatique d'une préparation d'uréase par
une mesure cinétlgue dans 1'0V, Cstte préparation est enzuite utilisée pour doser
dans un échantillon de viande lturée avec révélation de 1'ammoniaque formée par une
réaction colorée, .

Les méthodes retenues requiérent de pipeter des volumes de 200 41 qui seront
mesur@s avec une pipette automatique réglable, préalablement é&talonnée par pesée
d'eau distillée,

I - ETALONNAGE D'UNE PIPRETE AUTOMATIOUE (15 points).
{d'aprés norme AFNOR 35-309)
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1.1. Disposltions préliminaires.

Disposer, dans la chambre de pesée d'une balance, une feuille de papier
filtre imbibée d'eau distillée pour permettre la saturaticn en vapour
d'eauw. La température et la pression ambiantes sont indiquées par les
examinateurs.

1.2, Réalisation.

Pesaer successivement dans un petit bécher, ou ume capsule i peser, les
volumes d'ean délivrés par la pipette. Tous les ajouts g'effectuent dans
le méme réciplent, sans le vider. On mesurera, en double, les masses
correspondant &4 5 réglages da la pipette, différents et réguliérement
répartis jusqu'a la capacité maximale de la pipette.

1.3, caleul d'exploitation.

Les masses sont déduites par différence. On peut convertir les masses
pesdes en volume d'eau distillée en utilisant la relation suivante :

1
vemx — X (1—(»‘31:)
Peau - eair .
v = volume effectivement délivré
= masse pesée (calculéde)
Peau = masse volumigue {1) de l'eau & la température mesurée
ealr = masse volumigue (2) de l'air 4 la température et la pression
mesurées.
1.4, Ré&sultats - Applications.

1.4.1. Compléter le tableau de relevés jolnt en annexe.
1.4.2. COﬁstruire sur papier millimétré le graphe m = £ (volume affliché).

1.4.3. Déterminer graphiquement le volume & afficher sur la pipette pour
obtenir un volume délivré exact de 200 pl.

Remarque importante : On pourra traiter cette partie indépendamment des autres.
- Mais il est demandé de manipuler avec la mé&me pipette
automatique et de tenir compte, dans les parties 2 et 3,
du volume effectivement délivré pour un affichage de
200 pl.
2 - CONTROLE D'UNE PREPARATION D'UREASE PAR UNE METHODE CINETIQUE UV (25 points).
2.1. Principe.
1l s'agit du systéme de réactions enzymatigques couplées :
uréase
CO (NHy)y + 3 Hy0 > 2 NH4+ + HCo,T + o~

Glutamate déshydrogénase

2 uu," + €007 (Giy),- €o- C00T * MADH, §® Gy GO0 ~(CH, ), CHONIL*)-CO0 + 11,0 + wao™1

2-oxoglutarate glutamate
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dans lequel les ions ammonium forméa scnt impligqués dana la réaction,
indicatrice, de réduction de l'oxoglutarats en glutamate. On auit donc la

diminution de 1‘absorbance & 340 nm en fonction du temps, gui mesure l'activité
enzymatique.

(1) Valeur dans le tableau annexe 1
(2} Valeur dans le tableau annaxe 2

2.2 Réalisation d'un essai (1 essal).

La réaction se développe en tampon Ppis A pH 8,0, & 30°C. Dansg un tube &
hémclyse, ou dans une cuve spectrophotométrique, introdulre 1

- 2,4 ml de solution réactionnelle préalablement prélncubde & 30°C

- 0,2 ml de solution de glutamate déshydrogénase

~ 0,2 ml de aslution T druréase & tester [Btiquette de ‘coulieur),
Mélanger. Suivre 1'abscrbance 3 340 nm gui doit étre stable en l'absence
d'interférence, Ajouter

- 0,2 ml de solution d'urée.

Mélanger. Relever ou enregistrer les absorbances a4 340 nm toutes les

30 secondes entre 3 et & minutes d'incubatien, Determiner le coefficlent
AR ’

directeur —-—- - .
JANN

2.3. Ténoin.

Réaliser un témoln en 1'absence d'urée dans les mémes conditions.
P

Retrancher alors la varlation ——— du témoin de celle de ]l'eseal.
ot

2.4. Résultats.

- Remplir le tableau joint en annexe ou rendre lea enregistrements aprés
les avolr annotés.
A A
- ponner la valeur de -
At
-~ galeuler la concentration d'activitd catalytigque en unité d'uréase par
1itre. Le coefficient mesurant 1'incertitude relative totale de la
méthode vaut 4,3 %.

mesurant 1'activité urdasique.

1
~ ta solution d'urdase testée est une dilution au ——— d'une solution
10
commerciale, pour laguelle le fournisseur indigue une concentration
» 3500 U/l, Conclure.

Données @

1 unité d'uréase libére 2 umcles de NH4+ par minute dang les conditicns
da 1'expérience.

napH, 1"
E 1

- 2 -
340 = 630 m”.,mol
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3 ~ DOSAGE DE I'UREE DANS UNE VIANDE (40 points).

L'urée est parfols ajoutée comme complément &zoté dans le fourrage du
bétail. La viande commercialisde ne dolt pas en contenir.

On contydle un échantillon d'environ 100 g de hasse cdte pris sur une carcasse
de boeuf, L'échantillon est broyé, puls minutieusement homogénéisé au mixer. Une
masse, m, de 4,9263 g de l'échantillon est ensuite traitée selon le protocole indiqué
an annexe 3.

1

¢n dose l'urée dans une dilution au , appelée filtrat dilué, du

filtrat évoqué par le protocole. 10
3.1, Principe.

I1 s'agit d'un dosage en point final par 1'uréase. Les ions ammonium
formés par hydrolyse (et éventuellement présents dans l'échantillon et
les réactifs) sont révélées par la réaction de Berthelot : en présence de
phénol et d'hypochlorite, 3 pH alcalin, il se forme stoechlométriguement
avec NH4 un composé indolique bleu dont 1'absorbance est renforcée par
de petites quantités de nitroprussiate.

3.2, Composition d'un essal (réaliser 2 essais).
Introduire successivement au fond d'un tube i essai :
- solution d'uréase 200 pl
- filtrat dilué 200 gl

Mélanger. Boucher. Laisser incuber 15 minutes & 37°C.
Puls ajouter successivement et immédiatement

- rdactif au phénol‘l) 2,5 ml
~ réactlf & l'hypochlqritetl) 2,5 ml

Mélanger. Boucher. Lalsser la réaction colorée se développsr 15 minutes
a i7ec.
Lire l'absorbance & 620 nm.

Réalimer parallélement :

- un témoin-sasal qgui permette de compenser la présence éventuells de
N, " dane le filtrat dilud,

- un essai & blanc qui permette de compenser la présence éventuelle de
NH4+ dans la solution dturéase,

3,3, Réalisation d'une gamme de solutions d'ammonium.
A partilr d'une solution-mére & 2 mmol/l de NH, , concevoir une périe de 6
tubes contenant de 0 & 0,4 pmol/tube pour é&talonner le spectrophotométre.
Réaliser la gamme en tubes 3 essai.

(1) ATTENTION : réactif corrosif - Distributeur

3.4. Exécution du dosage.

- Compléter la feuwille de résultats jointe en annexe.

- Etalenner le spectrophoﬁométre. Tracer la courbke RBgag = f([NH4+]} ou
calculer l'équation de la droite de régression linédaire. Indiquer la
sensibilité de cet étalonnage.

= Lire 1'absorbance des essais et des témoins contre le zéro de la
gamme .
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— Comment utiliser les témoins pour corriger lfessal ? Justifierx,

- Caleuler la concentration de l'uréae dans le filtrat, par report.de
1'absorbance corrigée. Le coefficient mesurant l'incertitude relative
totale de la méthode vaut 3,5 %.

« Calculer la tensur de la viande en urée, en gramme pour 100 grammmes.
Conclure.

Dennée : masse molaire de l'urée : 60 g.mﬂlﬁl

ANNEXE 1

Masse volumique de l'eau exempte d'air
pour différentes températures

Température °C Magse volumigue
e eau &0 g.em’
20 0,598 202
21 0,997 920
22 0,997 768
23 0,997 538
24 0,997 294
25 0,997 043
26 0,996 782
27 0,996 511
28 C,9%96 232
29 0,995 9243
30 0,995 045
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ANNEXE 2

Masse volumigue de l'air sec

(7 aiy ©0 1073 g.om™3

pression 280 990 1000 ‘ 1010 1020 1030 1040
t°c mbar
20 1,165 1,477 1,189 1,201 1,213 1,225 1,236
21 1,161 1,173 1,185 1,197 1,208 1,220 1,252
22 1,157 1,169 1,181 1,193 1,204 1,216 1,228
23 ' 1,153 1,165 1,177 1,189 1,200 1,212 1,224
24 1,149 1,161 1,173 1,185 1,196 1,208 1,220
25 1,145 1,157 1,169 1,181 1,192 1,204 1,216
26 1,142 1,153 1,165 1,177 1,188 1,200 1,212
27 1,138 1,150 1,161 1,173 1,184 1,196 1,208
28 1,134 1,146 1,157 1,169 1,180 1,192 1,204
29 1,130 1,142 1,153 1,165 1,176 1,188 1,200
30 1,126 1,138 1,150 1,181 1,172 1,184 1,196

ANNEXE 3

PROTOCOLE DE TRAITEMENT DE LA VIANDE

La massae, m, d'échantillon est homogénéisde pendant 2 minutes dans 20 ml de
solution d'acide perchlorigue {1 mel.l ~}. On neutralise l'excés d'aclde en portant
le pH du mélange, allongé de 40 ml d'sau, entre 7 et 7,5 avec une solution
d'hydroxyde de potassium. Le mélange neutralisé est alors kransféré en totalité dans
une fiole de 100 ml, On compléte avec de l'eau distillée pour gque la partie agueuse
affleure exactement au tralt de jauwge (couche lipidigue au-dessus du tralt).

On réfrigére & 4°C pour précipiter le perchlorate de potassium et figer la
partie lipidique. On filtre alors.

on é&limine les premiers ml. On recuellle ainsi le filtrat F.
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FEUILLE DE RESULTATS A REMETTRE AVEC LA COPIE

N® PIPETTE = N¢ DE POSTE =

1 — ETALONNAGE D'UNE PIPETTE AUTOMATIQUE

volumes affichés masses calculées

m i

2 - CONTROLE D'UNE PREPLRATION D'URBASE

N°® APPAREIL DE MESURE =

t, 3 min 3min30s 4min 4inin30s S5min Smin30s
durée

d* incubat { on

Smin

Asag
témain

A540
essal

3 — DOSAGE DE_L'UREE_DANS UNE VIANDE

esgal a4 blanc

composition Agag =
témoin essgal
composition A620 =
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Compléter le tableaw suivant décrivant la composltion des solutiong-étalon

Tuba n®

lacture des absorbances

Tube n°

Rgao

MICROBIOLOGIE-IMMUNOLOGIE (B0 points)

1ER JOUR

A la suite de cas d'intoxications allmentaires dans un restaurant de
collectivités, un laboratoire de contrdle procdde & des pré&lédvements sur le personnel

et au niveau des locaux.

1 - LES PRELEVEMENTS SONT ENSEMENCES SUR UNE GELOSE COLUMBIA AU SANG

Aprés 24 h d'incubation & 37°C, ce mlilieu présente de trds nombreuces colonies.
Les colonies suspectes ont été repiquées sur géloge trypticase soja.

Identification de la souche S présentée sur gélose trypticase soia

(étiguetde & n°.,.) (48 poinkts),

1.1.1, vVérification de la pursté de la souche.

1.1.

1.1.2. Identification de la souche par galerie minlaturisée.

Préparatlon d'un rdactif spéecifique de la protéine A de

1.1.3.
Staphylococcus aureus en vue de 1'identification de la souche 8.
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Bxingipe.

- La protéine A présente 4 la surface de Staphylocogeus aureus a la propridté de
:&xeF le fragment Fc des immunoglobulines de lapin et d'homme. Des hématies de mouton
itabilledes et correctement seneibllisdes par des anticorps de lapin dirigés contre

es hématies de mouton (GRM) sont agglutinées an &
présence da staphyl
le la protéine ‘A, PryRoscques portenss

Hatsriel ot xéactifs,

Glebules rouges de mouton lavés, dllués & 10 % en eau physiologiquae,
Dilutlon de sérum antl GRM au 17200,

Bau physiologlique.

Souche de référence Staphylococcus protéine at (8tigquetée prot n+).
Souche de référence Staphylococcus protéine A” (&tiquetée prot ATy,
Bain marie & 37°C, centrifugeuse,

Tubes, pipettes, lames de verre.

Mode opératoire de la sensgibilisation des GRM.

Dana un tube A hémolyse introduire 4 mi de la dilution au 1/200 du sérum anti~
GRM.

Ajouter 1 ml de GRM & 10 % dans le tube.

Incuber 15 minutea & 37°C.

Laver trois fois les GRM ainsi sensibilisés avec 2 m) d'eau physiologlque
{centrifugations de & minutes a 1500 xpm}. )

Remettre le culot en sguapension de fagon A obtenir des GRM senaibilisés a 20 %.
Préparer &galement 0,5 ml de GRM non sensibilisés & 20 %.

Bvaluation de la gualité de la sensibilisatiopn des GRM par la technigque
d'agglutination sur lame.

Pester les GRM sensiblilisés en suspension a 20 % par la technique
d'agglutination sur lame avec les souches bactériennes de référence, sans
oublier de réaliser tous les témoins nécessaires & la validation de ces tests.

N.B. Poutes les réactions d’'agglutilnation réallsées par le candidat sevont
montrédes a l'examinateur,

Les réactifs "GRM senalbhlliséa & 2C % et non sensibiliaés" meront
conservés & + 4°C pour le deuxidme jour d'épreuve.

Compte rendu,

* Expliguer la préparation des suspensions de GRM a 20 %.
* Donner la composition des témoins et justlfier leur rdle,
* Conclure sur la sensibilisation des GRM.

1.2. Détermination de la CMI de la souche § par microméthode en milieu liguide
20 pointz).

Matériel et réactifs,

Plagque da microtitration stérile et couvercla.

Pipette automatique et c¢dnes de prélédvement stériles.

Tube A hémolyse contenant la solution de streptomycine & 512 mg/l noté
streptomycine.

Préculture de 1B h de la souche 8 en bouillen Mueller Hinton notée PS.
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Mgde opératoive.

- Diatribuer dans les 12 cupulea 50 pl de bouillon Mualler Hinton.
- Introduirg 50 yl de solution de streptomycine & 512 mg/l dans la premiére

cupule puis procéder par dilutions successives dans les 10 cupules suivantes.
- Ajouter dans chaque cupule 50 pl d'inoculum contenant environ 10% bactéries.
L'inoculum est préparé A partir de la précultura de 18 h de la souche 8 notée
PS. En tenant compte de la relation fournie par le centre d'examen entre
1'absorbanca et la concentration pactérienne, réaliser une dilution corracte de
la préculture.

Le candidat précisera dans le compte rendu :

~ la technique choisie pour la préparation de 1'incculum,

~ le calcul des concentratlons finalea en streptomycine obtenues dana les

cupules.

La réalisation du témoin est laissée & 1'initiative du candidat.

Les plagues lnoculées sont recouvertes d'un couvercle et incub&es 18 h & 37°C.

2 =-1UN CONTROLE DES SURFACES ET DES DIFFERENTS APPAREILE A ETE ENTREPRIS (12 points).

De nombreuses contaminations xaaponsablés vd'agcidenta" sont provogquées et
entretenues par le matériel ou les appareils qui se comportent comme de véritables
"nids microbilens*.

Un contaminant, cultivé sur miliew OGh, a &té incubé pendant guatre jours & 2B°C
{étigqueté € n°...).

Identifier ce contaminant.

2BEME JOUR I H

1 ~ IDERTIFICATION DE LA SOUCHE &

1.,1. Vérifier la puretd de la souche.
1.2. Procéder i la lecture de la galerie.
1.3. Pester la souche S avec les GRM préparés le ler jour d'épreuve.

1.4. Conclure.

2 - DETERMINATION DE LA CMI

2.1. Lire la microplague.

2,2, Dé&terminer la valeur de la OMI.
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FPREUVE DE FRANCALS: SYNTHESE DE DOCUMENTS.
purée - 4 helires: coerficient - 3

vous ferez une synthése objective, concise et ordonnée des
documents ci-joints sur le mythe du cow-hoy.

Dans une hréve conclusion, vous donnerez votre point de vue
sur la guestion.

Document 1 : Jules LAFORGUE
Albums
"Des Fleurs de bonne volonté®, 1890

Document 2 : Publicité Marlboro parue dans la presse francaise
dans les années 1980,

Document 3 : Gary N.GRANVILLE

Les chevaliers du Far West

"T,e courrier de 1'Unesco", septembre 1989.
Document 4 : Philippe JACQUIN,

Le he de 1'Ouest américai

W[ 'Histoire", mai 1990.

pooument 5 : Entretien avec Philippe JACQUIN,
Les mythes de la réalité
Woalades Arts et Cultures", n® 147, février 1994.

.
“UMENT 1 On m‘a dit la vie au Far-West et les Prairies,
ALBUMS Bt mon sang a gémi : «Que voild ma patrie 1,..»
Déclassé du vieux monde, étre sans foi ni loi,
Desperado | 1a-bas, 1a-bas, je serai roi ...
Oh 13-bas, m'y scalper de mon cerveau d'Europe !
Piaffer, redevenir une vierge antilope,
- Sans littérature, un gars de proie, citoyen

Du hasard et sifflant 1'argot californien !

Un colon vague et pur, éleveur, architecte,

Chasseur, pécheur, joueur, au-dessus des Pandectes(),
Entre la mer, et les Btats Mormons(2) ! Des venaisons
Et du whisky | vBtu de cuir, et le gazon

Des Prairies pour lit, et des ciels des premiers 4ges
Riches comme des corbeilles de mariage !...

Et puis quoi ? De bivouac en bivouac, et la Loi

De Lynch(3) ; et aujourd'hui des diamants bruts aux doigts,
Bt ce soir nuit de jeu, et demain la refuite

Par la Prairie et vers la folie des pépites L...

Et, devenu vieux, la ferme au soleil levant,

Une vache laitidre et des petits-enfants. ..

Et, comme je dessine au bescin, 4 l'entrée

Je mettrais : «Tatoueur des bras de la contrée» !

Et voild. Bt puis, si mon grand coeur de Paris

Me revenait, chantant ; «Oh | pas encor guéri !

«Bt ta postérité, pas pour longiemps courcuse !...»

Et si ton vol, Condor des Montagnes Rocheuses,

Me montrait 1'Infini ennemi du confort,

Eh bien, j'inventerais un culte d’Age d'or,

Un code social, empirique et mystique

Pour des Peuples Pasteurs, modernes et védiques(4) ...
Oh ! qu'ils sont beaux les feux de pailie ! qu'ils sont fous,
Les albums ! et non incassables, mes joujoux ..,

Jules LAFORGUE (1860-1887) Des Fleurs de bonne volonté, 1890
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(1) Pandecies ! recueils de lois

(2) Mormonrs  : membres d’un mou religieur installés dans I'Utah
(3) Loi de Lynch : anx Etats Unis, procédire expéditive & 1'égard des criminels
(4) védigues * en rapport avec les livres sacrés de 'Inde, Dans le contexie live :
attachés & des traditions sacrées et inunémoriales.
DOCUMENT 2

FILTER CIGARETTES

20 CLASS A CIGARETTES

Publicité Marlboro parue dans la presse frangaise
dans les années 1980
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JOCUMENT 3,
LES CHEVALIERS DU FAR WEST

Aucun mythe n'est plus répandu, intépré dans la fibre culturelle
contemporaine que celui du western: A l'aube du 2le ‘sidcle, il est
fascinant qu'un contexte historique plus que centenaire conserve une telle
actualité, une telle vitalité, Par les comportements et les aspirations, la
mode vestimentaire et méme le type d'alimentation qu'il diffuse, le
western est devenu une référence mondiale, 1'étoffe d'un réve
omniprésent.

Le vétement le plus populaire de la plandte est Ie blue-jean, image
de marque du cow-boy. Et le vétement n'est-il pas le signe le plus
manifeste de 1'image que 1'on désire projeter ? Avec la popularité du jean,
les émules des cow-boys se comptent par centaines de millions. Comment
expliquer cette emprise universelle ? Deux facteurs, semble-i-il, entrent
surtout en jeu : la puissance archétypale du mythe et le contexte techno-
culturel de notre sitcle.

Du chevalier au cow-boy

le cow-boy est en fait l'héritier démocratique de la figure
mythique du chevalier. Ii évoque les innombrables légendes qui ont suivi
de tout temps et en tout lieu la domestication du cheval, mais en les
adaptant au. grand public moderne.

Le chevalier est celui qui maitrise sa nature animale. Par 13, il
s'éleve au-dessus des autres hommes, jouit d'une puissance, d'une
mobilité, d'une Iiberté supérieures. C'est & lui qu'incombe la haute
responsabilité de rétablir la justice, de défendre le faible et I'opprimé.
Mais il est vulnérable, car s'il vacille, il tombe de haut, et solitaire, car
n'est pas chevalier qui veut. L'attrait du mythe chevaleresque vient de ce
qu'il y a en chague homme un double réve de maitrise de soi et de
prolongation de la justice. Pendant longtemps ce réve est resté inaccessible
au plus grand nombre.

Avec les révolutions américaine et frangaise, le grand principe de
I'égalité des hommes va s'imposer partout, transformant les mentalités,
L'idéal romanesque du western vient & point nommé se substituer & un
mythe par trop élitiste. La dignité et la liberté du cavalier sont désormais &
la portée de. ['imaginaire de chacun, hors de toute distinction de caste ou
de rang social. Un personnage du Nouveau Monde, le cow-boy, se greffe
ainsi sur un mythe ancien et s'appréte & fasciner la terre entitre.

Gary N.GRANVILLE, "Le courrier de I'Unesco”, Sept. 1989

DOCUMENT 4,
LE MYTHE DE L'OUEST AMERICAIN

«J'ai towjours agi senl comme un cow-boy conduisant son troupeay, un
cow-boy entrant seu! dans une ville sur son cheval, sans méme un pistolet,
parce qu'il ne vient pas pour tirer. Il agit, se trouvant au bon endroit au
bon moment.» 'Telle est 1'étrange confidence que fit Henry Kissinger 4 la
célebre journaliste jtalienne Oriana Fallaci en décembre 1972, alors que
les succds diplomatiques de !'«ambassadeurs du président Nixon le
plagaient au sommet de la popularité. Qu'un brillant sujet de Harvard
puisse se comparer sans ambages aux héros des westerns de série B nous
laisse songeurs. Mais, pour les Américains d'aujourd'hui, cette référence
incarne, mieux qu'aucune autre, les valeurs traditionnelles de leur pays.
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Ainsi donc, aprés avoir ét€ conquis au sigcle dernier, 1'Ouest, avec
ses paysages, ses figures légendaires et ses valeurs propres, a fini
conquérir le continent tout entier. Alors que le développement industriel,
I'urbanisation et une forte immigration transformaient 1'BEst en une
véritable ruche, an-deld du Mississippi triomphait encore une civilisation
rurale. L'implantation des industries minidres n'y change rien : 1'Ouest,
c¢'est le royaume des espaces, des chevanchées, des Indiens, de 12 violence
- une image que véhiculent journalistes et voyageurs. Il est entré dans les
moeurs, On s'en réclame, on 1'affiche : d'honorables sénateurs débarquent
du train & Washington en bottes et stetson{1) de cow-boy, parfois le colt 4
la ceinfure...

Voici plus d'un siécle que cette contrée mythique nourrit les réves
de millions d' Américains. La légende de 1'Ouest est d'abord apparue dans
Ia littérature bon marché, le roman de quat' sous, le dime novel, Le
précurseur en la matidre s'appelait Ned Buntline. Lors d'un voyage dans
les Plaines, il avait renconiré un jeune éclaireur «vaniteux comme une jolie
Jemme», William P. Cody (1846-1917). Buntline bavarde avec Cody
devant une bouteille de whisky. A son retour, les lectenrs du New York
Weekly découvrent «un héros de I'Ouests : Buffalo Bill est né. Bontline a
lancé une mode. Romans-feuilletons et magazines se remplissent
d'histoires invraisemblables, celles que tous les hiibleurs de 1'Ouest - et ils
sont nombreux - se plaisent & brailler dans les saloons. A 1a fin du XIXe
si¢cle, 1'image héroique de 1'Ouest a envahi tous les esprits.

La figure du cow-boy émerge de ce maelstrom(2) au cours des
années 1880. Il représente alors la génération des constructeurs d'une
nation puissante et dynamique. En 1902, un ancien éléve de Harvard,
Owen Wister, publie Le Virginien : le cow-boy a trouvé son Victor Huga,
Ce roman se vend pendant trois ans 3 plus de trois cent mille exemplaires :
on ne compte plus les rééditions. Wister offre 4 1'Amérique un personnage
A sa mesure ; grand Ie teint clair, les yeux bleus, beau parleur, le courage
du «Virginien» n'a d'égal que son sens de 1'honneur, Adroitement,
'auteur a cherché i réconcilier I'Est et 1'Ouest. Comme 1'indique le titre,
le héros n'est pas né dans 1'QOuest ; il a méme requ une éducation de
gentleman avant de devenir cow-boy. Il joint & 1'esprit chevaleresque un
individualisme farouche hérité des pionniers. De cette conjonction nait un
vrai Américain dont les «ennemis somt 4 la fois Wall Street et les
syndicats» {préface 3 1'édition de 1911).

Philippe JACQUIN, "L'Histoire", n°133, mai 1990

(1) Stetson : chapeau & larges bords
(2) maelstrdm : tourbillon

DOCUMENT 5. LES MYTHES DE LA REALITE

Comment fabrique-t-on un cow-hoy ?

Ce qui a séduit les Américains, c'est le cHté sauvage. Dans les
années 1870, les journalistes venaient couvrir les puerres indiennes et
croisatent ces bandes de jeunes, les cow-boys - terme encore péjoratif, Ces
hommes ont un mode de vie qui n'existe pas dans 1'Est : le nomadisme -
un homme 2 cheval - qui s'éteint lentement ailleurs. Les représentants de
la culture industrielle sont attirés par ce mode de vie pastoral, témoin de
1'équilibre de 1'homme dans le milieu naturel. Les journalistes ont ainsi
fait croire que le cow-boy vivait de fagon rés saine, en osmose avec la
nature. Le travail proprement dit va &tre déformé puisqu'on supprime le
cOté paysan. Pour une partie de I'élite du Nord-Est américain, le monde
rural est méprisé, peuplé de gens rustres et brutaux. Le cow-boy reste
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socialement supérieur, il est & cheval. Les vaches "ne font" pas trds
“esthétique”, La peinture, la littérature, la photo vont préférer valoriser et
accentuer 1'aspect dynamique, la jeunesse. En méme temps elles vont
développer le mythe de la vie libre.

Au départ, le cOté brutal va faire plaisir aux romantigues de 1'Bst
qui aiment cette espice d'anarchisme. Le caraclére rousseauiste attire,
I'indépendance, la vie sans loi. [...]

Le cow-boy est un personnage des villes. Les journalistes, les
écrivains vont entaciner le cow-boy dans une tradition américaine du
roman, qui avait déja forgé des personnages exceptionnels. Le cow-boy va
&tre intégré aux trappeurs, aux chasseurs d'Indiens, pour en faire un
héros. Certains écrivains vont méme astucieusement 1'intéprer & des
personnages de la vie urbaine ; Je confidence man. Par ce biais on met en
garde contre la ville, contre Jaquelle il faut se forger une moralité.

Le western au cinéma ne fera d'ailleurs que réutiliser ce mythe, les
scénarios copiant les romans de la lttérature populaire. Quand le western
arrive au début du sitcle, le personnage est d&ja en place : ii ne s'occupe
plus de bétail, I1 est armé - alors qu'en réalité il ne 1'était pas - , il est
biond aux yeux bleus, un WAPS - alors que la plupart sont métis, noirs.
Le cow-boy établit le lien ainsi entre 1'Amérique pastorale des premiers
temps, et une Amérique industrielle,

- Ces hommes de 1'Est sont-ils hostiles aux Indiens ?

Ils inventent leur Indien, comme leur cow-boy, pour pérenniser la
hiérarchie sociale soutenue par 1'archétype américain ol tout le monde
peut réussir. Il suffit de se conformer & ce mythe, de ne pas le critiquer,
anjourd'hui il recouvre 1I'histoire américaine, mais aussi d'autres valeurs
de la sociéte occidentale. Ceite image englobe une forme de vie et une
forme de loisirs ol Ia nature est un lieu de ressourcement de valeurs. Les
quartiers pour ces "Guvriers agricoles” étaient minables,

- Sur place, la ségrégation par l'argent est plus forte que la
ségrégation raciale, on le voit bien dans les villes du bétail,

Le quartier pour les cow-boys - red light district - est réservé pour
le plaisir avec des saloons minables, des prostituées. Le sol est en terre
battue, ils sont mal éclairés, I'alcool est frelaté, Les saloons plus
confortables accueillaient les propriétaires.[...]

La ségrégation a lieu en ville et dans les ranchs, mais peu sur la
piste, comme sur les chantiers de nos villes, En revanche les cow-boys de
couleur sont moins payés pour un travail identique.

- Et aujourd'hui que reste-t-il du cow-boy américain ?

Dans 1'Ouest américain on continue A faire de I'Slevage,
rationalisé, semi-extensif. Les troupeaux sont surveillés 4 cheval et en
hélicoptere, On a creusé de vastes puits dont on pompe 1'eau par éolienne
dans les nappes phréatiques.

Le rodéo est devenu un spectacle machiste, sensé démontrer la
virilité, la force, le courage des hommes. Il n'a plus beaucoup de Iiens
avec le métier d'éleveur.

- Et ce mythe est-il toujours porteur ailleurs que dans 1'Ouest ?

Bien s0r, comme chez nous Jeanne d’Are, Du Guesclin, Napoléon.
Le succes du film "Impitoyable” le montre bien. II casse un peu le mythe
en présentant des héros négatifs, mais casser le mythe le renforce. C'est
un signifiant historique, le fait que 1'Amérique de 1992 fasse de son
meillevr film un western avec des cow-boys, un Indien. Clint Eastwood
porte parfaitement |'image du cow-boy dont on parlait : yeux bleus, grand
gaillard... c'est le Gary Cooper ou le John Wayne de la fin du XXe sitcle.

Entretien avec Philippe JACQUIN, "Calades Arts et Cultures®, n® 147, février 1994,
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Bugs make a menl of rubbish

Andy Coghlan

BACTERIA that feast on rubbish are providing
local autharitics with an envitonnentally benign way
to Mdispose of houschold waste. Engineers meeling
in Birmingham last week reported (he first large-
scale trials of a new design of anaerobic digester for
treating dustbin waste. The waste is broken down by
bacteria in the digester to form methane, carbon
dioxide and solid residue.

Britain produces 30 million tonnes of doimeslic
rubbish each year and 90 per cent of it is dumped in
@andfill sites. But landfill space is tight and' the
government annownced plans in November to impas
a landfill tax nexti year. -

The bacteria in thie digesters break down the

erpanic portion of household waste, which makes up -

between 35 and 50 per cent @by weight. The bacleria
are anaercbic (they feed on waste withoul using air)
and this encourages them lo generate methane. The

gas can be burnt to provide electricity to run the-

plant,

"Our processs takes mixed household waste,
separates out (he organic fraction, produces methane
and feduces the solids fraction of waste that is sent
for landfilling by 50 per cemt, " says Alistair
Pettigrew of Motherwell Bridge Envirotec, one of the
three organisations involved. "It produces electricity
and a stable, compost-like talerial for conditioning
soil," he says,

There are already some 30 anaerobic digesters
Wiackling houselold rubbish around the world. But
Pettigrew and his colteagues say that their scheme is
mach simpler, and polentially cheaper, than any
existing system. Interest in (he development is

COMPREHENSION

35

40

45

30

intense, with 400 applications from local authoritles
and waste disposal companies for the 250 places at
last week's meeling.

The demonstration digester is at Irvine, south of
Glasgow, and has handied 600 kifograms of crganic
waste per day since it began operating last May.
Motherwell Bridge Envirotec's parlners are
Envirenmental Energy, a consultangy based al
Presteigne in Powys and a team from the University
of Newcastle upon Tyne.

Angerobic digesiers for houschold waste are
based on established designs for digesters that deal
with Msewage sludge and @farm slurry, Because
1liesc wasles ars mostly liquids, the mechanics of the
systems that handle rubbish have had te be modified
so that they can deal with a higher solids content.
Once the organic material has been separated, the
Brilish system transfers it lo the anacrobic bioreactor
down an Pauger - a device similar to an Archimedes'

. screw. A second auger removes the processed waste
* from the other side of the digester.

25-02-95 NEW SCIENTEST

(l)\[o dispose of  : to get rid of (L. 3}

@) landfill site : centre d'enfoudssement des
b déchets (L. 11)

(31 by weiglt : du poids total (L. 16)

: to treat (L. 30)

: vidanges d'égouts (L. 46)
: purin (L. 46)

s vrille (L. 52)

(4) lo tackle

(5) sewage sludge
(6) farm slutty
7) Auger-

1) Rendez compte en frangais des informations essentielles contenues dans cet arlicle, (8 puoints)

2) Traduisez les deux premiers paragraphes, (6points)

EXPRESSION

N

Show in a few sentences that bacteria can be both harmtul and helpful (80 - 100 words) (6 points)
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EPREUVE DE MATHEMATIQUES.
flurée - 2 heures; Coethcent - 1,5

La qualité de la rédaction, la clarté et la précision des raisonnements entreront pour une
part importante dans I'appréciation des copies, L'usage des calculatrices réglementaires et
du formulaire officiel est autorisé,

CXERCICE 1 ( 8 points )

Une usine produit en trés grande quantité des ampoules d'une solution injectable.

La probabilité quune ampoule, prise au hasard dans la production de l'usine, ne suive pas le
cahier des charges et soit donc considérée comme défectueuse est 0,001.

1) On préléve au hasard 100 ampoules dans la production d'une journée. Le prélévement
seffectue  avec remise. On appelle X la variable aléatoire prenant pour valeur le nombre
d'ampoules défectueuses de ce prélévement.

Quelle est la loi de probabilité de la variable aléatoire X 7
Préciser ses paramétres, son espérance mathématicue, sa variance ot son écart type.

2) On admet que Y'on peut approcher la loi de probabilité de X par une loi de Poisson.
a) Quel est le paramétre de cette loi de Poisson ?
b) Calculer les probabilités des événements suivants :
A"l n'y a aucune ampoule défectuense dans le prélévement",
B "ily a au plus deux ampoules défectueuses dans le prélévement”,

3) On a mesuré le volume de liquide dans chaque ampoule de ce prélévement, et on a
obtenu les résultats snivants :

volume

en om? | [4,94; 4,96 | [4,96; 4,58( | (4,98; 5,000 | [5,00, 5,02[ | [5,02; 5,04 | [5,04; 5,06[ | [5,06; 5,08[

effectif 11 22 30 18 10 8 1

Dans ce qui suit, les résultats seront donnés sous forme décimale arrondie an centiéme le plus
proche.

a} Calculer une approximation de la moyenne x et de I'écart type o, de cette série
statistique.

b)) Soit Y une variable aléatoire suivant une loi normale centrée réduite. Calculer le
réel t,,, telque P(—t,, SY<t,,)=0,99,
On suppose que le volume de liguide d’une ampoule prélevée au hasard suit une loi normale
N{u, o), de meyenne p et d’¢écart type @. Construire un intervalle de confiance pour p, au risque
de 19%.

L XERCICE 2 (12 points) )
On se propose deffectuer I'étude cinétique de I'hydrolyse de Tiodure de tertiobutyle,
'unité de temps étant la minute.
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1ére PARTIE :
Le processus est globalement représenté par I'équation :
Todure de tertiobutyle + ean — hydroxyde de tertiobutyle + iodure d'hydrogéne

La concentration molaire initiale de Tiodure de tertiobutyle est 0,104 mole par litre.
Celle de 1'ean est 5,5 moles par litre.
La constante cinétique de la réaction est 0,06 par minute.

Soit ¢ la fonction numérique définie par :
c:[0;+0][ = IR
t o)
ol o(t) désigne la concentration molaire en hydroxyde de tertiobutyle obtenu dans la
réaction A l'instant .

On émet Thypothése que la vitesse de formation %% de I'nydroxyde en fonction du

temps est donnée par 1'équation différentielle d'inconnue ¢ :
%% = 0,06 x 5,5(0,104 —¢)

soit 4¢=0,33(0,104c)  ou encore £2.4-0,33¢ =0,03432.

1) Donner la solution générale de cette équation différentielle sur Tintervalle
[0; +oof.

2) Préciser la solution particuliére vérifiant la condition initiale ¢(0) = 0.

3) Soit x la fonction numérique définie par :
x:[0;+0] > IR

_ eft)
t B x{)= 0,104

ot x(i), degré d'avancement de la réaction & Tinstant ¢, est le quotient de la

concentration molaire d'hydroxyde 4 l'instant t par la concentration molaire initiale de

liodure.

Vérifier que x{t) = 1-¢7 93

4) a)Etudier Lim =x(t),
t—3+o0

b) Déterminer le sens de variation de {a fonction x sur l'intervatle [ 0 ; +oo [
¢) Dresser son tablean de variation,

5) Le plan {P) est rapporté 4 un repére orthogonal d'unités graphiques :
2cm pour une unité en sbscisse
10 em pour une unité en ordonnée,
Soit (C) la courbe représentative de la fonction x dans le plan (P).

Préciser l'asymptote ( A ) & la courbe (C) ; tracer la courbe (C) et la droite
(A} dans le plan (P).

6} Déterminer, par le calcul, le temps & partir duquel on peut prévoir que le
degré d’ avancement de la réaction sera supérieur ou égal & 0,98,
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2éme PARTIE

Dans cette partie, tous les résuliats seront donnés sous forme décimale arrondie au
milliémne le plus proche.

On a réalisé une série de mesures expérimentales qui ont permis d'écrire le tableau ci-
dessous !

t; en min 0 2 4 6 g 10 .
X; 0,000 0,500 0,712 0,875 0,923 0,942
z=In{1-%)

1) Reproduire et compléter ce tableau,

2} Calculer le coefficient de corrélation linéaire de la série (t; ; z).
Un ajustement linéaire est-il justifi¢ pour la série considérée 7

3) Déterrainer par la méthode des moindres carrés une équation de la droite
d'ajustement de z en 1.

4) En déduire une expression approchée de x en fonction de t.

5) En utilisant le résultat ci-dessus, estimer le degré d'avancement de la réaction
au bout de 12 minutes,

EPREUVE DE 3CIENCES PHYSIQUES,
Durée - 2 heures: Cogfhicient - 2.5

D) POLARIMETRIE (10 points/50)
1. Faire le schéma simplifié et annoté du polarimétre 4 pénombre ou polarimétre de Laurent.

2. Donner la loi de Biot :
a) pour une solutien comportant un seul soluté ;
B} pour une solution comportant plusieurs solutés.

Expliciter tous les termes employés.

3.Un corps A est optiquement sctif. Le pouvoir spécifique rotatoire de son énantiomére
dextrogyre a pour valeur :

[ = +0,203 °.m? kg, |
Celui de l'isomére lévogyre ! [a]%ouc =-0,163 °.m2.kg"1.

Une solution & 150 gLl du corps A, placée dans un tube de longueur 20 cm, est
introduite dans un polarimétre a4 pénombre. Elle provoque une rotation du plan de
polarisation d'une lumiére polarisée rectilignement d'un angle Soxp, = 1,6°,

. @) 8i la solution du corps A utilisée contenait uniquement I'énantiomére dextrogyre, quelle
serait la valeur a4 de l'angle de rotation ?

B} Interptéter la différence observée entre les deux valeurs de I'angle de rotation,aeyy, et og.
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¢} Calculer les concentrations de I'énantiomére dextrogyre et de l'énantiomére lévogyre dans
la solution précédente.

IT) MICROSCOPE (15 points/50)

Un microscope optique est constitué d'un objectif sur lequel est noté x30 et d'un oculaire
portant l'indication x10.

Un observateur ayant une vue normale (vision nette de 25 cm & linfini) place l'oeil au foyer
principal image de l'oculaire et observe un objet AB.

1. Faire un schéma du microscope dans le cas d'une observation 4 l'infini. Qualifier les deux
images représentées.

2. Qu'appelle-t-on latitude de mise au point ?
Donner, sans calcul, son ordre de grandeur.

3. Donner la signification des indications notées sur l'objectif et l'oculaire.
4. Définir la puissance intrinséque d'un microscope, et en donner I'expression littérale en
fonction du grossissement commercial.

Calculer la puissance intrinséque du microscope étudié dans cet exercice,

5. Calculer l'angle sous lequel on verrait une hématie au travers de ce microscope,
Tohservation étant faite & Finfini. Le diamétre de I'hématic est de 7 micrométres.

6. La puissance de ce microscope est-elle suffisante pour que I'hématie soit visible. Le
pouvoir séparateur de l'oeil vaut 3. 10~ radian.

11D CHIMIE GENERALE (12 points/50)

1. Le brome a pour numeéro atomique Z = 45.
a) Donner sa structure électronique.

b) Donner la structure électronique de l'ion Br.

2. Calculer la solubilité du bromure d'argent dans :
aj l'eau pure ;
b} une solution aqueuse de bromure de sodium a 1,00 x 10-2 mol.1- L.
Donnée : pour AgBr kg =2 x 10713 4 25°C,
3. Dans la photographie & l'argent, la phase dite de développement consiste a réduire les

cristaux de bromure d'argent insolés sans agir sur les autres.
Un révélateur couramment utilisé est 'hydroquinone, notée QHs,
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a) Le potentiel standard d'oxydo-réduction du couple Agt/Ag vaut Elo = 0,80 V a 25°C,
Quel est le potentiel de ce couple en présence d'ions bromures & la concentration de
1,00 x 10-2 mol. 171 2

b) L'hydroquinene, symbolisée par QHp, a pour forme oxydante associée la quinone,
symbolisée par Q.

- Ecrire la demi-équation relative au couple rédox Q/QH,.
- Le potentiel standard d'oxydo-réduction de ce couple vaut Eg =0,70 V & 25°C.

En négligeant les propriétés acides de QHy, donner la relation entre le potentiel rédox
du couple et le pH pour des cencentrations en QHp et Q toutes deux égales
41,00 x 1071 mol.L"1,

- En: déduire, le potentiel du couple Q/QHy a pH = 11 ?
¢) Dans les conditions évoquées aux 3a) et 3b), y-a-t-il réaction entre le bromure d'argent
et I'hydroquinone ? Justifier la réponse.

IV} CHIMIE ORGANIQUE (13 points/50)
SYNTHESE DE LA BENZEDRINE

.a benzédrine ou Ll-phénylpropan-2-amine est une amphétamine. On peut réaliser sa
synthése de la fagon suivante :

AlCly .
-Benzéne + Chlorométhane 7 A+ HCL

Ecrire I'équation-bilan de la réaction.

SAY .
-A+Cly ? B+ HCL

Ecrire l'équation-bilan de la réaction. Donner le nom du type de réaction.

éther

-B+M
& milieu anhydre

Ecrire 'équation-bilan de la réaction.

~0

_ - milieu anhydre .
D+CH3- C\H >E 1)
H,0,H"
E S F+.. (2)

Ecrite les équations-bilans des réactions (1) et (2}, Donner le nom de F.

-F + PClg 2 G+..

Ecrire I'équation-bilan de la réaction.
Expliquer pourquoi on fait réagir PClg de préférence a HCL

-G + NHg > benzédrine + HCL

La molécule de benzédrine a un carbone asymétrique. Représenter, en justifiant, les formes R
=t S de cette molécule en utilisant la représentation de Cram (ou perspective cavaliére).
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firée - 4 heures; t:oetticient - B

EPREUVE DE BHOCHIMIE-BIOLOGIE,

REMARQUES PRELIMINAIRES,
1- Le sujet proposé a un caractdére pluridisciplinaire. Le candidat devra veiller d répendre

de maniore cencise aux questions puséas afin de puuvelr traiter Vensemble du sujet.
2~ 11 est suggéré de consacrer & chaque question un temps tenant compte du nombre de
points alls luds.

IMPORTANCE DES GLUCIDES ET DES GEYCOCONJUGUES DANS LE MONDE VIVANT.

Longtemps considérés comme n'ayant qu'un role énergétique et structural, les glucides libres ou
associés dans des glycoconjugués possédent en fait une importance biclogique plus large.
On se propose d'évoquer certains aspects de la synthése de ces molécules et quelques-unes de

leurs activités.

I- GLUCIDES ET GLYCOCONJUGUES : LE METABOLISME (40 points)

Le glucose est a la fois un composé énergétique et un élément structural et fonctionnel, 11 est
mis en réserve sous forme de glycogéne au niveau du foie chez I'homme et peut éire synthétisé 4
partir de molécules diverses. Le glucose et ses dérivés sont retrouvés également dans des
hétéroprotéines appelées glycoprotéines,

1.1. Le métabolisme glucidique

1.1.1.

1.1.1.1,

1.1.1.2,

1.1.2.
1,1,2.1.

1.1.2,2,

Le glycogéne hépatique

Le métabolisme hépatique du glycogéne est conirslé au niveau de deux enzymes
principales : ‘

- In glycogéne-synthétase (principale ensyie de la glycogénopénése),

- la glycogéne-phosphorylase {principale enzyme de la glycogénolyse).

Ecrire les réactions catalysées par ces deux enzymes {formules chimiques
non exigées),

Qn admet classiquement que l'adrénaline et le glucagon, en se combinant & leurs
récepteurs spéceifiques respectifs (récepteurs Bn-adrénergiques d'une part et
récepteurs GR-2 d'autre part}, agsurent une régulation de la glycogénclyse et de
la glycogénogénése en augmentant la concentration intracellulaire en AMP
cyclique.

Déecrire les effets de I'augmentation de la concentration intracellulaire en AMP
cyclique sur les deux enzymes hépatiques citées.

La néoglucogénése dans I'népatocyte

Définir le terme "néoglucegénése”,

La néoglucogénése s'effectue essentiellement dans le foie. Elle peut avoir comme
point de départ l'acide lactique {document n®1).

&) En considérant de gauche 2 droite la réaction catalysée par la LDH :
pyruvate + NADH + Ht ====* lactate + NADY )

calculer sa variation d'enthalpie libre standard biochimique AG'o, 4 25°C et
apH?7.
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Données :

F = 96500 J.V-Lmol-1

Les potentiels standards biochimiques des couples redox, a 25°C et 4 pH 7, sont
les suivants :

NAD*Y/NADH : B'o=-0,320V
pyruvate/lactate : E'o = -0,190V

1) Ecrirve sous forme chimique (avec formules des substrats et produits) la
séquence de réactions @de la néoglicogéneése atlant e 'acide pyruvique au
phosphoénolpyruvate.

Préciser enzymes et coenzymes. Les réactions nécessitées par le transfert
intracellulaire ne seront pas évoquéss.

) Calculer le nombre de moles d'ATP nécessaires pour la synthése d'une mole de
glucose & partir de 2 moles dacide lactique {équivalence ATP-GTP).

1.2. Les glycoprotéines

Une glycoprotéine est schématisée dans le document n°2,

1.2.1.

1.2.2,

1.2.3.

1.2.3.1,

1.2.3.2.

La laison des chaines glucidiques avec la partie protéique dans une
glycoprotéine se fait selon 2 modes principaux :

- mode 1 ; Haison N-glycosidique entre le carbone n°1 d'une
N-acétylglucosamine sous forme [} et la chaine latérale d'une aspa-
ragine,

- mode 2 : liaison O-glycosidique entre, par exemple, le carbone n°1 d'une
N-acétylgalactosamine, par exemple sous forme «, et }a chaine latérale d'acides
aminés hydroxylés comme la sérine.

Représenter ces 2 types de linisons (structure des molécules exigées).

La glycophorine A de la membrane des hématies est une glycoprotéine, Elle est
représentée dans le document n°3, Commenter la composition qualitative en
acides aminés rapportée dans ce document.

L'UDP-N-acétylglucosamine représente, chez l'homme et les animaux, la forme
active d'incorporation de la N-acétylglucosamine dans les glycoprotéines.
L'UDP-N-acétylglucosamine dérive, in vivo, de la glucosamine, transformée
successivement en ghicosamine-6-P, N-acétylgiucosamine-6-P et, enfin, en
N-acétylglucosamine-1-F.

La glucosamine-6-phosphate peut provenir :

- soit de Ia phosphotylation de glucosamine exogéne,
- soit du glycérol par un processus proche de la néoglucogénése,

Le schéma de ce dernier processus est rapporté dans e document n°4,

Ecrire, sous forme chimique (avec formules des substrats et produits), les
réactions 3, 4 et 5.
Donner le nom des enzymes correspondantes.

Un mélange de ghicosamine marquée par 34 et de glycérol marqué par 14 ¢ et
injectd & un rat non traité par la puromycine et & un rat prétraité par ce
composé. L‘UDP-Nwacétyl%lucosammo est isolée ensuite du foie, dosée et les
radioactivités en [3H] et [ 4C] sont déterminées. Les résultats sont les suivants :
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micromoles SH 1ac
d'UDP-N- cpm/ pmol* cpm/pmel*
acétylglucosamine
rat témoin non Itraute 2,40 830 1100
par la puromycine
;'at pretraﬂ:t? par 2,50 830 405
a puromycine

cpm/ pmol* = coups par minute et par micromole d'UDP-N-acétylglucosamine
Que peut-on déduire de cette expérience 7

1.2.3.3. La puromycine est un antibiotique qui blogue également la biesynthése des
protéines, par exemple chez les Procaryotes. On explique cet effet par 'analogie
entre la puromycine et I'extrémité 3' des aminoeacyl;RNA.

Un schéma donnant la structure secondaire classique d'un aminoacyl;RNA est

donné dans le document n°5.
A quoi correspondent les légendes (A A H) ?

II - NUCLEGSIDES-DIPHOSPHOSUCRES ET GLYCOLIPIDES (40 points)

Les formes activées des sucres dans la synthése de molécules complexes (glycolipides...} sont
des formes dérivées de 'union des oses avec l'uridine-diphosphate (UDP) et le guanosine-diphosphate
(GDP).

Ces dérivés, appelés globalement "nucléosides-diphosphosucres” ou NDP-oses, sont souvent
interconvertibles. Ces interconversions sont soit des épimérisations soit des réactions de transfert de
groupements nucléotidiques.

2.1, Etude cinétique d'une réaction de transfert de groupement nucléotidique
La réaction choisie est la suivante :
galactose - 1 - phosphate

uridyltransférase
glucose-1-phosphate + UDP-galactose UDP-glucose + galactose- }-phosphate

On considére cette réaction de la gauche vers la droite ; les substrats sont le glucose-1
-phosphate (G-1-P) et 'UDP-galactose (UDP-Gal). L'enzyme choisie provient d'une
levure,

Le mécanisme de cette cinétigue est un mécanisme ping-pong, L'équation des vitesses
initiales est

A et B sont les deux substrats

2.1.1. Schématiser I'évelution de la réaction par la notation de Cleland (on appellera A
et B les 2 substrats, P et Q les 2 produits).
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2.1.2.

2.1.3.

A partir du document n°6 donnant 1/v; en fonction'de 1/[G-1-P] pour différentes
concentrations en UDP-Gal, déduire, par une représentation graphique
secondaire {ou par I'équation de la droite de régression correspondante), la
constante de Michaelis vis-a-vis de 1'UDP-galactose et la vitesse maximum,

O a étudié leffet du galactose- 1-phosphate sur la vitesse initiale de la réaction
entre les deux substrats G-1-P et UDP-Gal (concentration variable en G-1-P,
[UDP-Gal] = 90 pmol/L).

Que conclure du document n® 7 ?

Montrer en quol ce résultat est en accord avec le mécanisme invoqué.

2.2. Glyeolipides : constituants pariétaux des Procaryotes

La paroi des bactéries Gram négatives posséde une membrane externe contenant des
phospholipides, des protéines et des lipopotysaccharides({LPS),

La stucture chimique d'un LPS d'une entérobactérie (S.Fyphimurium) est donnée dans
le document n°8.

2.2.1.

2.2.2,

2.2.3.

2.2.3.1.

2.2.3.2,

Indiquer la partie de la molécule de LPS qui est ancrée dans la bicouche
paospholipidique de la membrane externe. Justifier la réponse.

Les molécules de LPS confdrent des propriétés particuliéres aux bactéries Gram

négatives.
Indiguer les et préciser le réle joué par chacune des parties de la molécule.

Les chaines latérales O des LPS sont trés diverses et peuvent subir des
variations liées a des modifications génétiques.

L'incorporation des sucres dans le LPS a été étudiée chez Salmonella
Typhimurium 4 l'aide de divers mutants ayant un déficit de synthése des LPS.
Ces mutants sont cultivés en présence du seul glucose. Les oses sont incorporés
sous forme activée (nucléosides-diphosphosucres).

a) Dé&finir les termes "mutation” et mutant”,
Citer un agent chimique mutagéne et présenter succinctement son mode

d'action.

b) A l'aide du document n°9, indiquer, pour chague mutant 1, 2 et 3, le ou les
sucres qui ne peuvent pas étre incorporés dans le polyoside du LPS,

¢} La compasition du pelyoside du mutant 2 est donnée dans le tableau du
document n°10, Justifier I'absence de certains oses chez le mutant n°2 par
rapport 4 la souche sauvage.

A l'aide des divers documents coneernant Saimonella Typhimurium, reconstituer
la composition du polyoside du mutant 1.

Chez les bactéries, des modifications structurales peuvent stre déterminées par
des virus bactériens.

a) Donner l'ensemble des caractéres qui permet de définir un virus.

b) Expliquer, & l'aide de schémas, les relations phage tempéré-bactérie.
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11 - GLYCOCONJUGUES : MOLECULES DE RECONNAISSANCE (40 points)

3.1.

Les glycoconjugués sont souvent des molécules antigéniques reconnues par le systéme
immunitaire.

Ce type de composés comprend des molécules aussi diverses que les antigénes O des
bactéries Gram- ou les allo-antigénes du groupe érythrocytaire ABQ humain.

3.1.1. Quels sont les constituants d'un déterminant antigénigque sur ces molécules ?

Préciser ce qui, au nivean structural, conditionne la spécificité,

3.1.2. La présence d'un phage tempéré entraine le changement suivant dans la

chaine latérale O de S, Typhimurium :
Man-Abe Man-Abe
Rllla Rha
“Gal % « late G|a16 + late
I
Quelle nouvelle propriété la souche bactérienne peut-elle ainsi acquérir ?

Cette modification résulte d'une conversion lysogénique,
Comment la présence du phage peut-elle nduire ce changement ?

3.1.3. Chez les bactéries Gram-, le passage de la forme 3("Smooth") 4 la forme

3.2,

R{"Rough") fait perdre la spécificité des antigénes O.

3.1.8.1. Expliquer, 4 l'aide du decument n°8, cette perte de spécificité,

3.1.3.2, Comment se manifestent les diffirences entre les souches S et R ?

Les polyosides antigéniques appartiennent parfois aux antigénes "T-indépendants” et
provequent une réponse humorale généralement restreinte aux immunoglobulines
M (IgM).

3.2.1. Que signifie 'expression "entigénes T-indépendants” P

3.2.2. A partir d'un schéma simple mettant en évidence les différents génes codant

3.3,

3.4,

pour une chaine lourde d'immunoglobuline dans un lymphocyte mature,
expliquer pourquoi les anticorps produits lors d'une immunisation primaire
sont des [gM.

Les antigénes osidiques fouent un réle important dans l'immunité anti-bactérienne car
T'activation du systéme immunitaire qu'ils provoquent entraine la mise en jeu des
constituants du complément.

Montrer, sans détailler les mécanjsmes, comment l'activation du complément peut
favotiser I'immunité anti-bactérienne.

Des composés glycosylés peuvent aussi se comporter comine adjuvant et renforcer les
réponses immunitaires vis-a-vis de nombreuses molécules,

On connait par exemple, depuis longtemps, le role immunostimulant de adjuvant
complet de Freund {ACF) & partir duquel on a isolé une petite molécule, le N-acétyl-
muramyl--alanyl-D-isoglutamine (MDF), responsable, en grande partie, des effets
stimulants de I'ACF.

3.4.1. Citer les mécanismes d'action essentiels généralement proposés pour expliquer

les effets immunostimulants des adjuvants.
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3.4.2. Indicuer ka composition de I'adjuvant complet de Freund et préciser les
avantages de son remplacement par le MDP ou ses dérivés.

3.4.3. Les adjuvants sont particulidrement importants pour la mise au point de
nouveaux vaccins anti-bactériens dans lesquels on envisage d'utiliser des
polysacchavides extraits de bactéries. ’

3.4.3.1. Citer les différents types de vaccins anti-bactériens classiques et donner un
exemple pour chacun d'eux.
Dégager les avantages des nouveaux vaccins antl-bactériens envisagés.

3.4.3.2. Les polysaccharides utilisés sont parfois peu ou pas immunogénes.
Quel moyen classique peut-on employer, en dehors de l'utilisation des
adjuvants, pour obtenir une réponse immunitaire importante ?

DOCUMENT N° 1

La néoglucogénése i partir de
I'acide lactique chez 'homme

LDH e e

|
Acide lactique > I'_Acide pyruvigue |
| ' [
i | - ®
|

{
l_p_h_oip_l}o_énolpyruvate (PEP) |

HoO

NAD® NADH,H*

2-phosphoglycérate

3-phosphoglycérate
~ ATP
K ADP
1-3-diphosphoglycérate

NADH,H*
Py
NAD*

3-phosphoglycéraldéhyde === dihydroxyacétone-phosphate

fructose-1-6-diphosphate
HoO

Py

fructose-6-phosphate

glucose-6-phosphate




DOCUMENT N° 2
Structure schématisée d'une glycoprotéine

flinlson O-glycosidique chalne
oll N-glycosidigque glyoannlque

chaine
/ polypeptidique
HaN : 5 C

DOCUMENT N° 3

La glycophorine A

o X double couche
milieu extérieur membranaire cytoplasme

2]
1012 14 22 28 a7 44 60 ‘'CA X
P G‘X’

3
71r- Aoa

(P COOH
50888 & n

13 B R0
zone T1-62; grande fréquence de Lou, Val, lle, Phe. (P: unité giycannigue
fide O-glycosidiquement
zona 83-131; grands frdguanica de Glu, Asp, Alg, Lys. ! unité glycannique

lide N-ylyoosldiquement
Les nombres précisent la posilon des acides aminds,
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DOCUMENT N°5
Structure d'un
aminoacyly RNA

c.
F CyE——E
A

HaN\ 5, 000

A

DOCUMENT N° 4

#lucosaimine-6-phosphate

Transformation du glycércl en

GLYCEROL |

ATP
"
ADP
glycérol-F

2 / NAD*

N NADH,HT

dihydroxyacétone-P

DU= ditwdrouracile
Y = pseudouracli

(F:HQOH

C=0

L-plutamine

@mine F§-P

transaminase
\_7 Actde L-glutamique
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| DOCUMENT N7 |

Effet du palactose- 1-phosphate sur la vitesse initiale entre les deux substrats G-1-P
lucose-1-P) et UDP-Gal

Concentration en 2éme substrat : [UDP - Gal] = 90 pmol/L
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DOCUMENT N°8

Le LPS de 8.Typhimurium

Chaine
lalérale O

Coewr
cligoseccha-
ridigue

Lipide A

Chalnhes d'acides
! gras

CDO = 2-oéte-3-disoxyoctonate  Man = mannose Rhe = L-rhamnose
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DOCUMENT N°9

Etapes de la blosynthése du
polysaccharide

de la parol de 8.Typhimurium & partir du
glucoze (schéma simplifié)

UDP-GALACTOSE

Phosphoglitco-
miitdse UDP-Galactose
mutant 2

épimérase
mutant 3

GLUCOSE GLUCOSE-6- (B} === GLUCOSE -1-(F) ===>UDP-GLUCOSE

Phosphiogliicose

mutant 3
isomérase
FRUCTOSE-6- (P}
Phosphomannose
muiant 1
isomérase

MANNOSE-6- (P) === MANNOSE-1- (F) === GDP-MANNOCSE

DOCUMENT N°10

‘Tableaun donnant la composition du
polyoside de la souche sauvage de

8.Typhimurium (groupe B) et de mutants

souc?;lacre cDoO Heptose | Glucose |Galactose [ *Gle-NAc | Mannose | Rhamnose | Abéquose
fg:“age + + + + + + + +
ngxuta.nt + + + fe) 0 o} [e] Q

* (fle-NAc = N-acétylglucosamine
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Eremigre partie: étude dopérations techmaques

Durée : 4 heures; Coefficient : 4

L'usage d'un dictionnaire anglais-frangais est autorise.

Les agents d'activité utilisés en cosmétologie sont des produits de synthése ou d'origine
biolopique,

LES EXTRAITS PLACENTAIRES EN COSMETOLOGIE

L'objet de cette étude concerne les extraits placentaires.

Initialement utilisés comme substances thérapeutiques actives sur la cicatrisation, ils ont peu &

peu trouvé un regain d'intérét en cosmétologie, grace & leurs activités stimulantes et assouplissantes,

1- OBTENTION ET COMPOSITION GENERALE DES EXTRAITS PLACENTAIRES

(6 POINTS),

On prépare ces extraits & partir des placentas humains ou animaux. Le schéma d'obtention est

donné sur le document 1,

Toutes les manipulations sont effectuées en atmosphére stérile, réfrigérée et en T'absence de

toute opération de chauffage,

1.1.

1.2,

1.3.

Préciser le role des différentes techniques de biochimie préparative notées
" aur le document 1.

A partir notamment du document 2, justifier le fait que les manipulations seient
effectuées en atmosphére stérile et réfrigérée, ’

Afin d'établir 1a composition générale des extraits placentaires, différents dosages
doivent &tre réalisés.

Les polypeptides peuvent étre dosés par la technique du biuret en flux continu
(document 3},

L'échantillon segmenté par de l'air est dilué par un courant de réactif au biuret.
La coloration obtenue est mesurée 4 550 nm dans une cuve tubulaire &

flux continu de 15 mm.

Compléter le document 3 en remplissant les cases vides prévues a cet effet, Rendre
ce document avec la copie.

Il - RECHERCHE DE L'ORIGINE HUMAINE OU ANIMALE D'EXTRAITS PLACENTAIRES :
TEST D'IDENTITE PAR IMMUNODIFFUSIOR (10 POINTS).

Les réactifs utilisés sont les suivants :

- gel d'agarose a 1 % coulé sur une lame glacée,
- antisérums ;

* humain (SH)
* bovin (SB)

* ovin (SM)

* porcin (SP),

- extraits a tester.

2.1.

Quelles doivent-gtre les qualités du gel utilisé ?

96-24




2.2, Qu'est-ce qu'un glagage ? Quel est son intérét ?

2.3. Les résultats donngés par 3 extraits sont schématisés ci-dessous :
- dans le puits central : extrait A tester,
- dans les puits périphériques : antisérums.
L !

b O

o 6l ssto o)o.
6]_s810 L
Y

SB~-O

o o)+

SP SP q) SP

[ |
SM SM 5M
Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3

Quelles sont les caractéristiques de la réaction Ag-Ac mise en jen ?
Interpréter les résultats obtenus.

I - EVALUATION DE L'ACTIVITE DES EXTRAITS PLACENTAIRES {14 POINTS).

Avant d'incorporer ces extraits dans les produits cosmétiques, il est nécessaire d'évaluer leur
activité biologique : mesure de l'augmentation de la consommation en oxygéne par activation de la
respiration cellulaire, évaluation du contenu enzymatique (enzymes du cycle de Krebs, phosphatases
alcalines...}.

Le dosage des phosphatases alcalines (PAL) s'effectue par une méthode cinétique optimisse
selon les recommandations suivantes :

- méthode cinétigue & 405 nm et 4 30°C,

- solution réactionnelle : tmnFoxl diéthanelamine 1 mal.l-1 pH 9,80 ; chlorure
de magnésium 0,5 mmol,L-1,

- 4-nitrophénylphosphate 10 mmol.L-1, les concentrations données &tant les
concentrations dans le milieu réactionnel,

- rapport de dilution de I'échantillon & doser : 1/61 {un volume d'échantillon dans
61 volumes de milieu réactionnel).

Données :
- 4405 nm et en milieu alcalin, le 4-nitrophénylphosphate n'absorbe pas,
- le coefficient d'absorption melaire du 4-nitrophénol est égal 4 1850 m2,mol-1.

3.1. Donner 'équation de la réaction catalysée par les PAL dans ceite technique et proposer
les modalités du suivi cinétique & adopter.

3.2. Quelies sont les conditions physico-chimiques & respecter pour doser valablement
les PAL ?

3.3. Qu'appelle-t-on méthode cinétique optimisée ?
3.4. Proposer un mode opérateire pour le dosage des PAL en respect des recommandations
précisées cl-dessus. On supposera gue l'extrait & doser ne doit pas subir de dilution

préalable,

3.5. La concentration catalytique des exiraits placentaires exprimée en ULL-! s'obtient
4 partir d'une relation du type K. AAmin--, Calculer X, .
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IV - VALIDATION D'UNE TECHNIQUE DE DOSAGE DES RESIDUS HORMONAUX (20 POINTS).

" Les dosages hormonaux sont nécessaires pour que l'extrait soit conforme aux exigences de la
législation qui préveit une absence totale d'cestrogénes, L'astrio] (catabolite de l'eestrone et de
1' eestradiol) peut étre toléré 4 I'état de traces, compte tenu de sa trés faible activité.

La technique classique de dosage des cestrogénes totaux est la méthode colorimétrique de Kober.
Elle aurait avantage a étre remplacée par une chromatographie en phase liquide 4 haute performance,
plus rapide et plus sélective,

Afin de valider une technique chromatographique, on procéde 4 des essais sur des produits
pharmaceutiques dont on connait la teneur en hormones stéroides,

4.1. Principe de la séparation.

La séparation des stéroides préalablement estérifiés s'effectue 4 température ambiante
sur une colonne de silice greffée avec des groupements en C18. La phase mobile
constituée par un mélange méthanol-eau (60 : 40) passe a travers la colonne avec un
débit de 0,6 mL.min" 1. Une pompe & pression constante est notamment reliée au
dizpositif d'injection qui permet de déposer un volume de 10 pL sur la colonne,

Le détecteur U.V. placé en sortie de colonne est réglé & 280 nm.

- Sur quel principe se base la séparation effectuée ?
- Quel est le paramétre physico-chimique essentiel régissant l'ordre d'apparition
des composés en sortie de colonne ?

4.2, Exploitation des résultats,

Avant de procéder a la séparation proprement dite, il faut déterminer le taux de réponse
(TRE) obtenu pour chaque cestrogéne en fin de chromatographie, On prépare une
solution standard de référence contenant une quantité précise et connue de chaque
catégorie d'hermones et de 2, 3, 6 triméthylphénol -standard interne -
{voir document 4)
Ce mélange est injecté sur la colonne ; la hauteur des pics est relevée sur le
chromatogramme {veir document 5}.
On calcule le TRE de chaque constituant selon la relation suivante :

He (std) x Csi

TRE = —
Hsi (std) x Ce

- He (std) : hauteurs des pics relatifs aux cestrogénes de la solution standard,
~ Hsi (std) : hauteur du pic relatif au standard interne,

- Ce : concentrations en cestrogénes dans la solution standard en g.L‘l,

- Csi: concentration en standard interne dans la solution standatrd en gl

La préparation pharmaceutique de validation est broyée finement et préparée en final de la
méme facon que la solution standard : 112,55 mg de cette poudre sont sclubilisés dans 10 ml de
solution stock de standard interne. La hauteur des pics est relevée sur le chrematogramme (voir
document &). La teneur de chacun des cestrogénes contenus dans 1 g de préparation pharmaceutique
est calculée de la fagon suivante :

He (éch)x Csix F
Qe (éch) =

Hsi (éch) x TRE x m (éch}

- Qe {éch) : teneur en cestrogénes dans I'échantillon (mg.g'l),

- He (éch) : hauteur des pics relatifs aux cestrogénes de l'échantillon,

- Csi : concentration du standard interne (g.L74),

- Hsi (éch) : hauteur du pic relatif au standard interne,

- TRE : taux de réponse pour chagque cestrogéne,

- m{éch) : masse de l'é¢chantillon (g) = 0,11255 g,

- F: facteur de dilution inhérant a la préparation multiplié par le facteur de
conversion cestrogénes libres - cestrogénes estérifiés (F = 10 x 1,38).
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4,2.1.

4.2.2.

4.2,3.

Quel est I'intérét d'utiliser un standard interne ?

Déterminer la concentration massique de chacun des wstrogénes de la
solufion standard en g.L’1 (document 4). En déduire les TRE correspondants
{document 5).

Calculer la teneur en chacun des cestrogénes contenus dans la
préparation pharmaceutique de validation en mg.g (document &).

4.3, Validation de la technique.

La composition exacte de la préparation pharmaceutique de validation est donnée
sur le tableau suivant en mg d'cestrogénes par tablette
{poids d'une tablette : 11,17 mg) :

cestrogénes Equilénine Equiline Qestrone Oestradlol Total
Quantité
fmg/ lablctte) 0,011 0,050 0,324 C,009 0,408
4.3.1. Caleuler linexactitude relative des résultats obtenus pour chagque cestrogéne

4.3.2.

] - CONTROLE DE L'INOCUITE BACTERIOLOGIQUE D'UN PRODUIT COSMETIQUE

et pour les cestrogénes totaux. Conclure sur la validité de la technique testée,

Donnée : pourcentage d'inexactitude relatif =
valeur théorigue - valeur expérimentale

. 100
valeur théorigue

Quels sont les autres paramétres qualité a vérifier avant d'utiliser
cette technique en routine sur les extraits placentaires ?

(30 POINTS).

Larrété du 3 juillet 1972 (paru au J.Q. du 8§ aout 1972) décrit, dans ses annexes I, I, 11, IV, les

néthodes officielles de cantréle microbiologique des cosmétiques
- I: préparation des échantillons,de la solution mére et des dilutions décimales.
. I : dénombrement des germes aérobles mésophiles dans les preduits cosmétiques dépourvus
d'un pouvoir inhibiteur intrinséque.
- III : recherche qualitative ¢'un pouvoir inhibiteur intrinséque des produits cosmétiques,
- IV : dénombrement des levures et des moisissures.

A coté de ces analyses officielles, les fabricants de produits cosmétiques pratiquent le
{énombrement des Staphylococeus aureus et des Pseudomonas aeruginesa pour les cosmétignes &

1sage externe et, en présence de levures, ils effectuent la recherche de Candida albicans.

La préparation de la suspension mére est réalisée de la maniére suivante :

- 10 grammes de produit, prélevés aseptiquement, sont homogénéisés dans 90 mL
de diluant approprié.
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5.1. Recherche qualitative d'un pouveir inhibiteur intrinséque.
La technique de recherche du pouvoir inhibiteur intrinséque est comparable a celle
de l'antibiogramme par la méthode des disques.
Elle nécessite :

- de la gélose nutritive,

- des disques de papier filtre stériles,

- 3 souches de référence (Staphylococcus aureus A.T.T.C. 9,144, Klebsiella
pneumeoniae A.T.T.C. 10.031, Saccharomyces cerevisiae A.T.T.C. 2.601)
cultivées en bouillon nutritif 4 30°C.

La recherche est effectuée sur la suspension mére vis-a-vis des 3 souches de référence.
L'inoculation des milieux est réalisée avec 0,1 mL des souches, La lecture est possible
aprés 3 jowrs d'incubation a4 30°C.

Rédiger le protocole de la recherche du pouvoir inhibiteur intrinséque dun produit
cosmétique en précisant :

- les étapes opératoires,

- le matériel nécessaire,

- la préparation des souches de référence,

- lalecture.

5.2, Dénombrement des levures et des moisissures.
Apartir de la suspension mére et de sa dilution au dixiéme, on ensemence en
double 0,1 mL 4 la surface d'un milieu 0.G.A.
On incube les milieux 4 20°C en aérobiose pendant 5 jours.
5.2.1. Justifier la composition du milieu O.G.A. donnée sur le document 7.
5.2.2. ‘Lors d'une anhalyse, de nombreuses colonies de moisissures et de levures sont
dénombrées.
La présence de Candida albicans est confirmée en réalisant, & partir des colonies
suspectes, deux tests :
- le test de blastése (ou test de filamentation),
- la culture sur milieu P.C.B. (Pomme de terre, Carotte, Bile).
5.2.2.1. Décrire le test de blastése ; donner le résultat obtenn lors de cette analyse,
5.2.2.2. L’'observation mictoscopique de la culture sur milieu P.C.B. peut présenter
3 aspects différents, représentés sur le document 8. Nomtrier les éléments
désignés par A, B ot C; préciser 4 quel schéma correspond l'espéce
Candida albicans.
5.2.2.3. L'aspect microscopique des colonies de moisissures est schématisé sur
le document 9. Nommer les structures désignées par A, B, C, D et identifier
le genre microbien auxquelles elles appartiennent.
5.3, Dénombrement et confirmation de la présence de Staphylococcus aureus.
Le dénombrement ost réalisé sur.milieu de Baird-Parker. 5 colonies suspectes ont
&té testées A l'aide du coffret PASTOREX STAPH (voir fiche technique sur le
document 10),
5.3.1. Expliquer le principe de ce test.
5.3.2, Dans le cadre dune identification bactérienne d'un coque Gram positif / catalase

positive / aérobie-anaérobie facultatif, comment doif-on conclure l'analyse face
4 un test d'agglutination négatif ?
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DOCUMENT 1

Préparation des extraits placentaires lyophilisés

| BROYAGE DES PLACENTAS ]

CONGELATIONS ET DECONGELATIONS SUCCESSIVES ™"

OBTENTION D'UN JUS PLACENTAIRE

FILTRATION STERILISANTE "**

REPARTITION EN AMPOULES

LYOPHILISATION "**

EXTRAIT PLACENTAIRE LYOPHILISE (E.P.L.) I

DOCUMENT 2

Composition générale des E.P.L.

.« Sels minéraux : les ions les plus fréquemment rencontrés sont Nat, ¥, CI", ions phosphates.
- Substances azotées : acides aminés, polypeptides et protéines.
- Résidus d'acides nucléiques.

- Enzymes : enzymes du cycle de Krebs, phosphatase alcaline...
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DOCUMENT 4

Préparation de la solution standard de référence

Standard Solution Preparations - infernal Standard - Weigh accurately 20 mg of 2,3,6-
trimethylphenol into a 100 mL volumetric flask. Dissolve and dilute to volume with methanol (internal
standard stock solution),

Estrona Reference Standard - Weigh accurately 32 mg of reference standard into a 25 mL volumetric
flask, Dissolve and dilute to velume with methanel,

Equilin Reference Standard - Weigh accurately 12,5 mg of reference standard into a 100 mL volumetric
flask. Dissolve and dilute to volume with methanol.

Equilenin Reference Standard - Weigh accurately 12 mg of reference standard into a 25 mL volumetric
flask. Dissolve and dilute to volume with methanol. Subdilute by pipetting 2 mL into a 25 mL
volumetric flask and bring to volume with methanol.

Estradiol Reference Standard - Weigh éccurately 10 mg of reference standard into a 25 mL volumetric
flask, Dissolve and dilute to volume with methanol Subdilute by pipetting 3 mL into a 25 mL
volumetric flask and bring to volume with methanol,

Combined Reference Standard Solution - Inte a 50 mL glass-stoppered erlenmeyer flask, pipet the
following amounts of the previcusly prepared individual reference standards : 2 mL of estrone
solution, 3 mL of equilin solution, 2 mL of subdiluted equilenin solution, and 3 mlL of subdiluted
estradiol solution.

Evaporate the methanolic mixture of estrogens to dryness under a nitrogen stream. To the dried

residue, add 10 mL of the internal standard steck solution. Stopper the flask and mix thoroughly for
complete disselution (working standard solution),

DOCUMENT &

Chromatogramme obtenu pour la selution standard de référence

TRIMETHYLPRENOL
ESTRONE

RESPONSE

EQUILIN

EQUILENIN

ESTRADIOL

| i
16 30

MINUTES

O INJECT
T
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DOCUMEI\‘_I’T 6, Chromatogramme obtenu pour ln préparation pharmaceutique de validation

RAESPONSE

DOCUMENT 7

Milieux de culture

" 2
21 3 &
wl € =
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i~ ui
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= ‘ i
{ H“w-ul MINUTES
] 15 an
{gélose glucosée a MNoxytétracycline)
Mycologie :
La gélosa glucosée & Foxytétracycline {0.G.A} est ulilsée pour
rechercha et le dénombrement des fevures et des moisissures da
les produits alimentaires.
Formule e extraltdelowio, . o, v oo v e A
{fangrommes  # GCOBE. . . . . ... . e e e ey e
par litra WAGEN | o 4 n e e n e m e e e e ee e e h e e

d'oau dintliida).’

Préparation
(déstydratéa) -

Utilisation

Présentations

Conservation

pH linal : 2,0 £ 0.2

Mettre 41 g de millou déshydraté dans 1 litre d'eau distlliée,
Attendre 5 minutes, puls mélanger jusqu’s obtention d'une suspe
sion homogbna,

Chauffer lentement, en agitant fréquemment, puis porter i ébulliti
jusqu'd dissolution compléte,

Ajuster, sl nécessaire, loepH a 7.

Répartir & raison da 100 ml par flacon de 160 ml.

Stériliser & l'autoclave & 16 °C pendant 20 minules.

Faire fondre le milieu de base au baln-marie bouiltant. Refroidir
B0 °C environ, Ajouter 3 100 mi de mileu, 10 ml d'une solution stér.
d'onytétracycline (Terramyoine) & 1 mg/ml,

Mélanger soigneusement st couler en boites de Petrl stériles, Apr
solidification, étaler 0,1 ml de I'échantillon {ouv des dilutlons)
analyser. ncubar 4 20-25 °C pendont 3 b 5 jours.

Milisu prét & Femploi

«+ flacon de 200 mi Code : 56 6(
Milisu déshydraté

= boite de 450 g Code : 64 8¢
Oxytétracyeline 1 mg/ml

« 5 tubes de 10 ml Code : 66 1€

Milieu prét & I'emploi : + 2-8 °C,

Miliou déshydraté : boite soigneusement fermée dans un endroil fra
st soc,

Oxytétracycline ; + 4 °C.

La date de péremption et le numére de lot sont indiqués sur e cond
tionnemaent.
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DOCUMENT B8

Schéma n® 1

DOCUMENT 9

Schéma n°® 2
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DOCUMENT 10

MILIEUX DE CULTURE
Réactifs

Méthodologie

Evaluation

Présentation

Conservation

PASTOREX® STAPH
[méthode d'agglutination sur lame)

PASTOREX® STAPH est un test d'identification de Staphylococcus
aurens effectué directerent & partir de primocultures.
Ii permet de détecter simultangment, par agglutination sur lame de
parhcules de latex sensibilisbes aves du plasma humain :
- e "Cl ping factor”, sok ce fixde & lasurface de la bactérie et
présentant une forte affinité pour le fibrinogéne,
— la Protéine A élaborée par 85 & 95 % des souches humaines de
S. aureus.

A partir d'une primoculture réalisée sur gélose Columbia ou sur
gélose Trypto-Caséine-Soja*, effectuer surles colonies présumées
de staphylocogues les tests classiques (1) : étude de la morphuloqm
des colonies, recherche de a catalase.

Utilisation de PASTOREX® STAPH

- bien homogénéiser le réactif latex;

- déposer 1 goutts de.ce réactif dans I'un des cercles da la plaque
pour agglutination;

- prélever 1 colonie de staphylocoques et I'émulsionner dans la
goutte de latex;

- hemogénéiser par rotation doues de la plaque.

Lecture

Le test est considéré comme positif si une agglutination apparait
dans les 45 secondes. En régle générale cetta positivité se manifeste
an moins de 20 secondes.

Résultats d'une étude effectude avec PASTOREX™ STAPH sur
228 souches de staphylocoques isolées sur milieu Trypto-Cassina-
Soja. {2).

Nombre PASTOREX® STAPH
Espéues de souches
Positif Neégatif
S, aureus 121 118 3
8. epidermidis 91 3 88
8. ssprophyticus 9 2 7.
S. eapités 2 ¢} 2
S. hominis 2 1 1
S. haemalyticus 3 2 1
Sensibilité 97,6 %
Spécificité 92,5 %
Coffret pour 50 tests contenant ; Code : 66 365

+ 1 flacon compte-gouttes de Téactif
{prét & 'emploi)
+ 1 plagua pour agglutination

A+ 2-8°C,
La date de péremption et la numéro de lot sont indiqués sur le candi-
tionnement.

* Eviter lo milieu da Chapman, dant ta soncantration en HaCi est dafavarable au test,
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Leuxieme partie réalisation pratique d'operabions techmques

Durée : 10 heures; Coefficient : 8
SUJET_I.,
QUELQUES ASPECTS TECHNOLOGIQUES DE LA MISE AU POINT D'UN
COSMETIQUE
BIOCHIMIE (70 points) Durée : 3 H 45

Contréle de sclutions nécessaires a la préparation d'une ¢réme hydratante colorée.

La préparation de la créme hydratante colorée nécessite le contréle qualitatif ou quantitatif des
composants utllisés.

La manipulation compoerte 3 parties Indépendanies ;

1- La vérification de 'absence de tartrazine (colorant jaune E 102 numérotation CEE) allergéne,
dans le mélange de colorants utilisé.

2- Le dosage <'une solution P, mélange e protéines, nécessaire & la préparation.

3- Le dosage d'une solution d'acide lactique L, agent émulsifiant de ia créme,

L

1 - VERIFICATION DE L'ABSENCE DE TARTRAZINE DANS_LE COLORANT,
PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE {12 POINTS).

1.1. Matériels et réactifs.

- 1 plague de gel de silice, 4 réactiver 4 100°C pendant 10 min
- 1 cuve & chromalographie

- solvant pour chsomatographie

- solutipn témoin de tartrazine (E 102)

- mélange de coloranis & anaiyser.

1.2. Chromatographie sur couche mince,

- Introduire le.solvant dans ta cuve ; la saturer.

- Déposer en double 1a solution 1émoin et le mélange de colerants a analyser.
Pour chaque solutien, faire 2 dépdts successifs, en séchant entre chaque dépét.
- Réaliser fla migration.

- Sorlir la plaque et sécher au thermo-ventilateur,

1.3. Résultats.

Joindre a la copie le chromatogramme obtenu. Conclure sur 1a recherche ds tarrazine.
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2 - DOSAGE DE LA SOLUTION P DE PROTEINES PAR LA METHODE
COLORIMETRIQUE DE FOLIN-LOWRY (2 essais) - {356 POINTS).

Préparer par pesée 50 mL d'une solulion étalon de sérum-albumine hovine az2gl’,

Réaliser selon le protacole fourni en annexe A, la gamme étaton suivante : 46, 80, 80, 100 pg par
tube,

Effectuer le dosage sur 1 mL de solution P 4 diluer au 1/50.

Résultats.

2.1. Rassembler dans un tableau les Indicalions relatives & {a préparation de la gamma élalon.
2.2, Compiéier le relevé de valeurs expérimentales.

2.3. Tracer la courbe d'étalonnage ; indiquer les valeurs expérimentales relenues pour le *calcul

de la droite de régression” ; en effectuer le traitement et donner les paramétres de la droile
de régression ; en déduire |a concentration protéique des essals.

3 - DOSAGE ENZYMATIQUE EN UV DE LA SOLUTION L (2 essais) -
{23 POINTS).

La concentralion massigue de la solution L est contrblée par la méthode enzymatique donnée en
annexe B. La solution L contient environ 15 g d'acide lactique par litre.
La quantité d'acide lactique dans la cuve doit &tre comyprise entre 4 et 20 pg pour une mesure &
340 nm. .
3.1. Expliciter la préparation de la solution d'essal.
3.2. Compléter e relevé de valeurs expérimentales.

3.3. Calculer la concentration massigue d'acide lactique dans la solution L.

ANNEXE A

DOSAGE DES PROTEINES PAR LA METHODE DE FOLIN-LOWRY

(ntrodulre dans un tube A essais
» x mL de solution protéique
+ (1- x) mL d'eau physiclogique
* 5 mL de soiution cupro - alcaline
Aitendre 5 min
Ajouter 0,5 mi. de réactif de Folin dilué au ¥z

Aftendre 30 min

Lire les absorbances &4 650 nm
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ANNEXE B
DOSAGE DE L'ACIDE L-LACTIQUE (d'aprés BOEFRINGER)
PRINCIPE
En présence de nicotinamide-adénine-dinucidotide (NAD), I'acide L-lactique {L-lactate) est oxydé en
pyruvate par la L-laclate-déshydrogénase (L-LDH) (1). L'équllibre de la réaction se situe du cfté du lactate.
En éliminant te pyruvate du millsu réactlonnel, on oriente la réaction (1) dans Je sens lactate — pyruvate.

En présence du L-glutamate, le pyruvate est transformé en L-alanine grace & l'alanine amino-transférase
(ALAT) (2).

L-LDH
(1) L-lactata + NAD" == _pyruvate + NADH + H+

ALAT
(2) pyruvate + L-glutamate == L-alanine + <-cétoglutarate

La formation de NADH mesurée par 'augmentation de {'abscrbance & la longueur d'onde de 340 nm est
proportionnelle 4 la quantité de L-lastate,

REACTIFS - STABILITE DES SOLUTIONS

Solution 1 : aclde glutamique ; tampon pH 10
Solution 2 : NAD"

Suspansicn 3 ! ALAT

Salution 4 : L-L.DH

Le contenu des flasons 1, 3 ef 4 se conserve au molns un an a + 4°C,
La sclution 2 se gonserve au moins 3 semaines & +4°C ou 2 mols & - 20°C.
Ramener fa salution 1 & 20-25°C avant utilisation,

MCDE CPERATOIRE

Longueur d'onde ; 340 nm.

Cuve: 1 cm d'épalsseur,

Température : 20 & 25°C,

Valume du test: 2,24 mL. )
Mesurer contre I'alr {(pas de cuve dans le trajet optique) ou contre I'eau ou contra le témoin.

Introduire dans des cuves Témaoln Essal
Solution 1 1,0mL 1,0 mL
Solution 2 0,2 mL 0,2 mL
Eau bidistillée 1,0 mL 0,9 mL
Suspension 3 0,02 mL 0,02 mL
Solution d'essal — 0,1 mL

Mélanger , aprés env. 2 min, lire 'absorbance des solutions (A1}

Déclencher {a réactlon par addition de .

Solution 4

0,02 mL

] 0,02 mL

Mélanger. En fin de réaction {20 minutes) lire l'absorbance du témaln et des essais (A2)
irmmeédiatemnent les uns aprés les autres,

Déterminer les différences d'absorbances (A2 - A1) du témein et de Fessal.
Déduire la différence d'absorbance du témoin de celle des essais |

AA= AAs- AAr

Les différences d'absorbance mesurées doivent étre au moins 4gales & 0,1 pour obtenir des résultats précis,

CONCENTRATION MASSIQUE EN LACTOSE DE LA SOLUT]

| {trajet optiqus) = 1 cm

V : volume réactlonnei en mL

v : volume de ia prise d'essai en mL
MM (masse molalre de l'acide lactique}

340nm

€ vaon s = 6,3.10° L.mol.em”
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A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE

Relevé de valeurs expérimentales

Gamme étalon et essais

Etalons essai 1 essai 2
)]
1 2 3 4
gquantité
de
protéines 0 40 60 80 100
( paftube)
A
3-DOSAGE ENZYMATIQUE DE LA SOLUTION L.
Résultats obtenus
Témoin Essai 1 Essai 2
Ay
Ay
PREMIER JOUR Durée 4 h 30

Avant la mise sur le marché d'un produit cosmétique, différents contréles de qualité doivent
étre réalisés en paraildle :

- des contrélas microbiologiques,
- des contrales d'efficacité el de toxicité effectués sur des cellules en cullure.
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L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début de séance.

A - CONTROLES MICROBIOLOGIQUES DES COSMETIQUES (50 POINTS).

lls seront réalisés sur une méme Jotion L,

Le dénombrement des micro-organismes s'applique & des produits cosmétiques dépourvus de
pouvolr inhibiteur intrinséque,

1 - DENOMBREMENT DES GERMES AEROBIES MESOPHILES {18 points).

1.1,

1.2.

Matériel disponible par candidat.

* un flacon de 20 mL de lotien L n® x.

* un flacon de 80 mL de fryptone-sel stérile.

* 4 tubes de 9 mi de tryptone-sel stériles.

* 12 tubes de 15 ml. de gélose PCA {Plate count agar) stériles maintenus en
surfusion 2 45°C {(ou un flacon de 180 mL).

* 12 tubes de 5 mL de gélose blanche stériles maintenus en surfuslon & 45°C (ou un
flacon de 60 mL}.

* 12 beftes de Petri stériles.

* une pipette de 10 mL stérile.

* {0 pipettes de 1 mL ou équivalent stériles.

Manipulation,

Le candidat devra tenir compte du matériel disponible pour organiser sa
manipulation,

Reéaliser 100 ml. de suspension-mére 10 .
A partir de la suspension-mére, préparer en paralldle deux tubes de la dilution 102
A partir de chaque dilution 102, préparer un tube de la dilution 1073,

Réaliser quatre ensemencements dans da masse de la suspension-mére et deux
ensemencemengs dans la masse & partir de chacune des dilutions 107 et de chacuns
des dilutions 10™,

Incuber les boites 48 h 4 30°C.

2 - RECHERCHE D'UN PQUVOIR INHIBITEUR INTRINSEQUE (PN) (15 points).

Cn appelle Pli d'un produit la faculté que posséde ce produit d'empécher le développement
des micro-organismes dans ies conditions de l'expérience. La mise en évidence du Pl doit étre
effectuée a l'aide de différentes souches-tests.

241,

Matériel disponible par candidat.

* Une culture de Kiebsialla pneumoniae ATGC 10031 sur gélose nutritive inclinge.

* Une culture de Staphylococcus aureus ATCC 9144 en bouillon de 18 h (correspond
a environ 10° bactéries, mL™Y).

* 2 géloses trypticase-saja coulées en boites de Petri stériles.

* Lin étalon de Mac Farfand 0,5 (correspond A enviren 1 4 3.10° bactéries.mL™).
* 7 tubes cantenant 9 mL de bouillon nutritif stérile.

* Un flacon d'environ 10 mL d'eac distillée stérile.

* 2 Staleurs en verre.

* 4 disques de papler filtre stérile.

* Un tube stérile.

# 10 pipettes de 1 mL ou équivalent stériles.
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2.3.

Manipulation.

Le candidat devra tenir compte du matériel dispenible pour organiser sa
manipulation.

Préparation des inoculums . pour chaquga souche, réal!;ser une suspension en
bouilion ordinaire de densité environ 107 bactérles.mL”.

Ensemencements des incculums ; déposer sur chaque boite 0,1 mL de chagque
suspension et étaler uniformément & |'aide d'un étaleur en verre.

Dépot des disques : sur chaque bolte, déposer
- un disque imprégné de la lotion L a la dilution 107" préparée en 1 - 2,
- un disque servant de témoin négatif,

incuber 48 h & 30°C.

Gompte-rendu.

Préclser la préparation des detnt inoculums,

3 - CONTROLE DE LA SOUCHE-TEST KLEBSIELLA PNEUMONIAE ATCC 10031

{19 points).

3.1.

3.2,

3.3.

Matériel disponible par candidat.

En plus du matériel-classique de microblologle :

* culture de K.pneumoniae du 2 - 1

* une galerfe AP[ 20E stérile

* un tube de 5 mL d'eau stérile ou un tube de Suspension Medium (API)
* untube d'environ 2 mL d'eau physiologique stérile

* une gélose nutrilive on boite de Pelri slérile

# un tube A hémolyse stérile

* réactif oxydase.

Manipulation.

Le candidat devra tenir compte du matériel disponible pour organiser sa
manipulation.

Véqifier les caractéres morphologiques, culturaux et biochimiques.
Remarque :

les résultats des différents examens réalisés doivent étre contrdlés par un
examinateur.

Compte-rendu.

Présenter les résultats des examens réalisés.

B - BIOLOGIE CELLULAIRE {40 points).

Entretlen d'une lignée continue de cellules épithéliales utilisées pour controler des

produits cosmétiques.

Chaque candidat doil réallser deux nouveaux flacons de culture de cellules épithéliales & partir
d'un flacon de culture & repiquer mis 4 sa disposition.
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1-REACTIFS ET MATERIEL.

Les réactifs et matériel sont disposés en partie dans le laboratoire de microbiologie et en partie
sous 1a hotte 2 flux laminaire.

Au poste da microbiologie !

* un flacon de cullure contenant une culture confluente de celiules épithéliales en milleu
DMEM+ 10 % SVF {sérum de veau foetal),

* un hématimétre de Malassez avec une lamelle optiquement plane,
# un tube & hémolyse contenant 0,5 mL de bleu Trypan & 0.4 %,

* un tube & hémolyse vide,

* pipettes automatiques P1000, P100

Dans le laboratoire de microbiclogle :

# un microscope Inverse,
# une étuve a CO,.

Sous [a hotte & fiux faminaire

* un tube & essal contenant 8 mL de lampen PES stérils,

* un flacon contenant 15 mL de milieu DMEM#+ 10 % SVF. Le milleu DMEM a éié au
préalable complémenté par de la glutamine, des antibiotiques et de la funjizone,

* un tube & hémolyse contenant 2,5 mL d'une solution de trypsine & 0,25 % siérlle,
* un tube & hémolyse stérile vide,

* deux flacons de cullure neufs,

# 1rois pipettes stériles de 5 ml.,

# deux pipeltes stériles de 2 ml.,

* récipient pour plpettes et réaclifs usagés contenant de 'eau de Javel.

A coté des hottes :

* un disposilif de lavage des mains,
# un flacon d'alcool et du papier absorbant,

2 - PROTOCOLE.
24, Au laboratoire de microbiologie :

— Observer les cellules en culture au microscope inverse et noter la couleur du milleu
de culture,
— Reporter les cbservatlons sur le comple rendu.

2.2, Stérilement sous [a hotte & flux laminaire (en présence d'un examinateur) -
temps fimité & 20 minutes.

~ Eliminer par retournement le mitieu de culture.

- Réaliser un lavage des cellules avec 5 mL de solution PBS.

— Introduire 2 mL de trypsine. Laisser agir la trypsine quelgues minutes en contrélant
son action & l'oell nu,

— Aouter 5 mL de milisu neuf DMEM+10 % SVF,

— Prélever une aliguote d'environ 0,5 mL de la suspension oblenue dans un tube A
hémolyse stérile afin de réaliser une numéralion (au poste de microbiclogie).

— Introduire dans chacun des deux flacons de culture neufs 1,5 mL de celle
suspension.

— Compléter ces doux flacons 4 5 ml. avec du milieu DMEM+10 % SVF.

- Placer les deux flacons dans {'incubateur 4 CO».
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Remarque :

Chaque candidat devra veiller & maintenir parfaitement stérile la hotte & flux
laminaire.

2.3 Au poste de microbiclogie :

- Réaliser une numération de la suspension prélevée, aprés dllution au 9/10 en bleu
Trypan. La numération d'un rectangle devra étre contrélée par un examinateur.

- Déterminer le pourcentage de viabilité ainsi que la densité de la suspension.

- Sachagn que la densité idéale en cellules viables doil étre cornprise entre 0,5
et 1.10° cellules par flacon, commenter le choix du volume de suspension remise en
culture.

DEUXIEME JOUR DUREE : 1 H45

A- CONTROLES MICROBIOLOGIQUES DES COSMETIQUES {50 points)

Le dénombrement des micro-organismes s'applique 3 des produits cosmétiques dépourvus de
pouvair Inhibiteur intrinséque.

1 - DENOMBREMENT DES GERMES AEROBIES MESOPHILES.

1.1. Analyse des ensemencements.
Examiner les boiles de milieu PGA aprés incubation. Dénombrer les colonies.

1.2. Comple rendu.
Présenter les résultats des dénombren"lenls sous forme d'un tableau.
Retenir quatre boites.

Déterminer le nombre de germes aérobies mésophiles par ml de lotion L 4 l'aide du
document donné en annexe.

2 - RECHERCHE D'UN POUVOIR INHIBITEUR INTRINSEQUE (Pil).
2.1. Analyse des ensemencements.
Observer les boites de gdlose TS aprés incubation.
2.2, Comple rendu.
Interpréter les résultats oblenus et conclure quant 3 la présence d'un pouvoir inhibiteur

intrinséque.
Discuter |a validité du résuitat Irouvé au 1.

3 - CONTROLE DE LA SOUCHE-TEST KLEBSIELLA PNEUMONIAE ATCC
10031.

3.1. Analyse des ensemencements.
Effeciuer les lectures aprés incubation.
3.2, Compte rendu.

Présenter les résultats des lectures et conclure,
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B - BIOLOGIE CELLULAIRE (40 points)

ENTRETIEN D'UNE WLIGNEE CONTINUE DE CELLULES EPITHELIALES UTILISEES POUR
CONTROLER DES PRODUITS COSMETIQUES

Observer les cellules en cufture au microscope inverse et noter la couleur du miliew de culture,
Reporter et commenter les cbservations sur le compte rendu.

ANNEXE

Extrait du Journal Officiel : expression des résultats.

A la suite des opérations de dénombrements, les quatre boftes retenues se situent au plus au nlveau
de deux taux de dilutions cons&cutifs; dans les cas a, b, ¢, d et @ ci-aprés ;

Taux de Cas possibles
dilution

a b 4 o 3} Nombre de
e 3 3 " hoites
10N 0 1 2 3 4 reterives

at]
-
L=]

Si les quatre boites ont le méme taux de dilution (cas & oy &), calculer la moyenne arithmétique du
nombre de colonies dénombrées dans ces boftes ; si le résultat est un nombre de trols chiffres,
rarrondir & la dizaine prés, Si le chiffre des unités est 5, arrondir & la dizaine paire prés. Multiplier par
le facteur de dilution pour obtenir le nombre de germes aérobies mésophiles par millilitre de produit-
cosmétique,

Si les quatre boites n'ent pas le méme taux de dilution ( cas b, ¢ cu d'}, faire la moyenne arithmétique
du nombre de colonies pour chaque taux. Arrondir comme indiqué ci-dessus les deux nombres ginsi
obtenus. Les rapporter au millilitre en les multipliant par le facteur de dilution correspondant et en
faire la moyenne pour obtenir le nombre moyen de germes agrobies mésophlles par millilitre de
produit cosmétique.

Donner, comme résuliat, le nombre de germes aérobies mésophiles par millilitre de produit

cosmétique. L'exprimer par un nombre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié par la puissance appropriée
de 10 {par exemple un nombré moyen ce 15 000 serait |ndiqué par 1,5 x10% par millilitre).
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE.
Deuxiéme partie; réalisation pratique d'opérations techmigues
Durée : 10 heures; ) Loefficlent : 8
SUJET 2,

LES EXTRAITS PLACENTAIRES EN COSMETOLOGIE

BIOCHIMIE (70 points) Durée: 4 h

L'ordre de déroulement des manipulations sera Indiqué aux candidats en début d'épreuva,

Un principe aclif utilisé en cosmétologie deit normalement contribuer au processus de régénération
cellulaire.

Pour ce qui concemne les extralls placentaires Iyophilisés (EPL), le contenu en phosphalases alcalines (PAL)
ost classiquement représentatif d'une activité au niveau cellulalre. Cette activits, de plus, est fonction d'un certain
nombre de facteurs physico-chimiques. La composition en acides aminds, notamment, se révéle étre
particuliégrement déterminante. )

Au cowrs de cette- manipulation, on se propose de déterminer la concentration catalytique en phosphatases
alcalines d'un'extrait placentaire ainsi que sa teneur en un acide aminé, la valine.

1 - DETERMINATION DE LA CONCENTRATION CATALYTIQUE DES_PAL DANS UN
EXTRAIT PLACENTAIRE (20 points).

Cette détermination s'effoctue directement sur une solution ¢’EPL 4 0,1 % (mAV).

1.1. Principe.

La réactien utilisée pour mesurer 'activité de ces enzymes est |a suivante :

0 0
1l il
02N©—0—P—0'+H20 L 02N©OH+HO—P—0'
| |
o o
paranitrophénylphosphate paranitrophénol
{PNPP) (PNP)

Le PNPP est Incolore, afors que le PNP est Jaune en milieu alcalin, Son coefficlent d’absorplion linéique
molaire & 405 nm est égal & 18 500 mol” L.cin™.

1.2. Mode opératoire (2 essais).

La température de mesure est de 30°C. Equilibrer les solutions a 30°C,

Remplir le dicument de programmation du spectrophotométre en mode cinétique (document annoxe a
compléter et 4 remetlre & Fexaminateur juste avant la mesure) sachant qu'aprés un temps d'attente de 30
secondes, ['augmentation de I'absorbance doit &tre mesurée toutes les 30 secondas pendant 3 minutes &
405 nm, contre de 'eau distillée, .
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Dans une cuve de 1 cm de trajet optique, Introduire :

- 1 mL de solution tampon glysine 4 100 mmot.L™, pH 10,5,
- 1 mL de solution de PNPP a 4 g.L",
- 0,2 mL de solution d'EPL 40,1 %,

Aprés un temps d'attente de 30 secondes, sulvre la cinétique de 1a réaction au spectraphotomaire.

1.3. Résultats.

Compléter le- relevé de valeurs expérimentales ou joindre les enrepistrements donnés par Je
spectrophotométre.

Déterminer la concentration catalytique des PAL en unités par mL de solution d'EPL (une unité esi la
quantité d’enzyme qui transforme une micromole de subsiral par minute dans les conditions
expérimentales décrites).

En déduire le nombre d'unités par g d'EPL.

2 - DOSAGE DE LA VALINFE (50 points).

Le dosage de la valine s'effectue aprés extraction des acides aminés a partir d'une solution d’'EPL 4 1 % (m/V).
Cette extraction a permis d'éliminer des substances pouvant s'avérer génantes (sels minéraux, protéines...)
pour la suite des opérations. A 1a suite de cette extraction, plusieurs techniques chrematographiques ont éte
mises en oguvre ;

- chromategraphie d'échange d'ions, permettant d'iscler un groupe d'acides aminés aliphatiques (glycine,
alanine, valine, leucing et Iisoleucing), suivie d'une concemtration necessaire & la réalisation d'une
chromatographle sur couche mince (CCM). On obtient I'extralt E1, concentré 10 fois par rapport 2 la selution
d'EPL de départ, ’

- CCM quantitative par dépdt de 40 ulL de E1, suivie, aprés migration chromatographique, de I'¢lution de la
valine dans 2 mL d'éluant,
Cet éluat est noté E2,

On se propose de contrdter 1a pureté de l'extrait E1 et de doser la valine sur I'siuat E2.

2.1, Contréle de la pureté du groupe des acides amings allphatiques sur E1 (15 points).

2.1.1.  Principe.

Ce contrdle se fera par chromatographie ascendante sur couche mince. On utilise comme solvant
maobile le mélange :

butan-1-ol, aclde éthanoique, eau distillée (3, 1, 1},
2.4.2. Mode opératoire.

Introdulre le solvant mobile dans le fond de la cuve.

La plaque de CCM (7 cm x 10 cm) est préte & I'emplol. Réactiver celle-ci par un séjour de
quelques minutes 4 100°C.

Réaliser un dépdt des solutions témoins d'acides aminés (glycine, alanine, valine, {eucine et
isoleucing) & l'aide de tubes capillaires. Procéder de mame pour l'extrait E1. Dans ce demier cas,
surchanger 2 fois en prenant soin de sécher aprés chaque dépit.

Développer le chromatogramme,

Sécher, puis révéler par le réactif 2 Ja ninhydrine (pulvérisation ou utilisation d'un pinceau).

Mettre 10 minutes environ & I'éluve 4 100°C.
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21.3.

Résultats,

Conclure quant & la pureté du groupe.des acides aminés allphatiques de E1.

2.2, Dosage de la valine dans IMéluat E2 (35 points).

2.21,

221,

Principe.

La valing, comme la plupart des acides aminés, donne une coleration bleu-violetle 4 chaud en
présence de ninhydrine.

Mode opératoire.

Effecluer une gamme étalon avec 0 ; 0,1 ; 0,2 ; 0,3 ; 0,4 et 0,5 mL de solution de leucine 3
50 },Lg.mL" la leucine sert classiquement d'acide aminé de référence pour le dosage
colorimétrique des acides aminés par la ninhydrine).

Compléter a 0,5 mL avec de 'eau distillée.

Ajouter 0,5 mL de solution diluanle Sp.

Ajouter 0,5 mL de solution de ninhydrine Sy.

Boucher les tubes 3 I'alde de coton cardé.

Metire au bain marie boulllant pendant 5 minutes.

Refroidir sous I'eau courante pendant 5 minutes.

Ajouter 5 mL de solution de propan-2-ol au % (flacon distributeur).

Lire Pabsorbance a 570 nm aprés 15 minutes d'attente.

Effectuer le dosage de la valine sur 0,5 mL d'éluat E2 dans des conditions identiques 4 celles de
I'étalonnage. Faire 2 essais.

Résultats,

Compléter le relevé de valeurs expérimentales,

Tracer la courbe d'étalonnage ; valider les valeurs expérimentales ; calculer la droite de

régression ; en donner les paramétres et en déduire ia concentration en valine de 'EPL en mg de

valine pour 100 mg d'EPL.

Données :

* On considére que les Infensités colorantes d'une mole de valine ef d'une mole de leucine
sont équivalentes.

* Masses molaires de fa leucine 131 g.mol ™', de ta vafine 117g.mot .

Compte tenu des résultats obtenus par CCM, cette techniqgue de dosage estelle
généralisable aux autres acides aminés aliphatiques ? Justifler la réponse.

96-46



ET A RENDRE A L'EXAMINATEUR
N? de poste :

Programmation du spectrophotométre en mode cinétique

y* Longueur d'onde {nm) :

* TEMPEAUS (C) 1 i

* Blanc réactif ; ooul n] NON

+= Temps d'attente (s ) :

* Nombre de trengons (intervalles de mesure)

*« Temps de trongon (s ) (intervalle de temps entre 2 mesiures) :

= Nombre d'étalons :

RELEVE DE VALEURS EXPERIMENTALES
ar——— e R R A

1 - Détermination de la concentration catalytique des PAL.

temps () 30 60 00 120 150 180 210

1eressal: A

2&me essait A

2 - DOSAGE DE LA VALINE,

Gamme étalon el essais

essai 1 | essal 2

Volume de leucine
{mL} 0 G,1 02 0,3 04 0,5
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MICROBIOLOGIE - IMMUNOLOGIE (90 points)

Contrile de qualité d’extraits placentaires en cosmétologie.

Est dite « cosméfigue’ » toute préparation destinée A I'hygiéne ou 4 1a beaulé.
L'analyse microbiologique des produits cosmétiques est réglementée par un arrébé du 3 juillet 1872, paru au
Journal Officiel le 8 aolit 1972; Ce document offlciel précise le mode de prélévement des échantilions, la

technique de préparation de Ia suspension-mére, la méthode de dénombrement de la flore mésophile aérobie, des
levures et champignons et [a technique de recherche d'un pouvoir inhibiteur intrinséque,

1ER JOUR Durée :4h

A - IMMUNOLOGIE (30 points)

Conirdle de l'origine d'extraits placentaires,

Contréler Porigine de deux exiraits placentaires, E1 et £2 en ufilisant la technlque d'immunedifusion double dite
o' "Ouchiterfony .

Le matérie! of les réactifs suivants sont fournis :

- deux lames porte-objet,

- une lame recouverte d’agarose & 1 % en PBS, :

- deux tubes contenant chacun 4 mL d'agarose & 1 % en PBS el mainienus & 55°C,

- un schéma « gabarit » pour |a réallsation des puits,

- un emporte-piéce de 2,5 mm avec un systdme d'aspiration,

- une pipette automatique,

- une chambre humide,

- deux lubes Eppendorf marqués « Eq », « E; » ef contenant les extraits & contrbler,

- un tube & hémolyse contenant du PBS,

- qualre lubes Eppendorf vides,

- un tube Eppendorf marqué « EPL » contenant un extrait placentalre connu d'origine humalne,
- up tube Eppendorf marqué « Ac » contenant un sérum anti-extrait placentaire humain.

1. Préparation des lames,

Noter & la pointe diamant ou au feulre indélébile les deux lames « A » sl « B »,

Sur chacune d'entre elles couler 4 mL d’agarose & 1 % en PBS et laisser solidifier,

Réaliser ensuite sur les deux lamas les puils A |'aide du schéma gabarit fourni et d'un emporte-pigéce (une
lame déj2 coulée est fournle en guise d'entrainement).

Orlenter correctement ies lames (compléter les schémas représentés sur le document annexe a rendre
avec la copie),

2. Préparatlon et exécutlon des dépdts.

Chague extrait E1 et E2 sera testé pur ot aux dilutions au 1/10 et au 4/50. Les dilutions seroni réalisées en
PBS. Présenter un tableau d'exécutlon des dilutions sur le compte rendu.

Chaque essai sera réalisé en double,

L'extralt connu « EPL » sera utilisé pur,

Les puits centraux seront réservés 4 Fanticorps et les puits périphériques aux différents extraits.

Déposer dans chaque puits 4 & 5 pl., ‘

Sur le document remis en annexe compléter les schémas des lames et le tableau,

3. Diffusion,

‘Laisser les lames en chambre humide pendant 48 heures.
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B - MICROBIOLOGIE (60 points)

Les fahricants de produits cosmétiques se soumelient aux contrdles obligatoires, et, généralement, iis y
adjoignent la rechorche de Pseudomonas aeruginosa el de Staphylococous aurgus pour les cosmétiques & usage
externe ; en culre, en présence de levures, lIs effectuent la recherche de Candida aibleans.

1 - ANALYSE PARTIELLE D'UN LAIT HYDRATANT (21 points).

La préparation de la suspension mére a été réalisée en mélangeant 10 grammes de prodult & 90 mL de
diluant en présence de billes de verre, afin de faciliter 'homegénéisation de la suspensicn.

Reéalisor une dllution au dixitme de la suspension mére dans 9 mL de difuant, puis & partir de la diiution au
dixidme, préparer, de la méme fagon, une dilution au centléme.

1.1. Dénombrement des germes aérobies mésaphlles.

Le dénombrement sera réalisé en double dans la masse d'une géloss dénombrement, selon la technique
en double couche, 4 partir des dilutions et de {a suspension mére,

Les boltes serent incubées & 30°C,
1.2. Dénombrement des levures et molsissures.

" Le dénombrement sera réallsé en double & la surface d'un miliew OGA A partir des dilutions et de la
suspension mere.,

L.es boites seront incubées & 30°C.

2 . RECHERCHE D'UN POUVOIR INHIBITEUR INTRINSEQUE : contrdle des souches de
référence {27 points).

On appelle pouvolr inhibiteur infrinséque d'un produit la faculté que posséde ce produit d'empécher le
développement de micro-organismes dans los conditions décrites dans l'arrété cdu 3 juillel 1972..

Une de ces conditions est I'utilisation de 3 souches de référence :
Staphylococeus aureus ATCC 9144
Kiebsiella pneumoniae ATCC 10031 (IPP 53153}
Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601

Ces souches sont présentées en culture de 18 heures a 30°C, en bouillon nutrltif.

2.1, Contrbler la pureté des 3 souches en réalisant :

- une coloration de Gram pour les hactéries,
- une coloration au bleu de méthyléne pour les levures.

2.2. Ensemencer, en vue de récupérer le contaminant, toutes les souches de référence contaminées sur un
milieu non sé&lectif et sur un milieu sélectlf de votre cholx, parmi ceux de la liste sulvante :

« la gélose nutritive,

- la gélose lactosée au bromocrésol pourpre,

- le milieu de Drigalskl,

-le milieu de Chapman,

- le milieu de Sakouraud + chloramphénicol.

Remarque : )

- les boites de Petri nécessalres aux isolements sont  disposition sur une paillasse latérale.

2.3. Faire un compte rendu des examens microscopiques et justifier le choix des milieux ensemencés.
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1. IDENTIFICATION D’UNE LEVURE {12 points).

En présence de colonles de levure sur milleu OGA 3 pariir d'un preduil cosmatique, il convient d'effectuer la

recherche de Candida albicans.

A partir d'une colonie suspecte réisolée sur gélose Sabouraud inclinge :
- réaliser un fest de chiamydosporuiation sur milieu R.AT.,
- ensemencer une galerie ARl 20 C AUX.

Remargue :

- préciser sur le comypte rendu les conditions d'Incubation.

A COMPLETER ET A RENDRE AVEGC LA COPIE
N° de poste :

* Schéma des James a compléter :

Lame « A » Lame « B »
- - - -
. . - - - L] L] - L - - .
- - L L]
* Tableau & compléter :
Position des dépdts Lame « A » Lame « B »
1
2
3
4
5
[
7
8
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2EME JOUR Durée : 2H

A_- IMMUNOLOGIE {30 points).

1 - Réprésenter par des schémas les résullals obtenus.
2 - Commenter i'aspect des arcs de précipitation obtenus. Conclure.
3 - Conclure sur I'origine des extralts proposés « E1.» et « E2 ».

Référence paur les dépéts : document annexe rempli 2 1er jour.

B - MICROBIOLOGIE (60 points).

1- ANALYSE PARTIELLE D'UN LAIT HYDRATANT (21 points).

Lire les dénombrements et exprimer les résultats par gramme de produit analysé,

2 - RECHERCHE D’UN POUVOIR INHIBITEUR INTRINSEQUE : contréle des souches de
référence (27 points).

Faire I'examen macroscopique des isclements et le bilan de 'ensemble des résultats cbtenus.
Crienter le dlagnostic de famille du {ou des) germes (s) contaminant(s).

3 - IDENTIFICATION D'UNE LEVURE (12 points).

Effectuer |a lecture du test de chlamydosporulation et de la galerie APl 20 C AUX,

identifier la souche.
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE,
Deuxieme partie: réahsation pratique dopérations technigues
Durée : 10 heures; Coefficient : 8
SUJET 3.

L'ordre de déroulement des manipulations sera indiqué aux candidats en début d'épreuve.

LE LACTOSERUM

Le lactosérum, prodult dérivé de Pindustrie laitigre, contient des constituants & valeur nutrifive élevée qui
peuvent présenter d'excellentes propriétés fonctionnelles. [l est valorisé par son utilisation dans {'alimentation
animale et dans les industries agro-alimentaires et pharmaceutiques,

BIOCHIMIE (80 points) Durée: 5 H

Le laclosdrum est prodult lors de la fabrication du fromage :
- |a coagulation du lait aboutit & un gel de caséines qui emprisonne également les lipldes,

- lors de I'égouttage de ce gel, le lactosérum se sépare-du caillé. 11 entraine la plus grande partie de I'eau et
des constiluants solubles du lait.

1 - ELECTROPHORESE DES PROTEINES DU LACTOSERUM (21 points).

1.1. Principe.

L'électrophorése des protbines du lactosérum est réallsée sur acétate de cellulose en tampon
Tris-véronal pH 8,2 en présence d'un témoin protéique (P-lactoglobulines A et B).

1.2, Réactifs.

- bande d'acétate de cellulose,

- tampon Tris-véronal - pH 9,2 - force jonique 0,05 moliL,
- colorant ; rouge Ponceau,

- décolorant : acide éthanoique,

- déshydratant : méthanol,

- transparisant,

-.solution de lactosérum,
- solution de p-lactoglobulines A et B.

1.3, Mode opératoire.
Le protocole opératoire est décrit dans la fiche technique distribuée par le centre d'examen.
La maniputation comporte les opérations sulvantes :

- mise en place des bandes d'acétate de cellulose ;

- dépbt, cité cathodique, du lactosérum et du témoin B-lactoglobulines ;
- migration électrophorétiqus ;

- coloration par le rouge Ponceau ;

- transparisation ;

- présentation de la bande d'acétate de cellulose sur plagque de verre,
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14,

Résultats.

Proposer une identification des protéines mises en évidence par celle fechnique en s'aidant du
tableau ci-dessous.

Données :

protéines du lait de vache concentration (g/L)
caséine 25
#-lactoglobulines (A et B} 27
a-lactatbumine 1,2
sérum-albumine 25
tmmunoglobulines 0,85
protéoses-peptones 0,6

- DETERMINATION DE L'ACTIVITE PHOSPHATASIQUE ALCALINE D'UN LACTOSERUM
{39 points}.

241.

2.2,

2.3,

Principe.

Le lactosérum est préparé par précipitation des caséines du lait par l'acide éthanoique. L'activité
phosphatasique alcaline du filtrat est mesurée expérimentalement par méthode cindtique et déterminée a
I'aide d'une courbe d'étalonnage.

La réaction catalysée 4 pH 10,5 est |2 suivante :

4-nitrophénylphosphate + H;0 ———————— 4-nitrophénol + HyPO,
Réactifs.

Substrat : 4-nitrophénylphosphate

Prodult ; 4-nitrophénal (solution mére & 10 mmolfL)
Tampon AMP (2-amino-2-méihylpropan-1-oly pH 10,5
Acide éthanoigue ¢,1 mol/L. enviran

Lait eru

Mode opératolre.
231, Courbe d'étalonnage.

Préparer une solution fille par dilution au 1/50 de la solution mére de 4-nitrophénol
(10 mmol/L) & I'alde d'eau désionisée,

Introdulre dans 6 tubes 0 - 0,1 - 0,2 - 0,3 - 0,4 ot 0,5 mL de solution fille. Compléter tous
les tubes &4 0,5 mL 4 Paide d'eau désionisée.

Ajouter dans chaque tube 2,5 mL (distributeur) de solution iampon AMP pH 10,5. Attendre
© & min.

Lire l'absorbance dans des cuves de 1 cm de frajet optiqgue & 405 nm, (stabilit¢ de la

coloration 1 h).

23.2, Préparation du lactosérum a partir d'un lait cru.

L'exécution du protocole ci-dessous sera rapide de maniére & limiter 'altération éventuelle

de I'enzyme sous 'aclion conjuguée de ia température et du pH.

- Etalonner le pH-méire & 'aide d'une solutlon tampon fournie,

- Dans un bécher &troit de 50 ml., Infroduire 20 mL de it cru,

- Disposer les électrodes du pH-métre puls verser rapidement sous agitation, & la bureite,
une sclution d'acide éthanoique & environ 0,1 molL jusqu's pH 4,7. Noter le volume
d’acide éthanoique versé.
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- Laisser reposer 5 minutes dans la glace,

- Filtrer le surnageant en recusilland le filtrat dans la glace (1 4 2 mL de filtrat suffisent
pour la suite de la manipwlation).

- Vérifier I'absence de parlicules en suspension dans e filtrat,

2.3.3. Détermination de I'activité phosphatasique du filtrat {1 essai).

24,

Le test s'effectue 4 la température de 30°C. La réaction enzymatigue est déclenchée par
addition du fiitrat.

Dans une cuve spectrophotométrique de 1 om de trajet optique, introduire :

- solution tampon AMP pH 10,5 2,5 mL
- substral {4-nitrophényiphosphate) 0,3 mL
- filtrat 0,2 mL

Enrogistrer 'absorbance 3 405 nm pendant 3 minutes (ou neter les valeurs d'absorbance
toutes les 30 sécondes, pendant 3 minutes).

Résultats.

Tracer la courbe d'étalonnage A{405 nm) = f(nombre de pmol de 4-nifrophénol). Valider les
valeurs expérimentales ; caleuler I'équation de 1a droite de régression ; en donner les paraméires.
Présenter [ enremstrernenl de la cinétique ou le tracé du graphe A(405nm) = ftemps}), Commenter
brigvement.

Calculer la concentration d 'activité catalytique du filtrat en pkat/L.

Calculer la concentration d'activité catalylique du lait cru en pkat/L.

Remarque:  on admettra que la réponse des spectrophotométres est identlque si des apparells
différents ont 816 utillsés pour la gamme d'étalonnage et pour la cinétique.

3 - DOSAGE DU LACTOSE DANS LE LACTOSERUM (20 points).

31,

3.2.

3.3

Principe.
Le iactose est hydrolysé en D-glucose el D-galactose par la B-palactosidase (1).
Le D-galactose est oxydé en acide galactonique par le NAD' (nicotinamide adénine dinucléotide)
en présence de la galactose déshydrogénase (2).
(1) lactose + H;,0 ————-—— D-glucose + D-galactose
(2) D-galactose + NAD*+H,0 — 3 acide galactonique + NADHH"
Il s'agit d'une méthode de dosage enzymatique en point final ; la quantité de NADH,H* produ
est déterminée en mesurani I'augmentation de I'absorbance & 340 nm.
Remarque : le lactosérum contient une trés faible quantité de galactose libre qui sera négligée dans
dosage.
Réactifs.
- solution 1 : tampon citrate pH 8,8 - NAD'— MgS0, 10,8 mL
- suspension 2 : suspension de p-galactesidase :0,2mL
- solution 3 : tampon phosphate pH 8,6 4 mL
- suspension 4 : suspension de galactose déshydrogénase :0,2mL
- échantillon : solution de lactosérum (la concentration masanue volumigue exacte en lactosérum de ce'
solutlon sera précisée au candidat) :5mL
Mode opératolre.

Longueur d'ende : 340 nm.
Cuve 2 usage unlque : trajet optique : 1 cm.
Température : 20 4 25°C (température ambiante).
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Diluer le lactesérum 10 fois & I'aide d'eav déslonisée, Réaliser deux essais sur le lactosérum dilud.
Introduire dans des cuves :

témoin laclose assal lactose
solution 1 0,20 mL 0,20 mt.
suspension 2 0,05 mL 0,05 mL
laclosérumdilué | e 0,10 mL
Mélanger. Attendre 10 min, Ajouter :
solution 3 1,00 mL 1,00 mL
¢au désionlsée 2,00mL 1,80 mL
Mélanger. Attendre 2 min. Lire I'absorbance (At} de chaque cuve contre I'air, Ajouter :
suspension 4 005mL [ 0,06 mL
Melanger. Attendre 20 min. Lire l'absorbance (A2) de chaque cuve contre I'air.

3.4. Résultats,

Calculer la différence d'absorbance A2 - A1 pour l'essal lactose (E) et pour le témoln lactose (T).
Déterminer la différence (E-T).

Calculer la cencentration molaire volumique ¢ (mmol/L) et la concentration massique volurnique p (g/L) en
lactose de la solution de lactosérum.

En déduire le pourcentage en masse de lactose dans le lactosérum en poudre,
Données :

masse molaire : Miaose = 342,3 g.mol™ .
concentration molaire volumigue en lactose du lactosérum dilué lesté

ED v

mol.L!
el v

avec:

= V' volume réactionnel en mL

- v ! volume de la prise d'essai en mL

- | (trajet optique) ; 1 cm

- coefficient d'absorbance molaire du NADH 4 340 nm & = 6300 L.mol*.cm™

A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE
FEUILLE DE RELEVES DES VALEURS EXPERIMENTALES

2 - DETERMINATION DE L'ACTIVITE PHOSPHATASIQUE ALCALINE D'UN LACTOSERUM.

2,31,  GCourbe d'étalonnage :

1 ¥ solution fille (mL) 0 0,1 0z | 03 0,4 0,5

A 405

23.2, Préparation du lactosérum & partir d'un lait cru.

V acide dihanoique = mlL
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2.3.3. Détermination de I'activité phosphatasique alcaline du flitrat :

- enregistrement Aqgs nm = fitemps)

[ temps (s)
-ou

A 405m

3. DOSAGE DU LACTOSE DANS LE LACTOSERUM.

Ay Az

Témeln

essal 1

Bs5s5aj 2

MICROBIOLOGIE - IMMUNOLOGIE

1ER JOUR DUREE : 3 H

A - MICROBIOLOGIE (50 points)

Le lactosérum est commercialisé sous forme de poudre.

1i peut étre ajouté au lalt au cours de la fabrication de certains fromages.

Il doit donc répondre 3 des critéres bactériologiques et ne doil pas contenlr d'antibiotique pouvant &re &
l'erigine d'une inhibition du développement des forments lactiques.

Différents échiantilions de lactosérum sont analysés,

1.CONTROLE DE CERTAINS CRITERES MICROBIOLOGIQUES (15 POINTS).

1.4. Dénombrement des coliformes 3 30°C,

Echantillon de lactosérum (L) (suspension obtenue en mélangeant 10 g de poudre & 80 mlL de
{ryptone-sel},

Technique :
- Incorporation dans la masse, double couche,
- essai en double,
- lactosérum (L) et dilution & 10" en tryptone-sel,

96-66



Milleu :
- VRBL

1.2. Recherche de Salmonelia.

Isclement sur gélose de Rambach 3 partir du miiley d'enrichissement (R) (vair fiche technique -
annexe 1},

Milieu d'enrichissement = milieu de Rappaport ingubé 24 h 4 42°C,

. ETUDE DE LA PRESENCE D'ANTIBIQTIQUE {15 POINTS).

21.

2.2,

2.3.

2.4,

Principe.

3 échantilions de jactosérum A, B, C sonl analysés afin de vérifier I'absence d'antiblotique. La méthode de
diffusion en milieu gélosé est utilisée avec des spores de Bacilfus subtilis comme organisme test,
L'antiblotique recherché est ia streptomycine. '

Matériel - Réactifs,

Echantillons de laclosérum A, B, C.

Lactosérum témoin positif contenant § pg/mi. de streptomycine.
Suspension de spores de Baclifus sublifis & 10’ spores/mL.
Gélose pour antibiogramme maintenue en surfuslon (50 mL).
Tubes contenant 9 mL d'eau physiologique.

Boite de Pé&tri carrée,

Disques de papier filtre stériles (8 disques).

Pipettes automaliques et cnas stériles.

Technigue.
- Préparation de la gélose pour antibiogramme,
Diluer la suspension de spores et ensemencer un volume V de suspenslon diluée dans la gélose
en surfusion de maniére 4 obtenir une concentration finale d'environ 5.10° spores par mb.
Couler le milieu en boite de Pétri.
Laisser solidifer,
- Répartition des disques,
Répartir 8 disques de papler filtre stériles.
- Dépbt des échantlllons,
Déposer 10 pl des échantllions A, B, C el du laclosérum témoln positif sur les disques (réaliser
chaque essai en double).
La répartition des dépbis se fera de maniére aléatoire.
- Incubation
Compte rendu.

Préciser la dilution effectuée et le valume utilisé pour l'ensemencement de la gélose,

Schémaliser la boite de Pétri avec l'emplacemant des disques et les dépdts comespondants (repare sur la
boiie).
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3 - IDENTIFICATION D'UNE_SOUGHE {SOLEE AU COURS DE L'ANALYSE D'UN

ECHANTILLON DE LACTOSERUM NON CONFORME (20 points).

Sur la souche S présentée sur gélose nutritive inclinée, effectuer : examens macroscoplque el
microscoplque, test enzymatique.

Relater sur le compte rendu les observations effectudes ; en déduire 'orientation de la souche.,
Faire appel 4 un examinateur avant de poursuivre lidentification.

(Les milieux distribués sont imposés par le centre d'examen),

B - IMMUNOLOGIE (30 points)
DOSAGE DE LA LACTALBUMINE DU LACTOSERUM PAR IMMUNODIFFUSION

SIMPLE RADIALE

On se propose de doser la lactalbumine du lactosérum par immunodiffusion simple radiale 4 raide dune
gamme d'étalonnage. .

1

3

Réactifs.

- 0,2 mL de lactesérum dilué au 1/3,

- 2 mL de solution étalon de lactalbumine 4 1 gL,

- 0,2 mL dlmmunsérum anti-lactalbumine,

- 2 ubes contenant ¢hacun 7 mL d'agarose 4 1 % (bain-marie 4 56°C),

- 4 mL de tampaon phosphate,

Protocaole.

21. Préparation des gels.

- Gouler dans une boite de Pétri de 5 cm de diamétre le contenu d'un tube d'agarose a 1 %.
Celle boite servira d'sntrainement & la réalisation des puits,

- Préparer un tube de mélange agarose/immunsérum A raison de 20 pb d'immunsérum par mL
d'agarose et couler immédiatement ce mélange dans une autre boile de Pélri de 5 cm de

diamétre.

- Laisser refroidir les gels environ 10 min & 4°C.

2.2 Réalisation des puits,

A l'aide d'un emponte-pléce de 3 mm de diamatre, réaliser 7 puits régulidrement espacés.

2.3. Rempilssage des puits, diffusion.

- A partir de |a solution étalon de lactalbumine & 1 g/L, réaliser une gamme d'étalonnage de 200 &

600 mg/L dans le tampon phosphate.
- Introduire les solutions étalons et le lactosérum dilué a raison de 5 pL par puits.
- Laisser diffuser & température ambiante en atmosphére humide (chambre humide ou papier

humidifié).

Compte rendu.

Réallser un tableau expliquant la préparation de la gamme d'étalennage.
Compléter le document : annexe 2.
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MICROBIOLOGIE

Fiche technique
Diagnostica Merck

RAMBACH AGAR

UTILISATION
COMPOSITION TYPE
fdentification de Salmonelia spp.

Milleu de oculture  différentiel permettant
l'identification de Salmonelia dans les aliments et les PEPTONE 5,0q/L
échantilions biolegiques.

EXTRAIT DE LEVURE --resmeemmem i 2,09/
MODE D’ACTION

EXTRAIT DE VIANDE - —-—mmmmm e eeeoe 1,0g/L
Les éléments nutritifs du Rambach-Agar permetient
une multiplication facile des entérobactéries. CHLORURE DE SODIUM -—----m-emeeececeeern 1,0g/L
Le désoxycholate de sodium inhibe la flore gram- DESOXYCHOLATE DE SODIUM remmseieaamn 1,0 g/iL
positive accompagnante.
Le Rambach-Agar permet de différencier sans MELANGE CHROMOGENE -s-veneememmemeen 159/l
aucune ambiguité les différentes espéces de
Salmonella des autres bactéries par le biais d'un PROPYLENE GLYCOL--nmrmsmssseem e 10,5 g/l.
nouveau procédé, dont l'emploi a é16 brevals,
lincorporation de propyléne glycol au milieu de AGAR-AGAR 15,0 g/l
culture.

Les Saimonefla métabolisent le propyiéne glycol en
formant des acldes qui, combinés avec un indicateur
de pH, donneront aux colonies une couleur rouge
caractéristique. INTERPRETATION

Afin de différencler les coliformes des Saimonelfa, le

milieu contient un chromogéne qui traduit la

présence de  p-galactosidase, laquelle  est Souche fest Caojonie
caractéristique des coliformes.

..es micro-organismes coliformes poussent sous la o

forme de colonies bigu-vert ou bleusviclet, Salmenella enlertidis— ATCC 13075 --—touge
Les autres enlérobactéries et les bactéries gram-
n&gatives telles que Proteus, Pseudomonas, Shigeflla
se géveloppent sous la forme de colonies incolores.

Salmoneila typhimuriim- ATCC 14028 --—rouge

E. QO ~=-—mmmmmmnnneee ATCC 25922 - -emmene| hieu-vert

Seules S, Typhi et S Paralyphi A ne mélabolisent pas

:ﬁcog:'el;wé"e glycel el connent des colonies Klsbsielta preumonias - ATCC 13883 —--—biew-violet
Celte nouvelle méthode permel de détecter Citrobacter freundi-- ATCC BOBO—mmnny biati-vert
sirement et sans ambiguité les Salmonella.

e taux élevé didentification faussement positive de Proleus mirablis—— ATCC 14278 ————incolcre

Salmonelia obtenu par Jes milieux tradilionnels

(environ 20 & 30 %) esl presque éliminé par Shigella fiexneti-—-— ATCG 12022 —-—--—incolora

'utilisation du Rambach-Agar.

En conséquence, il en résulte une économie

mportante en matériet et en temps de travail.
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DOCUMENT A COMPLETER ET A RENDRE A LA FIN DE LA PREMIERE SEANCE

N POSIB......ccrnni i assmvenn s

IMMUNOLOGIE

concentration
déposée en
mg.L?

diamétre mesuré
en mm

N° de puits

{er JOUR

2éme JOUR

1
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2éme JOUR DUREE: 2 H

A - MICROBIOLOGIE

l1ére partie : CONTROLE DE GERTAINS CRITERES MICROBIOLOGIQUES.

Dé&nombrer les califormes.
Lire le résultat de Msolement sur gélose de Rambach.
Conclure,

Données ;
Normes microbiologiques :

- coliformes 4 30°C 25 parg
- Salmonelia : absence dans 100 g

2éme partie - ETUDE DE LA PRESENCE D'ANTIBIOTIQUE.

Effectuer les lectures.
Conclure par référence au Jaclosérum témoin pasitif.

3éme partie - IDENTIFICATION D'UNE SOUCHE.

lire la galerie ef justifier fidentification d'espéce de Ia souche.
Préciser l'origine possible de cette souche bactérienne dans ce type de produit.

B - IMMUNOLOGIE

DOSAGE DE LA LACTALBUMINE PAR IMMUNODIFFUSION SIMPLE RADIALE

- Mesurer les diameétres D des anneaux de précipitation (précision de la mesure au 1/10 mm) et compiéter
le 1ableau de résultats (annexe 2 - premier jous).
- Tracer la courbe D* = fip mg/L) sur papier millimétré sachant que la précision du dosage est de 10 %.

- Déterminer graphiquement [a concentration en lactatbumine (en g/L) du lactosérum,
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EPREUVE PROFESGIONNELLE DE SYNTHESE.
Deuxiéme partig; réalisation pratigue d'opérations techniques
Durée : 10 heures,; Coefficient : 8
SUJET 4

L'ordre de déroulement des manipulations sera indique aux candidats en début d'épreuve.

BIOCHIMIE (75 points) Durée:5H
PROBLEMES SANITAIRES POSES PAR LA PRODUCTION |
INDUSTRIELLE DE VIANDES DE VOLAILLES

Cerlains élevages de volailles peuvent &tre touchés par des Infections virales susceplibles de provoquer
des troubles divers. Une meilleure connaissance de |a structure des virus impliqués et de-leur multiplication dans
les celiles cibles permet d'améliorer les moyens de prévention et de traitement.

De nombreux virus aviaires comportent une enveloppe contenant des glycoprotéines synthétisées par les
cellules holes. Ces glycoprotéines sont des hétéroprotéines supportant - de nombreuses  unités
oligosaccharidiques, Dans de nombreux cas, ces unités oligosaccharidiques proviennent d'un précurseur a
14 unités glucidiques initialemant porté, dans la biosynthése des glycoprotéines, par un lipide membranaire du
réticulum endoplasmique. Une fois fié & la glycoproléine, ce précurseur glucidique est remanié,

On a isolé ce précurseur el on I'a séparé de son support lipidique. Sa structure peut étre schématisée de la
fagon suivante

o
I

(GIc)a ~ (s — (GIENAG), - O - ]P o a+btc=14
O

Gl = glucose
GIcNAG = N-acétylglucosaming
X est un composé glucidique (ose ou oside) différent du glucose..

On a hydrolysé totalement ce précurseur puis traité Phydrolysat de fagon 2 fransformer la N-scétyl
glucosamine en glucosamine. Cet hydrolysat, une fois transformé, est nommé "hydrolysat H".

LU'hydrolysat H comprend donc

- le composé glucidigue X
- des lons orthophosphates
- du glucose
- de la glucosamine.
On se propose, de déterminer |es indices &, b el ¢ et Ja nature du composé X. A cette fin, sur des solutions
dérivées de 'hydrolysat H (solutiens C, P, G el GN), on conduira différentes analyses :

- chromatographle en couche mince (solutlon C)
- dosage du phosphore minéral (solution P)

- dosage du glucose (solution G)

- dosage doe glucosamine (solution GN}.

Remarque préliminaire.

Une feuille de retevés de valeurs expérimentales est fournle avec le sujet, Elle doit &tre complétée
directement en salle de mesures.
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1_- DETERMINATION DE LA NATURE DY GLUCIDE X PAR CHROMATOGRAPHIE_EN
COUCHE MINCE {16 points).

A partir de I'hydrolysal H, un traitement de destruclion spécifique des composés glucidiques différents de X
a &té mené. Aprés conceniration, on obtient la solutlon C,

1.1.

1.2,

Matériel chols! - Activation des plaques.

Le matériel choisi est constitué de 2 chromatoplagues de gel do silice,
Les placer 30 min 4 100°C el laisser refroidir.

Préparation de la cuve et dépots,
Intraduire, au fend de la cuve, sur une hauteur de 1 cm, e solvant de développement :

butan-1-of / acétone / eau distillée
4V 5y 1v

Fermer ie couvercle, saturer 15 minutes,
A l'aide de caplilaires, effectuer les dépbts de chaque glucide tdmoin (glucese, xylose, lactose,
raffinose, saccharose et mannose) el de {a solution C.

NB : les opérations de chromatographie (1.2., 1.2., 1.4.) devront se dérouler loin de toute flamme.

1.3

1.5,

Développement du chromatogramme.

Introduire les plagues dans la cuve. Fermer. Laisser migrer.

Révélation,

Sortir tes chromaloplaques, Sécher environ 10 minutes & Pétuve & 100°C, puls, aprés
refroidissement, pulvériser, sous Ia hotte, le réaclif de révélation (thymol sulfurique)
[Précautions].

Mettre & I'tuve 15 minutes & 100°C..

Résultats,

Exploiter les chromatogrammes.

2 - DOSAGE DU PHOSPHORE PAR LA METHODE DE BRIGGS {14 points}).

Aprés dilutlon au 1/5 de ia solution H, on a cbtenu la soluticn P. On dose le phosphore de cette solution P
ar ta méthode de Briggs.

21.

2.2

Détermination du phosphare minéral de la solution P (2 essais).
Dans un tube, introduire :

- solution P 1mb
- réaclif sulfomolyDiique —---——--=remecmsemeemmmaenan 1mL
- solution d'hydroquinone & 10 g/L «we—wemee-ie-- § mL
- solution de sulfite de sodium & 200 g/L —----—-- 1ml.
- eau distillée 10 mlL

Laisser 20 min & l'obscurité. Mesurer 'absorbance au spectrophotométre & A = 700 nm en réglant
le zéro de I'apparei! 4 l'aide d'un témein réaclifs.

Etalons.

A parlir d'une solution de phosphore 2 4 millimoles de phosphare par litre, préparer deux étalons
contenant 2,0 micromeles de phosphore par tube.
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2.3.

Résultats.

CGaleuler la concentration molaire (mmo¥/L) en phosphore minéral de la solution P.
En déduire la concentration molaire (mmeoliL) en phosphore de I'hydrolysat H.

3 - DOSAGE DU GLUCOSE PAR LA METHODE A L'HEXOKINASE (14 points).

Aprés dilution au 173 de la solution H, on a obtenu la solulion G. ©On dose le glucose de la solutlon G
paria méthode 2 I'hexokinase.

3.1.

3.2

3.3,

Principe.
Lo glucose est phosphorylé par I'ATP en présence d'hexokinase (HK) :

HK

|
1

glucose + ATP —m——> glucose-6-phosphate  + ADP
Le giucose-ﬁ-phospha}e esl ensuite oxydé en présence de giucose-6-phosphaie-déshydrogénase
(G6PDH) et de NADP .

GGFI'-DH

4
G6-P + NADP* + H;0 ——— . G-phosphogluconate + NADPH + H'

La formation de NADPH,H'. mesurée par l'augmentation de Fabsorbance 4 340 nm, est

proportionnelle 2 ta quantité de glucose dans le milieu réaciionnel.
Réactif utilisé.

Une solution réactionnelle R préparée de la fagon suivante est fournie :
Préparation et conservation de la soluilon réactionnelle R .

Mélanger 6 volumes de solution du flacon 1 avec 1 volume de solution du flacon 2.

Conservation minimum ! 4 semalnes entre 2° et 8°C. Amener la solution réactionnelle 4 20°-25°C
avant emplol.

- Flacon 1 : tampon NADP-ATP

Composition : tampon Tris 100 mmolft. ; pH = 7.8
Mg" 4 mmol/L
NADP >1,0 mmoliL
ATP 1,7 mmol/L
- Flacon 2 : HK/GEP-DH
Compaosition : G6P-DH. >2,5 UimL
HK >1,4 U/imL

Les solutions 1 et 2 contisnnent de I'azide de sodium comme conservateur, Ne pas avaler,
Eviter le contact avec la peau et les muqueuses,

Mode opératoire.
a) Dilutions.
A partir d'une solution mére de glucose & 10 mmoliL, préparer, dans un tube 4 hémolyse, 1 mk

d'une solution étalon & 3,0 mmolL (dilution réallsée en eau physiologique (NaCl 3 9 gi)).
Faire, dans un tube & hémolyse, une dilution au % de la solution G en eau physlologique.
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b) Caractéristiques de la méthede.

Lengueur d'onde (A) : 340 nm
Cuve : 1 cm de trajet optique
Température : 20-25°C

Mesurer essais et TR condre I'air,
Limites du dosage : aprés & min, 0,5 g/L (2,77 mmo!/L) pour la solution testée
aprés 10 min, 1,0 g/L (5,55 mmol/L) pour |a solution testée.

¢) Elalonnage de la méthode et essais (2 #alons et 2 essais),

Intraduire dans des cuves spectrepholométriques identiques :

Témoin-réactifs Etalon Essaj
(TR)
eau physiologique 100 UL
solution étalon (3,0 mmol/L) 100 plL
solution G diluée au ¥ 100 pL
solution réaclionnelle 2,00 mL 2,00 mL 2,00 mL
R (20-25°C)

Gbturer par du Parafilm. Mélanger. Aprés 5 4 10 min, lire I'absorbance des essais, &talons et

TR & & = 340 nm contre |'air,
Si Ag = absorbance de I'sssai ou de |'stalon, on peut calculer AA :

AA = Ap "ATR

3.4.

Faire deux essais et deux &lalons identiques.

Résultats.

Calculer la concentration molaire de la solution G (mmol/L).

En déduire la concentration molaire en glucose de I'hydrolysat H {mmaoliL).

4_- DOSAGE DE LA GLUCOSAMINE PAR LA METHODE D'ELSON ET MORGAN

{25 points).

Aprés dilution au 1/5 de Ia solution H, on a obtenu la solution GN. On dose la glucosamine de la solutlon
GN par la méthode photemetrique d'Elscn et Morgan.

4.1,

4.2,

Principe.

Le chauffage, en milieu alcalin, d'un mélange d'acétylacétone et de glucosamine conduit & la

formation de plusleurs chromogénes gque fon condense par la sulte avec |le
p-diméthylaminobenzaldéhyde.

Réactifs utilisés,

acélylacétone
solution de NaxCOj; anhydre 4 0,62 mol/l, ----—----— gspilL

- solutlon alcaline fraichement préparée d'acétylacéione {{pentane-2, 4-dions) :
0mL
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- véactif d'Ehrlich (dangereux) :
p-diméthylaminobenzaldéhyde® —----—---merereme— 5,3 g
HCI concentré 100 mL

* 4-diméthylaminobenzaldéhyde

- solutlon mére &talon & 3,0 millimoles de glucosamine par litre.

4.3. Mode opératoire.

a} Dilutions.

Diluer au 1/5 la solutlon mére étalon de glucosamine, avec de I'eau bidistillée (fiole jaugée de
40 mL). .

Diluer la solution GN au 1/10 en eau hidistiliée.
b) Gamme d'élalonnage st essais.

Dans des lubes A essais, préparer la gamme élalon el pratiquer la réaction colorée sur
la solution GN diluée (2 essals).

Tubes n°® i} 1 2 3 Essais
solution mére étalon de glucosamine o 0,30 0,60 0,80 -
diluée au 1/5 {mL)
eau bidistillée {mL) 1.0 | 070 0,40 0,10 -
solution GN diluée au 140 {mL) - D - - 1,00
solulion alcaline d'acétylacétone  (mb) 1.0 1,0 1,0 10 | 1.0
eau bidistillée {mL) 2 2 2 2 2

Boucher au coton cardé. Poiter au bain-marie bouillant 10 min.
Refroidir. Puis ajouter :

&thanol 96 % val m) | 5 | &5 | 5 | & | &

Boucher au coton cardé. Aglter. Porter dans un bain thermostaté a 75°C pendant & min.
(+£-2°C).
Additionner lentement (proplpette ou autre
dispositif, hotte) ; réactif d'Ehrlich _(mL) 1 i 1 1 1
Boucher au coton cardé. Mettre 30 min a 75°C. Puis refroidir le contenu du tube.
Ajouter : &thanol 96 % vol mby | 5 1 5 | 5 | & | &

Agiter. Laisser 30 min & 'obscurité.

Measurer 'absorbance au spectrophotométre & A = 530 nm. (Coloration stable).
NB : Jes additions d'éthanol doivent se'fafre foin de foufe flamme.
4.4 Résultats.
Tracer la courbe d'étatonnage : A = f(umol/tube).
Valider les valeurs expérimentales.
Caiculer |a droite de régression ; en donner les paramétres.

En déduire la conceniration molaire en glucosamine de la solution GN {mmol/l), puis la
concentration molaire en glucosamine de Thydrolysat H (mmol/L).
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5 - RESULTATS GENERAUX : ETABLISSEMENT DE LA COMPOSITION DU PRECURSEUR
{6 points).

A partir de J'ensemble des résultats obtenus, établir les indices a, b et ¢ apparaissant dans la formule du
précurseur oligosaccharidique.

FEUILLE DE RELEVES DE VALEURS EXPERIMENTALES

2 - DOSAGE DU PHOSPHORE : mesure des absorbances a 700 nm.

TR TT1Ta]1 N i ——

3 - DOSAGE DU GLUCOSE : mesure des absorbances 4 340 nm,

TR Arr

Etalons: Terdtalon Ag: i
28me Salon Ag: ..o

Essai 18r e85ai A vvvvvvrirrien s
28ma €588l Az e

4 - DOSAGE DE LA GLUCOSAMINE

: mesure des absorbances a 530 nm.

Tubes n° 0 1 2 3 _Essai 1 Essai 2
A
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MICROBIOLOGIE - IMMUNOLOGIE (80 points)
1er JOUR DUREE: 2 H 30

PROBLEMES SANITAIRES POSES PAR LA PRODUCTION INDUSTRIELLE
DE VIANDES DE VOLAILLES

Pour des raisons sanitaires et économiques, des contrdles doivent s'exercer & tous les niveaux de la
production de la viande de volaille,

Centains élevages peuvent étre touchés par des infecllons virales ot bactériennes susceptibles de
provoquer des troubles divers.

Les opérations de transport et de Wranstormation peuvent &tre & ['origine de |a dissémination d'agenis
pathogénes rendant cette viande potentiellement dangereuse.

Les contrbles doivent Intervenir a différents stades : élevags, transport et transformation.
On se propose.d'en éludier divers aspects :

- diagnostic immunologigue d'infection virale en élevage,
- influence de la technologie et des conditions de nettoyage sur la contamination des carcasses de volallles
avant leur conditionnement,

A) MICROBIOLOGIE (45 points).

EVALUATION DES FACTEURS DE DISSEMINATION DES MICRO-ORGANISMES DANS UN
ABATTOQIR DE VOLAILLES

1 - RECHERCHE DE SALMONELLA EN DIVERS ENDROITS DE LA CHAINE.

Des chiffonnettes de papier non tissé imprégnées d'eau peptonée tamponnée stérile sant appliquées sur
diverses surfaces (plumeuses, machines & éviscérer) ainsi que sur les gants du personnel.

La mise en évidence des Saimonelia 3 partir de ces échantillons est réalisée par :

- préenrichissement en eau peptonée 12 h 4 37°C,
- enrichissement en bouillon Rappaport 24 h 4 41°C,
- isolement sur milleu au vert brillant,
- identlfication biochimique et sérologique des colonies suspectes aprés purification sur gélose nutritive.
U isolement d'une colonie suspecte sur milieu au vert brillart esl présenté sur gélose nutritive.
Procéder & un examen macroscopique.
Identifier la souche (i galerie distribuge comporte les milieux indiqués dans la norme intemationale
150 6579),

2 - CONTROLE DE LA QUALITE MICROBIOLOGIQUE D'UNE SURFACE DE TRAVAIL
APRES NETTOYAGE ET DESINFECTION.
La technique de prélévement décrite précédemment est appliquée a une surface de 25 om’ dans une salle

d'éviscération, avec mise en suspension des micro-organismes dans 5 mL d'eau peptonée tampennée stérile
(tube liqueté E n°...).

Procéder & la recherche et au dénombrement des entérobactéries et des coliformes sur milleux VRBG
(gélose glucosée, bilibe, oristal violet et rouge neutre) et VRBL (gélose lactosée, bilids, cristal violet et rouge
neulre).
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Utiliser la technique dans Ja masse avec double couche du méme milleu pour I'échantillon et la dilution

B} IMMUNOLOGIE (40 points),

On peul parfois conslater, dans certains &levages aviaires, des maladies d'origine virale cu bactérienne.
)es cas d'association entre Rolavirus et Myxovirus ou Paramyxovirus ont &é envisagés dans certaines formes
athologiques (dlarrhées, signes puimaonalires...).

La sérologie peut apporter des éléments intéressants pour le dépisiage de ces maladies.

La reéaction de fixation du complément (RFC) peut &re utilisée pour la détection d'anticorps chez les
nimaux Infectés de fagon assez récente, -

SERODIAGNOSTIC PAR REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT

On réalise un test quantitatif sur le sérum d'une volallle malade ("SPm" n°...) et un test qualitatif {dilution
/4) sur te sérum d'unre volaille apparemment saine du méme élévage ("SPs" n°...).

1. Technique {réaction en plague) : premier temps de la réaction.

On fournit les échantillons et réactifs suivanis
- sérums & étudier préalablement décomplémentés,
- antigéne de paramyxovirus aviaire PMV; (étiqueté "antigéns viral"),
- complément titré (sérum de cobaye)
- tampon vérenal Ca-Mg,

1.1 RF.C.:

- Diluer au 1/4 chacun des sérums.

- Roaliser, pour fe sérum "SPm", des difutions en plaque, du 4/4 au 1/256.

- Efiectuer pour les sérums "SPm" et "SPs" Ia réaction selon le protocole sulvant :

- sérum dilué : 25 ul
- antigéne viral : 25 uL
- complément (5 CH 50 / 50 31L)50 L

{Remarque : toutes les dilutions seront réalisées en tampon véronal).,

1.2, Témoins :
- Préparer tous les témoins uliles,

Remarque : le témoin "systéme hémolytique" sera réalisé avec le complément pur en double
exemplalre et avec les dilutions au 1/2 et au 1/4,

1.3, Incubation :

- Mélanger et placer 3 minutes sur agitateur rotatif. .
- Recouvrir d'une feuille adhésive et Incuber |a plaqus 4 4 - 6°C,

2. Compte rendu,

Préciser :
- 1a technigue de réalisation des dilutions,

- la composition des témoins,
- la disposition des différents essais sur la plaque (sur document annexe).
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A COMPLETER ET A RENDRE AVEC LA COPIE

SCHEMA DE LA PLAQUE DE MICROTITRATION
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2eme JOUR DUREE : 2 H 30

IL EST CONSEILLE DE COMMENCER PAR LA PARTIE IMMUNOLOGIE

A - MICROBIOLOGIE (45 points)

1 -RECHERCHE DE SALMONELIA EN DIVERS ENDROITS DE LA CHAINE,

- LIre les résultats,
- Contr8ler le genre, le sérotype.
- Conclure,
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2 - CONTROLE DE LA QUALITE MICROBIOLOGIQUE D'UNE SURFACE DE TRAVAIL

APRES NETTOYAGE ET DESINFECTION.

- Lire les milieux VRBG et VRBL.
- Calculer les résultats pour la surface controlée.
- Discuter des résuftats dans le contexte de cette recherche.

R.F.C.

B - IMMUNOLOGIE {40 points)

La plague a &6 remise 4 |a température ambiante depuis 15 minutes.

On fournit une suspension de globules rouges sensibillsés ("GR-5" préparés en mélangeant 3 volumes
égaux une suspension de globules rouges de mouton a 2 % et un sérum hémolytique convenablement dilug.

1.

Deuxiéme temps de la réaction,

- Placer la_plaque & I'étuve & 37°C pendant 5 min,

- Ajouter 50 pL d'hémalies sensibilisées dans ies cupules "réaction” alnsi que dans les témolns si
nécessaire.

- Recouvrir d'une feuille autocollante ou d'un couvercle, .

- Mélanger et incuber la plague 40 minutes a 'étuve ou au bain-marie a 37°C en agitant toutes les
10 minutes pour remeltre Ies globules en suspension.

- Préparer, & 'aide de la suspension globulaire fournie et du témoin“systéme hemolytique"supplé-
mentaire de la plaque, une cupule présentant l'aspect d'une réaction donnant 50 % d'hémolyse,

- Centrifuger la plaque 3 min & 1400 /min et effsctuer la lecture,

2. Compte rendu,

- Expliquer la réalisation de la cupuls "50 % d'hémolyse" et préciser son emplacement sur lo
schéma de la plaque {document annexe du 1er jour), . :

- Présenter les résultats sous forme d'un tableau indiquant, pour chaque dilution de sérum, le
pourcentage d'hémalyse et l'intensité de la réaclion de ~ 4 +-++.

- Déterminer le titre du sérum "SPm" {on prendra comme critére une hémolyse inférieure ou égale
a 50 %), -

- Donner les canclusions relatives au sérum "SPs"

- Interpréter les résultats obtenus avec les témoins.

Remarque : |2 plague sera laissée sur [a paillasse en fin de séance.
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Annales du BTS Biotechnologie

Définition de la nature des épreuves

1. Eprowve da frangais
Modalllés dg V'épreuve :

— Epreuve écrile
- Durég : 3 heuros
- Loafficient ; 2

Objst et contenu da I"dpreuve

L'épreuye 2 pour ul de vérifler I'aptiude du candidat,
'une part 4 salsir dans un texle les Idées essentlolies
ot leur organisaiion logique, d'autre part & s’exprimer
correctement el avec simpliclté,

On propesera un taxle de clnquante A cent lignes dacty-
lographiées qul ofire par Tul-méme Ln sens assez com-
plet, qul solt ctair ef bian compasé et qul se préte 4 une
analyse d'iddes.

te toxle proposé porlera sur les prabismes de la vis
rmoderno, problémes de culture perscnnelle et da rela-
tlons sockaies. qui pauvent Inléresser un futur lechal-
cien, Ontlendra compto dans I6 choli ¢l texte das carac-
1éristiques particuliéras du domalng professionned auguel
le candidat so destine.

Le candfdat devra :
a} résumer s texts st un nomors Mt de mots |

b) répondre & quelques quesiions destinées & lul fairo
préclser ot expliquer e sens da notions 6 de mols mpor-
1ants du texte en témolgnant dz la culture générale qu'R
a regug ;

©) expiliner dars un commentaire succinet et composé
ses vues personnelles sur |'enssmile ou sur un aspsct
particuller du texte,

2. Epreave d'anglsis

— Eorit : durés = 2 heures
= Oral ; durée maximale = 80 mln
— Gosfficlent ; 2,

L.*dprevve dorlle enirera pour deux tlers et 'épreuve orala
pour un tiers. :

Farilg doilla

L‘épra;ve doit peretive dé vésfier les ca;'iaclléé dLj can-
didat 4 : )

— firz uhe letire & caractére technlque el en rt;,ndre
comple ;

~— comprendre es articles de” fevues spéctallsdes ;

— utlliser des notlces, modes d’emplof, diagramh\s
et schémas en anglais cancernant des matérisls diran-
gers. )

Gatts dpreyve comprendra d'abord Ia traduction ou lg
cornpte rendu d'un texle axtrait d*un document lechat-
fque ; lui fera sulte la rédactlon d'un texte. se rapportani
au sujet étuclé précédemment.

Partle orals
L’épreuva conslstera en un entretlen avec le |ury, das-

finé & vérfiier la maitrise dos structures ssantielles da
fa langue,

Epreave facifialive
Langus vivante if

Epreuve orale : duréa maximale : 30 min
Cosfficlent : 1

Seuls Iss pofnis au-dessus ds 10 séront pris en compla
pour le total ohtenu par s cancldal.

L'éprauve doit parmeltrs d’apprécler les capachds du
cancidat :

=~ & lire, analyser et commenter sucelncloment un doc-
ment se rapporianl au domalne professionnel et éerit

dan la langue cholsie ;

— & s'awprimer convenablamen) dans fes domaines da
ses futures activités, dans cette langua.

Celle éprauve, qul pourma lre précddée par une prépa-
rallon de 30 minutes ay maxlmum, conslstera en un
antretlen avec le Jury et pousra comporar la lesture 51
ta résumé du lexts par le candidat et uno conversation
sur ce texis.

3. Eprovve de mathdmatizuss, - Sch piysig

— Eprauve Ecrite
— Durda = 4 heures
— Coelficfant = 4-

L'apreuve comperte déux parilas ohllgatbires.‘,organl-
sées en continuité,

Premitre parila : Mathématlgues {coslficient = 1‘.5)
Objectlis ;

L'enselgnement dgs iathémaliquss a pour triplo abjzctit
de fousnlr un outll sfiicace pour les sclences physiquss
et hiotogiques el la technalogle, da développer la for-
matlin scisntliqus et de contribuer A la formatlen per-
sonnelle et relationnelle. Par sulte, cee premidre par-
Hle d*épreuve doil permellre :

— d'apprécler [a solldits des connalssances des can-
didals et laur capacilé 4 les utliser dans des situations
variées ; :

— da vérifier lsur aptitude au raisonnement et leur capa-
Gitd & analyser correctement un problére, A justifier les
résultats oblanus et & apprécier (eur poride ;

— d'apprécler leurs quallés dans les domdines do
|'expression écrits ot de |'dxéeution soignée de tiches
diverses (traces graphiques; calculs 4 la main ou sur
machlng),

Nelure da ceile pariie d'dpreuve :

Cetle parlie d*dpreuva €crile est prévue pour une durée
de deux heures,

Les sulels comparteni deux exercites da mathématiques
‘recouvrznt une part irés large du programme. Les fhe-
mes malhématiques qu'lls mettent en, ceuvre portent prin-
clpatament sur les chaplires les plus utiles peur les scian-
ces el technlgues biologiques. X
L'éprauva porta sur des applications directes des con-
nalsgances. da cours.

lconvient d'dvitor toute dificultd ihgorlque et toute tech-
wicilé rnathdmatique excossive.

La lorigueur el I'amplaur du sufel dolvent pommetis &
un candidat moyen do tralter Ie sujet et d& le rédiger
posément dans la temps Impai,



Les deux polnis sulvants doivent 8ré rappelés en téte
des sujats : )

— La ¢larlé des ralsennoments et 1a quallié de (7 rédac-
tion nterviendront pour une part importante de I'appré-
clation des coples.

— L'usage des instruments da calcul et du formulairg
offfelel da. mathématlques est aatorisé.

parila : I {physique et/ou
citimie - coefficient : 2,5)

Gatte seconde partie de |'dpreuve dolt permettrs ' appré-
clar le niveau dos connalssances an stignces physiques
du candldal el son aptitude 4 les uiliser dans des siua-
tlons concrdtes proches du domalne 1echnique ¢l 1l est
appelé & Inlervenir,

oU axer-

Hlie comporte plusieurs g I
¢ices Indépendants.

Les questions posdas se rappartent  des applicalions
conerétes dent la compréhenslon ne doit faire appel qu'a
des nofions fondarmenkales du programme.

{a‘.stle éprauve dolt permetire de vérlifier que la candi-
at :

— analyse convenablemont un probléme posd éa wiili-
sant Judicleusement ses connalssances scigatifiques ;

— prénd en compta I'ensemble des donndes et des
hypothéses ;

— propose una solulion Justlflée par un ralsonnement
Inglque, élaborée en faisanl appel au contenu du pro-
gramme,

4. Epragva da scioncos blolwgtques lodamentale of ainfa
Dlolegique

— Epreuve écrlle

— Durés = 4 heures

— Coefficlent : 6 .

Cetie épreuve dolt paimettre d'apprécler fe riveau des
connalssances du candidal dans les domalnas da la bla~
chimlg, de la biologfe cellulaire 6l moldculaise, de la

microbiologle et du génle blolagique, Elle doit avolr tn’
caractéra pluridisciplinalre.

Ella comiports plusteurs questions Inddpendantes.

&. Egrauve professionnello da syntiise : divds de pro-
Jot ot ndalisation pratigua d'opdrations de gl biaegiges

— Epreuva derite el pratique
— Curdo maximale : 12 heures
— Coefflclent & 12

Celte dpreuve comporie deux partles obligatelres,

Premiére partio : Etwde do projot

— Partie derila

— Duyrée : 4 heures

~— Cogfficient : 4

Cetto partle a pour but de vérifler les capacitds de
réflexion en vua de ta résofutlon d'un probléme biotach-
nologlgue simple pouvant elever des domalnes de la

hiochimle, de la blelogle cellulaire et moigculaire, de la
micrablologle et du génle biologlque.

Elle doit permeiife d*appréglar :

— les capactés :
* d'analyse du probiéme ;

» da conception d'un simple projet et de définition d*une
siratégle expérimentale ;

+ d'uliisation da documents, éventusliement, de Jan-
que anglaise ;

+ de prise an compte des aspecis concernant la séou-
ritd, la laglstation st la gesfion ;

« f'utillsatlon des techniques et du matériel, notamment
informatiqua ;

«— I*esprlt dinltiakive.

Deuxidme, pardio : Rgalisation pratigue d'opdrations do
génig hielapique

— Parlie pratique

— Durée maximale : B heures

- Coefficlent : 8

Catla partia a pour but de vériiiEr les Savolr-falre-en bio-
technologla, notammeni dans les domalines de fa plo-

chimie, de la blologle cellulaire et moléculaire, de la
microblologle el du génie blelogique.

Elle est"pluridisclptnalre.

Elle dolt permetire de vérifier les capaciids :

— demisa en uvre d'un protocol opératolce dans des
condiiions safistalsantes de séourté et d'efficacild ;

— d'organlsation ; -

— e flgueur ot de pricision dans 1'exéculion ;
— d'axploftalion des rdsultats.

Ella peut.5 dérouler en plusieurs partles.

Elle comporta plusleurs. quesllonslliée's ou Indépendan-
1es.

Elle a un caractire essentiellement pratique.

Elie donne llsu & un compte rendu et peut, évantuolle-
ment, falra appel aux feckniques de [‘Informaligue.



§. Eprouve dy soutenance dv rapport do stage o o'sch
Vitd professlonnella

- I_Epre'uvu ordle
— Duide maximale = 1 heure

— Coelilclant = 4 {2 pour les compdtences selenllii-
quos, technologiques et profes-
slonnelles.

1 Emur les compdlences en fran-

cais
1 pour les compétences en éco-
_nomie et gestion).

L'épratve a pour but de vérifler ;

1. en oo qul concerna la connalssance professionnelte
el humiain de I'entraprise, sl 1e candidal est capabia e

— galsl lea donnéas constitulives d'vne enlreprisa tu
'urt lzhoralolre ;

~ camprendre le fonctionnement ¢'une antreprlse ou
‘di'u" Irahom!nlm sur los plang de la lechnlqus ot de l'arga-
nisatlon ;

+ présanter los activitds d'un stage en analysant Jas
rgﬂnb\emes techigques ranconirés ot s démarches adop-
5. .

2. en ca qul concarne la communication et I'expression,
sl lo candidat es! capable da : .

*— gégager, ardonner et mettre en vataur las paints
assentlels d'un documeant 4 caractdre technlque |

— maitrser les tachnlgues de la communication orale
tavant un auditoire non familler ;

 utiliser ia fangue frangaise correctement el avec
clartd.

Le candldal présentera et soutlendra oralement fe rap-
port qu'll aura élebli  'lssue de son slage do deuxléme-
année en entraprise, 51 s'aglt d'un candidat scolarish
oL i Fappart sur son activitd prolessionnello 51 s'a?li
d'un gandldai tispensd de slage en raisen d'vn emplod
salarié.

Il devra notammant falre apparaitre ls caractére spécifl-
que de Venireprise ol I aura effectud son.stage ou axarch
507 acllvlié profassloniizlie, randre compte de la viddy,
du déroutament el de "aboutissement du stage lui-mame,
ou de Vactivité professionnelle, exposer élex'i

en parllctilier d’ordre lechnique que le slage cu ["act-
vild prolesstonnelie |ui aura- inspirdes.

ta présentalion n’excédera pas 20 minutes.

La seconds parlla de I'épreuve patirra dire consacide
2 un dialogue entra le jury et te candidal.

La rapport do stage ou ¢'activiid professionnetle da'dix
A vingt papes dactylgrapfizes (ou quinzé & rente pages
manuscriles), sans compler |68 documents technlques,
comprendra

— una présantafion schématique do )'dtablissement de
stage et du déroulernent, du stage de dauplime année
oul de I'activitd_profassicnnalle exercéa dans (e domaine
da la biptechnologle ;

«~ lg comple rendu d'un travail personnel ;

— ume réflexion parsonnells concernant I"activitd pro-
fessionrelle 2l un llan sur c2 siags ou sur, catte act-
vilé profasslonnella,

Ca travall"devia prendra en compla 165 problémes de
sécurlté ol de lagisiation, :

Les documents Indispensatles & la compréhensicn de
te rapport pourront figurer en annexa.

Pour las. candidats scolarisés, la ficha de stago sera
Jointe.

1."évaluation des aspects sclentlllquss, technlques el pro-
{esslonnels sa lera selon la épartition suivanis :
- dossiar gork © coafficlent 1

- présanlation orale et entratian : cosfticlent 1.

La commission de Jury pour cetta épreuve dolt compren-
dre =

—-un professeur de frangals ; -

— un professeur. d'sconomia l gestion cu de sclen-
ces £l lechnlques écontmigues ;

— un professaur chargé d'ensaignemant technoiogique.

i.es|ca‘ndldais autorlsds ayant échoud &."examen peu-
vant ;

- Soit-présenier de nouveal fe rapport soutenu lors
da la sesslon & taquolls ils ont échoud ;

— &0lf, 8'l's 1e Jugent nécessalra, modiller celul-cl dens
le sens qu'lls estiment.ooportun ou refalre un nouveat
stage ot rédiger un nouveau rappori gui tlent compla
des siluations rencantrées au cours da ce second slage
et qul peut reprendra des obsarvations rassemblées au
cours du pramler stage.






EPREUVES DE LA SESSION 3985

EPREUVE DE FRANCAIS : SYNTHESE DE DOCUMENTS
DUREE : 4 HEURES COEFFIIENT @ 2

A partir des documents ci-joints, qul &voquent les difficultés
de la communication dans le monde d'aujourd'hui, vous ferez une -
synthése objective, concise et ordonnée. Aprés quoi, dans une bréve
conclusiecn, vous donnerez votre point de vue sur la guestion.

YCUMENT 1 «Méfie toi de I'nomme dont le venire ne bouge pas quand il rit.»

dicton cantonais.

L'objectif du code verbal est la transmission d'une information. Le non-verbal
est utilisé pour établir et maintenir Ja relation interpersonnelle, C'est ce que confirme
Riccoboni, acteur de la Commedia dell'arte, quand en 1738, parlant du théitre, il
déclare : «L'art de la déclamation consisie @ joindre @ une prononciation varife
U'expression du geste, pour mieux fuire sentir toute la force de la pensée.»

En effet, c¢'est 1a convergence et la concordance du systéme verbal et du non-
verbal qui assurent la meilleure réception du message et la communication Ia plus
efficace.

Le dit de la parole et le vécu du corps doivent &re en congruence, Au théitre,
le bon comédien est celui qui sait jouer cet accord pour faire vivree son personnage,

Sachez que lorsqu'il y a mensonge, le non-verbal le transmet & l'insu de
l'individu. Le corps est plus difficile & censurer que Ia parole. La bouche peut se
taire, les doigts continuent A bavarder. Un individu peut simuler un sourire, mais un
seul coté de sa bouche «joue le jews. Le sourire glisse en coin. Un sourire «de fagades
se transforme en grimace. «! existe mille orifices invisibles (...} & travers lesquels un
oeil pénétrant pewt voir d'un seul coup ce qui se passe dans une dme»s, éerivait
Laurence Sterne.

Lorsque le président égyptien Anouar el-Sadate est venu en 1977 & la Knessett,
le parlement israélien, parler du pacte d'amiti€ entre 1'"Egypte et Israél, on raconte que
Jérusalem se demandait si, huit jours plus tard, les chars égyptiens ne seraient pas,
une fois encore, sur les plateaux du Golan. Sachant que la discordance entre la parole
et la pensée entraine automatiquement un contre-discours corporel, les services secrets
israéliens avaient décidé de filmer et d'observer Sadate de la téte aux pieds. It peut y
avoir des doigts de pieds qui manifestent leur désaccord ! L'observation directe, puis
le visionnage du filin ne décelerent aucune dissonance. L'histoire 1'attesta. Les
accords ne furent pas rompus et Sadate paya de sa vie, le 6 octobre 1981, Ia signature
de ce traité. )

Ne devenez ni un grand inquisiteur, ni un agent de la CIA, ni du KGB, mais
surveillez tout geste parasite, toute dissonance dans le discours de vos interlocuteurs.
Apprenez A lire le langage du corps, vous y découvrirez le mensonge ou la vérité de
la parole...

«Car & cbté de la culture par mots, il y a la culture par gestes»,
’ Antonin Artaud.

A. Oger - Stéfanink
mmunication ¢' mme le Chinoi la s'apprend
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DOQCUMENT 2 -

DOCUMENT 3

Par son importance,- la communication dans 1'entreprise est’
devenue un élément de la stratégie que doit adopter toute organisation. Le
probléme & résoudre est cependant redoutable pour au moins trois raisons :

- Pendant longtemps, et en périodes de croissance notamment, ce
besoin de communication n'apparaissait pas comme un impératif. En ére
de vaches grasses, I'on sait que les problémes psychologiques sont plus
facilement refoulés. Il y a une dynamique de la crotssance et de la réussite
qui balaie tout ce qui peut apparaitre comme des obstacles ou des
réflexions inutiles. Actuellement, cette époque a vécu. Les difficultés &
résoudre ont mis en évidence Ia nécessaire collaboration des hommes,
laguelle passe inévitablement par une communication de qualité qui, elle-
méme, sous-tend la motivation ambiante.

- La deuxi2me raison vient du fait que tout ce qui touche I"humain
est trés difficile A résoudre, Les cadres frangais ont €ié plus habitués 2
résoudre des problemes techniques précis que de s'occuper de
«psychologie» longtemps apparue, non pas comme une technique, mais
comme une «philosophie» avec le cbté «réveur que ce mot revét pour le
profane, '

- L'entreprisc est & la recherche d'un nouvean modéle
d'organisation, Celui d'hier a véeu, Celui de demain est en voie
d'apparition. Pendant longtemps, on a vécn sur un modtle de 1'entreprise
1880 modifié 1925, c’est-a-dire sur un schéma de 1'entreprise industrielle
modifide par le taylorisme. C'était un modile rationnel, héritier da XVIN®
sitcle et de la philosophie des Lumidres associée au culte deé la saison. On
se désintéressalt donc naturellement de l'irrationnel. Notons que le
taylorisme n'a pas seulement pénétré 1'industrie,- mais &galement les
services et les administrations. Ce systéme a répondu avec beaucoup
d'efficacité & 1'attente de 1'époque ; il a créé des emplois par dizaines de
millions, a modernisé la société, a créé des richesses au point que 1'on est
arrivé 3 critiquer les sociétés de consommation, et a permis, apres la
Seconde Guerre mondiale, de faire redémarrer les économies nationales.

Cependant, depuis cing & dix ans, ce systtme d'organisation
s'effice (¢f. 1'industrie automobile, la sidérurgic...). La culture
taylorienne c2de de plus en_plus la place  la société de linformation. Le
grave probléme 2 résoudre est que cette mutation se fait trés vite, 11 fallait
jadis une A deux générations pour passer d'un sysitme & un autre,
Actuellement, quelques années seulement sont laissées aux entreprises
pour passer d'un modele industriel & un modéle de communication.

J.P. Lehnisch
La communication dang l'entreprise

Les troubles psychiques pétissent d'une image extrémement
négative dans V'esprit du grand public. En fait ce sont les gens souffrant de
troubles psychiques qui sont gravement pénalisés. Dans noire monde -
logique et rationnel, ol toute vérité doit étre matérialisée et concréte, la
sou ce psychique dérange, fait peur, ou pire, n'est pas crédible. «ll le
fait expr2s, secoue-toi, fu as tout pour Etre heureux, tu es paresseux,
regarde ce que 1'on fait pour toi, c'est de la simulation, c'est une tentative
de suicide chantage...» Abrégeons. Les représentations des «maladies
mentales» sont toujours effrayantes et elles engendrent la peur, donc
I'intolérance et 1'exclusion. La rangon pour les patients, ¢'est Ia honte, le
retard dans les soins, les difficultés de réinsertion. Les conséquences pour
les familles, c'est le silence, la solitude dans la peine, le sentiment
d'abandon et l'interdiction de la compassion d'autrui. .
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Les représentations fausses sont bien éviderment le résultat d'une
absence d'information ou d’une information erronée. Le «malade mental»,
comme on dit de manitre globale, mélangeant dans une fratemelle
confusion toutes les formes de souffrance psychique, est dangereux et
incurable, 11 est interné dans des asiles ol il est soigné (sans que I'on sache
bien de quels soins il s'agit) par des gens que 1'on appelie les «psy» et qui
sont en général aussi fous que leurs malades, Les mots «maladies
mentales» pésent d’un poids trés ourd. Le public-ne sait pas que 800 000
personnes sont suivies en France dans le seul secteur public pour troubles
psychiques dont 73 000 sont hospitalisées touvs les ans. Le public ne sait
pas que personne n'est A ['abri et qu'aujourd'hui 25 % des Frangais
connaissent dans leur entourage quelqu’un qui est en difficulté. Le public
ne sait pas que la souffrance psychique va du chagrin d'amour 4 la
schizophrénie en passant par toutes les conséguences traumatisantes des
accidents de parcours de I'existence.

C'est pour ces raisons que des pays proches de la France, comme
la Hollande et la Grande-Bretagne, ont développé des campagnes de
communication destinées au grand public et qui ont modifié I'image, et
donc le statut, des troubles psychiques. C'est pourquoi aussi quatre grands
hopitaux psychiatriques parisiens se sont associés en créant une structure,
«Psycomw, animée par Jo8l Martinez, un directeur d'établissement, et se
sont lancés dans 1'analyse d'image, la communication et la transformation
de la représentation des troubles psychiques. C'est pour ces raisons que
des associations de psychiatres, des groupes tr2s divers de professionnels
de la santé mentale multiplient les efforts pour informer le public, les
journalistes, les élus locaux. C'est pour ces raisons enfin que le ministdre
de la Santé a décidé d'accorder une attention particulidre au redressement
de la vérité dans ce domaine et & 1'information de I'opinion. Le jour oil 1a
réalité de ce qu'est la souffrance psychique et des formes qu'elle peut
prendre sera vraiment connue, les aides et les prises en charge séront

considérablement facilitées,
B. Zarifian
Des paradis plein Ia téte
YOCUMENT 4 L'IMPOSSIBILITE DE NE PAS COMMUNIQUER

Disons tout d'abord que le comportement posséde une propriété on ne peut plus
fondamentale, et qui de ce fait échappe souvent & I'attention : le comportement n'a pas de
contraire. Autrement dit, il n'y 4 pas de «non-comportementr, ou pour dire les choses
encore plus simplement : on ne peut pas ne pas avoir de comportement. Or, si I'on admet
que, dans une interaction(7), tout comportement a la valeur d'un message, ¢'est-&-dire qu'il
est une communication, il suit qu'on ne peut pas ne pas communiquer, qu'on le veuille ou
non. Activité ou inactivité, parole ou silence, tout a valeur de message, De tels
comportements influencent les autres, et les autres, en retour, ne peuvent pas ne pas réagir
3 ces commugications, et de ce fait eux-mémes communiquer. Il faut bien comprendre que
le seul fait de ne pas parler ou de ne pas préter atention a autrui ne constitue pas une
exception & ce que nous venons de dire. Un homme attablé dans un bar rempli de monde et
qui regarde droit devant lui, un passager qui dans un avion reste assis dans son fauteuil les
yeux fermés, communiquent tous deux un message : ils ne veulent parler & personne, et ne
veulent pas qu'on leur adresse la parole ; en général, leurs voising «comprennent le
message» et y réagissent normalement en les laissant tranquilles, Manifestement, il y a1a un
échange de communication, tout autant que dans une discussion animée,
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. On ne peut pas dire non plus qu'il n'y ait «communication» que si elle e
intentionnelle, consciente ou réussie, c'est-d-dire s'il y a compréhension mutuelle. Savoi
5'il y a correspondance entre le message adressé el le message requ appartient 3 un ordr
d'analyse différent, quoique important, car il repose nécessairement en fin de compte su
l'estimation de données spécifiques, de l'ordre de I'introspection et du témoignag
personnel, données que nous laissons délibérément de cdte dans une théorie de |
communication exposée du point de vue du comportement. Quant au probléeme d
malentendu, étant donné certaines propriétés formelles de 1a communication, nou
examinerons comment peuvent s'installer les troubles pathologiques qui y sont lids
indépendamment, et méme en dépit, des motivations ou intentions des partenaires.

P. Watzlawick, J. Helmick-Beavin et D.D. Jackson
Une logique commugnication

1) interaction : série de messages échangés entre des individus.

DOCUMENT 5 A soixante-huit ans, Louis, persuadé que sa femme et ses enfants ne l'ont jomais aimé,
ni compiis, décide de se venger en les déshéritant au profit de son fils naturel qui vit & Paris.
: Juste avant son dépars pour Paris, il a cette conversation avec sa femme Isa,

- Pourquei les détestes-tu, Louis, pourquoi hais-tu ta famille ?

- C'est vous qui me haissez. Ou plutdt, mes enfants me haissent. Toi... tu m‘ignores,
sauf quand je t'irrite ou que je te fais peur, .

- Tu pourrais ajouter : «ou que je te torture...» Crois-tu que je n'aie pas souffert
autrefois ?

- Allons donc ! tu ne voyais que les enfants...

- I fallait bien me rattacher & eux. Que me restait-il en dehors d’eux (et & voix plus
basse), W m'as délaissée et trompée dés la premidre année, fu le sais bien.

- Ma pauvre Isa, tu ne me feras pas croire que mes fredaines(?) t'aient beaucoup
touchée... Dans ton amour-propre de jeune femme peut-gire. ..

Elle rit am&rement ;

- T as I'air sincére ! Quand je pense que tu ne t'es méme pas apergu..,

Je_tressaillis d'espérance. C'est étrange A dire, puisqu'il s'apissait de sentiments
révolus, finis. L'espoir d'avoir &€ aimé, quarante années plus t6t, 4 mon insu... Mais non, je
n'y croyais pas...

- Tu n'as pas eu un mot, un ¢ri... Les enfants te suffisaient,

Elle cacha sa figure dans ses deux mains. Je n'en avais jamais remarqué, comme ce
Jjour-1a, les prosses veines, les tavelures(2).

- Mes enfants ! quand je pense qu'a partir du moment od nous avons fait chambre 2
part, je me suis privée, pendant des années, d'en avoir aucun avec moi, la nuit, méme quand
ils étaient malades, parce que j'attendais, j'espérais toujours ta venue,

Des larmes coulaient sur ses vieilles mains. C'était Isa ; moi seul pouvais retrouver
encore, dans cetle femme €paisse et presque infirme, la jeune fille voude au blanc(3), sur la
route de [a vallée du Lys,

- C'est honteux et ridicule & mon #ge de rappeler ces choses. Oui, surtout ridicule.
Pardonne-moi, Louis,

Je regardais les vignes, sans répondre. Un doute me vint, 3 cette minute-13, Est-i]
possible, pendant prés d'un demi-sidcle, de n'observer qu'un seul cité de la créature qui
partage notre vie ? Se pourrait-il que nous fassions, par habitude, le tri de ses paroles et de ses
gestes, ne retenant que ce qui nourrit nos griefs et entretient nos rancunes 7 Tendance fatale 2
simplifier les autres ; élimination de tous les traits qui adouciraient la charge, qui rendraient
plus humaine Ia caricature dont notre haine a besoin pour sa justification...

(1) fredaines : écaris de conduite.

F. Mauriac
(2) tavelures : taches sur la peau. nog vipére

{3) au blanc : aprés la mort de ses deux fréves (uberculose), elle avait été placée sous la
protection spéciale de la Vierge Marie par un voeu dont la marque extérieure était, dans
son cas, la couleur exclusivement blanche de ses vétements.
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EPREUVE D° ANGLAIS
DUREE : 2 HEURES COEFFICIENT : £

(L'ugage de la calculatrice et du dictionnaire est interditd
Green shoots* showing for transgenic rice

TRIALS of genetically engineered rice have shown encouraging progress towards commereial
varieties resistant to diseases that cause sericus erop losses. Rice, one of the world's staple foods*, is a
monocotyledon — one of the hardest types of plant to manipulate genetically,

Biotechnologists in China and Japan have recently tested rice modified to fight the red stripe
virus®, which can destroy entire harvests in Southenst Asia. In Texas, the first trinls are about to begin
an transgenic strains designed to combat a destructive beetle called the rice water weevil*. And British
researchers are ready to test rice made resistant to the rice tungro virus®*, No rice is naturally resistant
to this virus. :

The firat transgenic rice was made in 1989 by Ko Shimamoto and collengues at the Plantech
Institute in Yokohama. That only included marker genes to show whether the gene had been
successfully ineorporated. The latest trials, all of them indoors, are the first involving modified rice
that is of potential value to farmers,

Yan Yitang and colleegues from the inatitute of Microbiclegy of the Chinese Academy of Sciences
in Peking used a technique called "biolistica”, which involves "shooting” metal beads * coated with
genetic material into cultures of cells (Technology, 2 November 1991). The researchers gave their rice
plants a gene which manufactures the protein coat of the red stripe virus, )

Teata in other tranagenic plant species show that protein coats taken from viruses appear to
confer protection against them, though ne one knows why.

In greenhouse conditions, Yan and colleagues found that 10 of their 16 transgenic plants
remained ¢completely healthy when infected with the red stripe virus. While the other six showed
symptoms of infection, these were much milder than those afflicting the 100 control plants.

"We are very pleased with the results, but we need to take it further,” says Yan, Presently,
farmers have to use expensive insecticides to kill the small brown planthopper® (Laodelphax
striatelins) that spreads the virus from plant to plant. "These genetically enginecred plants will open
up & new way," he saya,

Yan's team is the only one to have transformed Indica varieties of rice, grown throughout Asia
and the former Soviet Union, which account for four-fifths of the world's rice harvest and are the staple
food for about two billion people. 1t has proved the trickiest* variety to transform ; biolistics provides
the only way to do it.

All the other trials are on Japonica rice, a variety grown commercially in the West and Latin
America. These were genetically modified by inserting the new DNA through pores in protoplasts, rice
cells which have been stripped of their cell walls.

Shimamota's team also protected their Japenica varieties against red stripe virns by inserting
the gene which makes the viral protein coat. They even managed to breed 220 second-generntion
plants that carried the foreign gene and were all resistant to the virus,

Meanwhile in Texzas, Tim Hall and colleagues at the Texas A&M University have equipped
Jepenica rice planta with a gene taken from a bean (Phaseslus vulgaris), The DNA codes for the
manufacture of arcelin, a protein lethal* to the rice water woevil (Lissorkoptrus oryzophilus). Thisiaa
significant pest in Texas, which produces a quarter of the US's rice harvest, Trials are about to begin
at the university's Berumont Experimental Station.

"Hall is working with teams at the University of Nottingham and the John Innes Institute in
Norwich, which is about to test Japonica rice modified with the protein coat of the rice tungro virus,

FOOTNOTES: Andy Coghlan

The New Scientist -
(titre) green shoot : bourgeon - plante naissante e New Scientist - 12 June 1093

£2  steplefood : nourriture de base

£4 redstripevirus @ virusdrayuresrouges
£6 ricewaterweevil : charangonduriz

£7 ricetungrovirus : virusTungro

£14 bead : perle

£23 planthopper : sorte de gauterelle
£28 tricky : difficile, mnlaisé
¢ 38 lethal ¢ mortel
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Le candidat traitera les deux sujets.

1 - Compte-rendu en langue francaise - (10 points)
Vous rédigerez un compte rendu du texte en fajsant ressortir les idées essentielles.
{entre 200 ot 250 mots}
11 - Rédaction en anglais - (10 points)
This article illustrates some positive applicationa of bietechnology as specifically concerns rice plants.
Give other examples inthe field of agriculture.
Daoes biotechnology sometimes go too far 7 Going beyond the agricultural domain, are there real or
potential risks that should be considered 7
EPREUVE DE MATHEMATIQUES ET SCIENCES PHYSIQUES
DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 4
1tRe PARTIE : MATHEMATIQUES
Rappel: La clarté des raisonnements et lo qualité de lo rédaction inferviendront pour une part
tmportante dons I'eppréciation des copies. )
L'usage des instruments de ealcul et du formulaire officiel de mathématiques est auforiss,
EXERCICE 1 -(8 points) -
La but de cet exercice est I'étude stutistique du diamétre des feuilles d'une plante médicinale au
moment of une résine pharmaceutique les utilise dans la préparation d'un médicament.
On admet que la variable aléatoire X qui & chague feuille associe son diambtre suit une loi normale
de meyenne m ot d'écart type O .
A, Uns étude portant sur un échantillon de 70 fewilles choisies au hasard dans la cueillette
d'une journée a donné les résultats suivants ;
Dinmatre encm 14,5] ]§.6] 16,71 17,8} 18,91 19,10] 110,11]
Effectif 2 8 14 20 18 ] 4

Al,  Donner des valeurs approchéss delamoyenne % et de l'écart-type G de cet
échantillon. Le regroupement en classes induit une erreur de méthode. Aussilea
résultats demandés seront done donnés au dixidme prés.

A2, Donner une estimation de la moyenne m ot do 1'écart - type & de In population.
A3, Déterminer un intervalle de confiance de Ia moyenne de la population au risque de

& %.
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B. On admet que la variable aléatoire X suit une loi normale de moyenne m = 7,5 ¢m et d'éeart-
type O = 1 4, em. )
Seules les feuilles dont le diamétre est inférieur & 8 cm sont utilisables,

Bi.  Caleuler la probabilité P qu'une feuille priss au hasard soit utilisable, Le résultat sera
arrondi au millitme le plus proche,

B2." On préléve par tirage au hasard un échantillen de 100 feuilles. Soit Y la variable
aléatoire représentant le nombre de fauilles utilisables.
On prend dana la suite de l'exercice P = 0,64,
B2a. Justifier le fait que Y suit une loi bindmiale, préciser ses paramitres,
B2b, Onveut approcher la loi de Y par une loi normale.

1, Quelssont les paramatres de cette loi normale,

2. Celeuler POY <70) et P{Y >60),

EXERCICE 2 -(12 points) -

Dana 'étude d'un phénoméne on considére les variations de deux grandeurs x et y en fonction du
temps t. Ces grandeurs vérifient les r s]ations:

dx
= —m= -5+ 4y (1)
at
1= - p6x-18 )
y=o =0 By

avec les conditions initinles :
{0y =0 (3
y({ O =08 (4)

Ala. Enutilisant (1) exprimer y en fonction de x et x'.
Alb. Déduire du 1.a. 'expression de

d2x

d;
v = = en fonction dex' et x" = —
dt dt

A2, En reportant les expressions de y et y' trouvées au La. et au Lb, dens 'équation (2) établir
une éguation différentielle du second ordre vérifide par x.

A3, Déterminer la solution générale do I'équation différentielle du second ordre ;
'+ 28x - 06x=0 (E)
ol x est une fonction dutemps t = 0.

A3b. Enutilisant les relations (1}, (3) et (4) caleuler x'(0).
En déduire l'expression de x (t) en tenant compte des conditions initinles,

AS.c_. En déduire 'expreasion de y (t) puis de y {t).
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Bl1.

B2,

B3.

Soit fla fonction définiesur{0;10] par

£t} = x (&) —y (8 = 0,7e%% — 1,55
b e o

Soit C la courbe représentative de f dana un repére orthogonal (O, 1, j) - (Unités ; 1 cm en
abscisse et 2 em en ordonnée).

Ftudier les variationsde four [0} 10] et donner le tableau de variation de f.

Recopier et compléter le tableau suivant dans lequel les résultats seront arrondis au
milli¢me le plug proche.

£t | -08 | 0,780' | l | I I I I |

Construire soigneusement Cpour t€ [ 0;10).

2erE PARTIE : SCIENCES PHYSIQUES

Rappel: La clarté des reisonnements et la quelité de la rédaction interviendront pour une part

I

importante dans I'eppréciation des copies.

Seul I'usape d'une calenlatrice éjecironique, autonome, non imprimante, 4 entrée unique
par clavier, est autorisée pour cette épreuve,

- FIBRE OPTIQUE (15 points)

Une fibre optique "4 saut d'indice” est constituge d'un eoeur eylindrigue d'indice N7 = 1,55 entouré
d'une gaine optique d'indice Ng = 1,48 (voir figure 1),

coupe longitudinale coupe transversale

gaine Ng

coeur N1

gaine Ng

1} Quelle condition doit remplir I'angle i pour que le rayon R puisse se propager dans le coeur d'indice Ny
(voir figure 2).
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2)

Air

3}

1

Fipure 2

Faire 'npplication numérique

Un rayon lumineux, provenant de 1'sir d'indice égal & 1, frappe la face d'entrée de 1a fibre sous une
incidence & = 25° {voir figure 3). Ce rayon peut-il se propager par réflexion totale 4 T'intérieur de la
fibra? '

Justifier,

N

[ ——— |

o\

Ny

Figure 3
Montrer que la propegation par réflexion totale est possible tant que l'angle < vérifie 1n condition
sina < (N° - N2) 12
1 2
Calculer 12 valeur maximale de a correspendanta.

THERMOCHIMIE (20 points)
On considére 'équilibre : S0p (gaz) + 1/2 Op (gaz) = 503 (gaz) que Y'on étudie 4 673 K.

On se propose de déterminer, de deux fagons différentes, la yaleur dela constante d'équilibre relative
aux pressions particlles, soit Kp,

n)  Utiliser 1a valeur de Ja variation d'enthalpie libre standard & 873 K pour déterminer Kp.

b)  A673 K, alors que la pression totale & 'squilibre est de 1 bar, on étudie 'évolution d'un mélangs
qui ne contient initialement que lea réactifs S0 (zaz) et Oz (gaz) mélangés dans les proportions
stoechiométriques.

Dea mesures permottent d'établir qu'a 'squilibre, 98 % du dioxyde de soufre présent au départ a
disparu, Déterminer Kp.

2) Danas quel sens I'équilibre est-il déplacé sil'on augmente Ia pression, la température étant maintenus

constants ? Justifier,
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3) Dana quel sens "équilibre est-il déplacé sil'on augmenl;e la température, In pression étant mainten
constante ? Justifier,

Données ; les donnéen thermodynamiques standerd sont prisesa 673 K.

o
* R=83148L * pour I'squilibre étudié: A G = — 34,7 kd. mol ~1
o ]
* AH, (S03g) = - 207 kJ. mol -1 * AH; (S03g) = — 396 kJ. mol ~1

-]
* AHg (03 =0

111 - CHIMIE ORGANIQUE (15 points)
1) Lacétone C a pour formule CHj - ﬁ - C}-I - CHy - CHy
0 CHj
l.a. Nommer ce corposé,

1.b, Identifier le carhone asymétrique et faire la représantation du compesé en configuration abscl:
8

2) L'ozonolyse suivie d'une hydrolyse d'un alcéne A produit C et de I'éhanal. Donner Ta formule pexai-
développée, dana le configuration E, et le nom de A.

3) Onréalise la cétolisation de C'par le méthanal en catalyse basique.
3.a. Lapremiére étape consiste on la formation d'un carbanion par le départ d'un "hydrogéne en a”.
Justifier la mobilité de cet hydrogine et donner Ia formule des deux carbanions susceptibles de
former.

3.b. Donner le nom et la formule semi-développée des cétols pouvant étre obtenus par cette réaction

EPREUVE DE SCIENCES BIOLOGIQUES FONDAMENTALES ET GENIE
BIOLOGIQUE DUREE : 4 HEURES _ COEFFICIENT : B

Calculatrices non autorlsées.

LES BIOTECHNOLOGIES AU SERVICE DE L'ENVIRONNEMENT

Les biotechnologies peuvent jouer un rdle important dans la lutie pour la sauvegarde de
I'environnement. Elles interviennent dans 1'évaluation, le traitement biologique et la prévention de la

pollution.
Le sujat se propose d'envisager quelques napects de ces différents domaines.

1.- CONTROLE ET EVALUATION DE LA POLLUTION 60 points

Les biotechnologies permettent de mettre au point des sondea spéeifiques ; enzymatiques, nucléiques ou
immunologiques pour la détection de substances polluantes.
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1.1, Sondes enzymatigues

1.1.1. Rappel de quelques propriétés des enzymes,

Le document en annexe présente la structure du monomére de la D glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydragénase de Bocilius stearothermophilus 1ié & son cosubstrat, Cette enzyme
possdde une bonne stabilité 4 la termpérature,

1.L1.1, Commenter ce document en dégageant I'organisation structurale de 1a protéine,
Citer les liaisons stabilisatrices mises en jeu, Montrer la relation entre la
structure d'une enzyme et sa fonction. ‘

1.1.1,2, La "demi-vie" d'une enzyme 4 une température donnée est I'un des paramétres
qui permet de caractériser sn thermoatabilité,
Définir ce paramétre et indiquer comment il peut étre déterminé
ezpérimentalement,

L1.2. Laréalisation de biccapteurs enzymatiques met en jeu une (des) enzyme(s) immokbilisée(s).
L1.2.1. Citer les techniques d'immobilisation d'une enzyme,

11.2.2.  Exposer le principe de la fization covalente d'une ¢nzyme sur un support
insoluble et donner un exemple de méthode utilisable.
Indiquer les avantages et les inconvénients de cette technique d'immobilisation,

1.2, Sondesnucléiques

L'utilisation de sondes nucléiques se développe, notamment pour la détection rapide de
microorganismes pathogdnes dans 'eau ou les aliments.

Les oligosondes froides sont de plus en plus utilisées, La détection 4 I'aide d'une sonde nucléique
met en jeu une hybridation spécifique, Pour effectuer cette hybridation, la température de fusion
constitue un paramaétre impertant.

1.2.1. Définir la température de fusion d'un ADN et montrer comment elle peut étre
déterminée expérimentalement.

1.2.2. Qu'est-ce qu'une oligosonde et comment l'obtient-on ?

1.2.3. Qu'appelle-t-on sonde froide ? Donner Ie principe de la mise en évidence de l‘hjrbridat.ian
avec ce type de sondes.

1.3, Sondesimmunologiques

La détection dans I'eau potable de I'atrazine, herbicide utilisé massivement et dont la structure eat
donnée ci-dessous, peut dtre réalisée par méthode ELISA.

Cl
N/\N
v JOL o
N N

1.5.1.  Préciser le principe et les conditiona de la méthode ELISA par eompétition.

1.3.2. Indiquer la démarche expérimentale nécessaire & 'obtention d'un sérum pelyclonal anti-
atrazrine. .

1.3.3. Préciser le rble de I'antigéne dans les processus conduisant & la synthése d'anticorps.
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14,

Cytotoxicité

Le caractére toxique de certaines molécules peut étre établi par &tude toxicologique., La
toxicologie cellulaire utilise comme modzle expérimental des eellules animales en culture, des
lignées "immortelles” cultivées en présence d'une atmosphére enrichie en COp . Un test de

cytotoxicité permet de déterminer la dose létale 50 (DL 503,

14.1. Indiquerle principe d'une méthode d'immortalisation des cellules en culture.

1.4.2. Justifier la présence de CO, dans l'atmosphére de culture. En fonetion de quelle(s)

donnée(s) fixe-t-on lé pourcentage de COp ?

1.4.3. Exposer le principe d'ime méthode de détermination de Ia DL 50 d'une substance.

2.. DEPOLLUTION BIOLOGIQUE 40 points

Le traitement des eaux usées met en oeuvre des transformations métaboliques effectuées par des
micro-organismes, notamment des bactéries . D'autres organismes (bactériophages, protozoaires,
nématodes) pa.rticipent" Sgalement au traitement des eaux usées.

2.1.

2.2,

2.3.

|
Principales voies du métabolisme hétérotrophe.

La biodégradation des composés organiques polluants peut étre effectude en aérobiose ou en
anaérobiose,

2.1.1. Indiquer danschaquecas:
- leslieux de synthése de 'ATP

. lesmodes de régénération des coenzymes réduits en coenzymes oxydés.
- la nature de 'accepteur final d'électrons.

2.1.2. Quels sont les devenirs possibles des atomes de carbone C?

2.1.3. Rassembler sous forme d'un schéma simplifié les grandes voies du catabolisme des
compogés glucidiques.

Application au traitement des eaux usées

Dea procédés de trajtement des eaux usées alternant des étapes adrobic et anaérobie sant
actuellement mis en ceuvre.

2.2.1. Indiquer sous quelles formes chimiques se présente la pollution azotée des eaux
usées

2.2.2. Expliquer lintervention des différents types bactériens dans ces étapes pour éliminer
ces différentes formes de pollution.

Les bactériophages

La limitation de la biomasse bactérienne dana le bassin d'aération des boues activées est
assurée par différents phénoménes, dont la lyse par les bactériophages,

Parmi ces phages, certains sont capables de provoquer deux types d'interactions avec les
cellulea bactériennes ; cycle Iytique et lysogénie.

23,1, Sous forme d'un achéma comments, déerire le cycle lytique.

2.3.2. Expliquer ce qu'est le piénoméne de lysogénie en prenant comme exemple le phage
lambda et la bactérie Escherichia coli.
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3.- PREVENTION DES POLLUTIONS 20points

Les biotechnelogies peuvent également intervenir dans la réduction des sources de pollution, par la
mise en oeuvre de procédés de fabrication moins polluants cu par la diminution de la toxicité des
produits utilisés (par exemple, les biopesticides peuvent remplacer les pesticides traditiongels),

3.1. Citer un biopesticide en précisant son mode de production et son rble en agronomie,

3.2.  Une autre approche peut consgister en l'obtention de plantes transgénigues, capables par
exemple de se probéger directement contre les insectes.
On peut utiliser le'plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens pour transférer un géne étranger
dans une cellule végétale,

Expliguer les étapes de la préparation du vecteur recombinant et de son introduction dansla
cellule végétale,

3.3, De quelles autres méthodes dispose-t-on pour transférer un géns chez un végétal et obtenir
une plante transgénique ? Indiquer le principe de chacune d'elles,

document n°l
ANNEXE Structure du menomére
de la D glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
de Baclflus stearothermophlius

i La Recherche n°156 juin 1984
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
A : ETUDE DE PROJET DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 4

L*usage du dictionnaire bilingue anglais-frangais est autorisé.

LA CALMODULINE
PROTOTYPE DES CALCIPROTEINES

La calmoduline {CaM) est une petite protéine soluble présente dans le cytoplasme de toutes lea ceflules
eucaryotes,

Il gfagit d'une calciprotéine qui reconnait et fixe pélectivement les ions celcium comme d'autres
protémes du méme type (Troponine C des cellules musculaires des mammiféres, Parvalvumine des
poissons, reptiles et batraciens,..),

Ces protéines agissent entre autres comme des intermédiaires qui activent des enzymes dépendant du
caleim et sont responsables des effets du "Signal Calcium", ‘

Les calmodulines participent ainsi & de nombreuses fonctions physiolegiques telles que division et
raohilité eellulaires, contraction musculaire st sé¢rétion.

L'étude de la structure et des activités biclogiques des calmodulines est une condition préalable
indispensable i des applications importantes en thérapeutique humaine.

1. PURIFICATION ET ETUDE STRUCTURALE DE LA CALMODULINE (23 points)

Les tableaux 1A et 1B du Document 1 donnent Ja composition en acides aminés de ealmodulines
d'origines diverses, ainsi que la composition en acides aminés de quelgues caleiprotéines.

Le principe et le résultat d'une focalisation iscélectrique de la calmoduline sont présentés sur le
Document 2,

Le Document 3 décrit une technique de purification de la calmoduline par chromatogrsphie
d'affinité sur Melittine - Sépharose,

1.1. Composition en acides pminés de différentes calmodulines et de guelques calciprotéines

(Document 1 et Document 2)

- Comparer bridvement les calmodulines entre elles. (tableau 1 A).

- Montrer quels sont les acides aminés mujoritaires.
Ca résultat est-il compatible avec celui du Document 2 7 (Justifier la réponse)
Comparer briégvement la composition en acides aminés de la calmoduline et des autres
calciprotéines, (tableau 1 B),

1.2, Purification de la calmoduline (Document 3)

1.2.1. Résumer ce texte en indiquant, de manidre schématigue les différents temps et les
principaux réactifs de la chromatographio sur Melittine - Sépharose. Quel est le réle
précisde 'EGTA ?

1.2.2, Calouler loi masse de ci:lorure de calcium CaClz & ajouter dans l'échantillon de

colmoduliné déposé en téte de colonne,
(CaClg , 2 Hp0 = 147 g'mel)

1.2.3. Commenter Ies courbes et les électrophorégrammes corraspondants et représentés au-
dessus dans Ia figure 3.

1.2.4, Déterminer précisimeont le masse moléculaire de la calmoduline A partir des résultats
du Document 3.

2. CALMODULINE ET GENIE GENETIQUE (18 points)

L'extraction et la purification de la calmoduline par les techniquas biochimiques classiques est un
travail long et délicat. Aussi, dés que les techniques d'isolement des génes et de clonage furent
mattrisées, de nombreuses équipes ont essayé de produire la celmoduline par génie génétique. Les
bactéries ont &t4 les premidres cellules hétes utilisées pour assurer la production, puis le choix
s'orienta vera les cellules de mammiféres.
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2.1, Production déla calmoduline par ¥.coli.

Divers typea de vecteurs d'expression peuvent étre utilisés pour faire produire & E.coli la
calmoduline ou toute autre protéine, par exemple, un vecteur type plasmide pBR322 modifié
présentant les caractéristiques consignées sur le Document 4.

Préciser ces caractéristiques,

2.2, Production de la calmoduline par les cellules de mammiféres.

Les callulea choeisies sont ded.cellules de Ia lignée C 127 provenant d'une tumeur mammaire de
souris,

L'utilisation des cellules sucaryotes permet 'étude de 1'expreagion et de la régulation du géne
de la calmoduline ir vivo.

Les vecteurs choisis pour cette production sont dérivés du virus du papillome bovin (BPV).

Ce virus peut se répliquer sous forme épisomigue danas la cellule hite et contient des génes
capables de transformer les cellules de mouris, ¢ce qui facilite ln sélection des cellules
tranafestées,

2.2.1. Justifier 1s choix d'un virus comme vecteur de tranafection,

2.2.2. Trois vecteurs ont. ¢4 construits pour amorcer l'étude des propriétés physiologiques de
la calmoduline,
Le Document & présente la construction de ces trois vecteurs BPV-CM, BPV-MCM Il et
BPV-Macl.
Sous forme d'un tablean, regrouper les éléments utilisés pour construire chacun de ces
trois vecteurs.

2.2.3. Sélection dea cellules tranafectées,

Aprés extraction de 'ADN des cellules transfectées, la technique de Southern va
permettre d'identifier les cellules qui contiennent I'ADN de BPV,

L'ADN total des cellules transfoctées est extrait par une technique semblable & celles
utilisées pour les minipréparations de plasmides,

De ce fait, 'ADN du virus reste intact alors que 'ADN chromosomique, de haute masse
molaire, est fragmenté,

2.2.3.1, A partir du protocole de la méthode de Southern exposé dans le Document 6,
identifier les étapes importantes de la manipulation et expliquer le réle de
chacune d'elle.

Présenter la réponse sous forme g'un organigramme.

2.2.3.2, Pourquoi 'ADN des cellules transfectées ne peut-il &ire simplement analysé
par une hydrolyse stiivie d'une électrophordse sur gel d'agarose ?

2.2.3.3. Quells sonde faut-il utiliser pour caractériser les cellules transfectées ?

3. PRODUCTION DE CALMODULINE PAR GENIE FERMENTAIRE (14 points;

Cette production a &té réalisée par culture d'une scuche d'E.colf en fermenteur de 300 litres sur
milieu synthétique HM.

La souche résulte de la transformation d'E.¢oli par un vecteur d'expression type pBR322 modifié
danalequel a été cloné 1'ADNe de la calmoduline.

La calmoduling, protéine intracellulaire, est récoltée par Jyse des cellules bactériennes, extraction
et purification. )

L'objectif de la culture est donc 'obtention d'une masse cellulaire importante.

La mise an oeuvre de la fermentation est présentée dans le Document 7.

3.1, Pourquoi utilise-t-on deux milieux de culture différents (LB et HM) lors des étapes

préliminaires au lancement du fermenteur de production.
La composition des milieux figure dans le Document 8.
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8.2.

8.3,

Tracer la courbe de croissance de la souche d'E.coli en utilisant les résultata expérimentanx
proposés dans le Document 9. '
Déterminer le temps de génération G et 1a vitesse spécifique de croissance maximum.
x
Déterminer le rendement de croissance ¥ g pendant la phase exponentielle & I'side des

données du Document 9.

PRODUCTION ET UTILISATION D'ANTICORPS ANTI-CALMODULINE (25 points)

La

calmoduline est tme protéine dépourvue d'activité enrymatique. Des techniques

immunologiques, faisant appel A des anticorps anti-calmoduline, sont done particuliérement utiles
pour étudier les concentrations cellulaires et tissulaires de la calmeduline, son renouvellement dans
les cellules, sa localisation et ses fonctions,

On se propose d'étudier préalablement quelques aspecta de la production et de l'utilization
d'anticorps anti-calmoduline,

4.1,

4.2,

Production d'un immunsérum anti-calmoduline.

La Document 10 fournit le protocole d'immunisation.

4,1.1, Pourguoi est-il important que la calmoduline utilisée soit homogéne d'un point de vue
électrophorétique ? '

4.1.2. Schématiser le protocole d'immunisation.
Pourquoi réalise-t-on plusieurs injections successives ?
Indiquer le réle de I'adjuvant de Freund.

Caractérisation des anticorps anti-calmoduline.

A partir de I'mmuhsérum obfenu, les anticorps anti-calmoduline ont été purifiés par

4.3,

chromatopraphie d'affinité, Pour curactériser la spécificité de ces anticorps, on étudie leur
Haison & 18 calmoduline et & d'autres calciprotéines,

On peut doser la calmoduline en déterminant son action sur l'activité d'enzymes ealmoduline-
dépendantes. La calmoduline active en particulier une phosphodiestérase (PDE) qui catalyse
I'hydrolyse da 'AMP cyclique (AMPc).

Le Document 11 présente deux expériences ot 'on mesure l'effet des anticorps purifiés sur
T'activité dune phosphodiestérase calmoduline-dépendante.

491, Commenter le graphe du Decument 11A. Que peut-on en déduire sur les anticorps
précédemment préparés ?

4.2.2. Dégager sous forme d'un tablean les facteurs expérimentaux testés dans l'expérience du
Document 118 (expérience 2).
Quelles conclusions peut-on tirer sur les conditions d'activité de la phosphodiestérase
d'une part, et sur la spécificité des anticorps purifiés d'putre part 7

Dosage de 1z calmoduyline par radisimmunologie.

Un dosage radioimmunologique de la calmoduline a ét6 mis au point avec les anticorps
précédemment purifiés, Le Document 124 fournit Jo protocole utilisé et les courbes de
référence, ‘ :

4.3.1. Exposer le principe du redioimmunodosage utilisé en précisant les paramétres qui
doivent étre fixés dans l'expérience,

4.3.2. Justifier I'allure de la courbe obtenue avec les différentes calmodulines.

Comparer les résultats obtenus avec les différentes protéines testées et conclure quant
A T'utilisation de ce dusage.
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4.4, Comparaison du dosage de la calmoduline par radicimmunclogie et du dosaga via la
phesphodiestérase.

Le Documment 12B présente les résultats du dosage de la calmoduline dans différents tissus par
les deux méthodes. Formuler une hypothése pouvant expliquer la différence entre ]es réaultats
donnés par les deux méthodes.

DOCUMENT 1 TABLEATY 1 A

AMING ACID COMPOSITIONS OF CALMODULINS

Acunthe Teira Dictye- Spinach
Hevine amocbe hymena stelium leal
(residuest {residues/ (residues/ {rasidues/ {residues/
moiecule] moleecule) molecule) molecule)- molecuia)
Asp 3 2l 2 2 24
Thr 12 9 11 10 ¢
Ser 4 7 4 7 4
Gl 7 27 25 27 27
Pro 2 z 2 2 2
Gly 1 It 11 i 1]
Ala I 10 11 10 1
{-Cys 1 ] 0 ] |
Vai 7 8 6 8 8
Mel 4 8 8 9 g
lle ] ] 9 g ?
Leu 9 1 12 10 11
Tyr 2 1 1 2 1
Phe 8 9 8 8 9
His | 1 2 | 1
TmL | 1 1 ] 1
Lys 7 9 7 B 9
Trp 0 0 0 0 0
ATg 6 6 5. [ 5
TmL residue of e-N-trimethyilysine,
TABLEATD "1 B
AMIND ACID COMPOSITIONS OF YaRIOUs Ca’*-BINDING PROTEING
Calmed-  Trop- 2K Calci- Parval-
Residue ulin oninC CaPB  neurin 8 S5-i00a  S008  bumin
Lysine g 9 16 15 9 3 16
Histidine | 1 3 2 2 5 2
Argining 3 ? 9 [ n t 1
. Aspartic neid 23 22 2L 28 13 g 15
Thregnine 12 & 8 3 4 3 5
Serine 4 ? 17 11 5 5 1]
Gluamic acid ki 3 7 n 15 19 10
Pzaline 2 | 6 3 a )} 0
Glyeing I 13 19 14 [ 4 9
Alanise H 13 12 5 ] 3 1]
Cysieine 0 | 3 0 | 2 0
Valing 7 7 £ 13 3 1 s
Melhivning 9 10 5 6 2 3 2
Iseleutine 8 19 8 1 | 4 ]
Leucine 9 9 13 14 1 8 10
Tyrosine 2 2 5 3 2 1 0
Thenylulanine 8 10 1 12 5 7 9
“Fryplaphan il ] 2 0 1 1] 0
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DOCUMENT 2
DOCUMENT 2 A DOCUMENT 2 B

Résultat do la focalisation isoélectrique

Isoelectric focusing
de la calmoduline

This technique aliows separation of molecules purely on the

basin of their ¢harge characteritics. We have noted that every

polyampholyte has an iscelectric point, at which ita net

charge is zero, It is possible to eet up, in & gel, a stable pH pH
gradient covering a pIH range that includes the eleotric points
of the various polyampholytes in a mixture, This ia done by
using a mixture of low molectlar weight ampholytes an the
gel buffer. These produce a gradient of pH between the 5
electrodes. In such & gradient, each polyampholyte molecule —
migrates to the position of its isoelectric point, At that

position its net charge becomes zero, s¢'it remaing there, 4§ -

DOCUMENT 3

The Use of Melittin-~-Sepharose Chromatography for
Purification ©of Calmoduline

Melittin, the major component of bee venom, is a 26 amino acid peptide which is
amphipathic ; it contains a long stretch of bhydrophobic residues, a single
aromatic residus { tryptophan ) and saveral positively charged side chains
clustered near the carboxyl terminus.

The affinity of melittin for CaM was estimated to be in the nanomolar range.
Bacause of this high binding constant, as well as its well-defined properties
and availability, it seemed an appropriate ligand for the Cat* ~dependent
affinity chromatograph{ of CaM and perhaps other Ca'* -binding proteins.

Data indicates that melittin is immobilized to the beads in its monomeric form
and that CaM can interact and be eluted without obvious problems such as steric
hindrance or diminished recovery. The preferred ligand density for most
applications would appear to be 5 - 10 mg melittin/ml gel, since this would
permit both batchwise adsorption from extracts as well as concentration of
partially purified CaM.

When the fraction was applied to a column of melittin - Sepharose in the
presence of Ca*?, CaM was selectively retained while contaminating protein and
nucleotide passed through. Minor amounts of nucleotide may interact with
positively charged groups on the melittin - Sepharose ; however, these can be
eliminated by washing step with 0,5 ¥ NaCl. After addition of 2 mM EGTA, CaM was
eluted, indicating efficial reversal of the Catt -dependent protein -peptide
association. This purified fraction appearsd homogenous b{ sodium dodecyl
sulfate (SDS)-gel electrophoresis ( inset, line 3 ) and its ultraviolet
absorption spectrum showed essentially complete removal of nucleotide present in

the starting matexial.

-bee venom = venin d'abeills
- hindrance = empéchement
- beads = hilles
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DOCUMENT 8 (suite}

T T
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10 20 30 40 (]
FRACTION NUMBER

Purification of CaM by affinity chromatography on melittin-Sepharose. Parilally
purified Cadt (47 mg in 32 ml) was adjusted to 1 mAM CaCl; and applied to & column (2.5 X B
em, 40 ml} of melittin=Sepharose (0.6 mg melitiin/ml geh) equitibrated in bulTer A, After
winhing with 100 ml of buffer A containing 0.5 M NaCl {final concentration) al a fiow rale of
120 aiithr. the colemn was eluted {Aow rate, 60 mUhe) with 100 ml of buiTer B: this is
indieated by the amow, Fractions (5 mi} wers collected and assayed for protein (O) or
atserhunce at 280 nm (W}, SDS-Gel clecirophoresis of the starting malerial (4 pg), material
nut retzined on the column (2.2 pg), 2od the EGTA tluate (4 12g} are shawn in the inset, lanes
4,43 respectively. Positions of tolecular weight standards (Pharmasia) run on the sams gel
wre Indiczated on the right {phos . horylase &, 94 kDa; bovine serum albumin, 67 kDat ovalbu-
tin. 41 kDu: carboale anhydrase, 30 kDa; soybean trypsin inhibitar, 21 kDa: a-lactalbumin,
14,4 kDb buffer A (25 mM BES, pH 7.0,
contafning § mAf MgCh, 1 mM CaCly, 1 maM Nadly, and 250 mM NaCl), columns were eluted
with three bed volumes of buffer & lacking Ca** and contalning 2 mid EOTA and 0%
glycerol (buffer B).

EGTA = Ethylene giycol bis { B-amino-ethyl ether ) N - N' tetraacetic acid

B = N, N-bis[2+H drnzyelhyﬂ-?.-aminoeihanesullunic
ES acid} 2-[Lis(zy-Hydroxyethyl)amino]ethanesullonlc

acid)
pKa=7.1 al 25°C; useful pH range 6.4-7.8.
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Naclestides

Carrler Plasmid

General features of expression plasmids.

DOCUMENT &

We have utilized three different BPV-based CaM expression vectors
to study the effect of changes in intracellular CaM levels on cellular
funetion, The vectors BPV-CM and BPV-MCM II both conteins a CaM
minigene whose expression is regulated by either & CaM promoter
(BFV-CM, ), or by the human metallothionein Ila promoter (BPV -
MCM II). A minigene construction was used since it, permitted the
removal of the firet two large introns of the CaM genomic sequence (8
kb in total), thus ellowing & amaller vector tobe produced,

A third vector, BPV-Mac I, contains a portion of a CaM ¢DNA
placed in an inverted orientation, 3' to the mouse metallothionein I
promoter, allowing the production of CaM anti-sense RNA when cells
transformed with this vector are cultured in the presance of Zn?+. BPV-
Mae 1 contains the entire BPV genome, All three vectors are cloned in
pML2 (a pBR322 derivative) for replication in Escherichia coli.

DOCUMENTS6

For Southern blot analysis, 10 pg of total DNA js di-
gested with the appropriate restriction enzyme, and electrophoresed in a
1% agarose gel.V
Following electropharesis, the gel is soaked'in denaturing solution (1.5
M NaCl; 0.5 M NaOH)" for 30 min, rinsed for 5 min in 3 M sodium
_acetate, and the DNA transfered to Biodyne A filters. ' After transfer, the
filter fs air dried, and baked for 2-3 hrat 68°, Prehybridization is for 1 hrat
42° in a solution of 5x SSC (20x 58C = 3 M NaCl, 0.3 M sodium citrate,
pH 7.0}, 5 X Denhardt's, 50 mM sodium phosphate (pH 6.5); 50% deion-
ized formamide, 0.1% SDS, and 200 pg per ol yeast tRNA. A 3P-labeled
probe is prepared by the oligo-labeling method!? The specific activity is
typically 1-2 X 10* cpm/pg, Before use, the probe DNA is denatured by
beating at 95° for 4 min, followed by rapid cooling on ice, Hybridization
using 20 x 10% cpm of the labeled probe is carried out for 18 hr, in 2
solution of the same composition as that used for prehybridization.
Filters are washed for 5 min in each of four changes of 2% SSC, 0.1%
SDS at room temperature, and for 15 min in each of two changes of 0.1x
SS8C, 0.1% SDS at 55, The filter is sealed in 2 food storage bag, and
cxposed to Kodak XAR-5 film at —70°.using two intensifying screens.
Exposure time is typically 2 hr.
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DOCUMENT 7

e en oeuvre de la fermentation

r 1 i

~ Ensemencer la culture d'E.coli conservée par congélation &
00 ¢ dans un erienmeyer contenant 50 ml de milieu LB,
- Incuber toute la journée & 37% C sous agitation .

- En fin de journée mesurer l'absorbance de la culture & 600 nm
- Inoculer 500 ml de milieu HM par 6 ml de cette culture et
uber 24 heures & 37" C sous agitation .

r 2 ¢

- 4 16 heures mesurer F'abserbance de la culture & 600 nm .

- Utiliser les 500 ml de cette culture pour ensemencer le

fermenteur de 14 litres contenant du rl:lilieu HM (volume utile ; 10 litres)
- Laisser se dérouler la culture toute la nuit dans les

1ditions suivantes :
¥ agitation

ur 3 +

¢+ 400 rpm

*% débit d’air : 10 l.min-?

* température : 370 C

* pH : 7.2 régulé par NH4OH & 10 %

- A 8 heures mesurer l’asbsorbance de la culture & 600 nm .

- Ensemencer le fermenteur de 300 litres contenant du milieu HM (volume utile 200 litres).

rec la culture obtenue en fermenteur de 14 1_. )
- Laisser se dérouler la culture toute la journée dans les

snditions suivantes :

agitation :

*
* aération
*

* pH ¢ 7.1 régulé par NH4OH a 10 %

300 rpm

t 200 l.min~?!
température ¢ 37% C

- Arréter la culture en fin de journée lorsque 1'absorbance

tteint une valeur proche de 25 .

- Centrifuger en continu a - 4° ¢ , & 17009 g .
- Congeler la pite cellulaire ainsi obtenue & = 809 C aprés

fcoupage .

DOCUMENT &

smposition des milieux de culture

ilieu LB

pour 1 litre de milieu :

sast eXtract.essisaravnsrriabg
aCLOErFPLONe ovrsvressrssaass108
BCL.orsensecssnrsrensvrvesss DB

a5=21

Miliew HIM

pour 1 litre de milieu :

KZHPOQ:- R N R I I I I IR
KHzPO4 +evssvntraonsnriorssy

(NH4)2804 0 v v aunens
MegS04, HzO.va v
Qligoéléments ...
Vitamine Bl..:.v.as.
Glycérol..cosuerss

LR A}
vrsveen
LRI R B Y
e

T e e

+24g
+10g
.5g
.0.1g
«1ml

. 1lmg
v24 ml



DOCUMENT 9

ETUDE DE LA CROISSANCE DE E.COLI EN MILIEU HM.

Temps (h} Absorbance Glycérol {g/1}

Q 0,58 14,6
0,75 0,82 14,4
1,75 1,14 14,2
2,75 1,65 13,9
4,75 4 12,2
5,75 5,4 11,25
6,75 7,95 9,5
7,75 11,2 7,2
8,75 20 4,1
9,25 23 1,1
9,75 26 0,5
10,75 26,75 0,05
11,75 27 0

A 11,7% heures, aprés centrifugation, on obtient 4,7Rg de pite
cellulaire.

DOCUMENT 10

Protocole d'immunisation

Electrophoretically homogenous rat testis calmodulin was prepared.
The protein solution was emulsified in an equzl volume of either
complete Freund's adjuvant {initial injecti:n) or incomplete
Freund's adjuvant (subsequent injections) and injected
subcutaneously intoc an adult sheep. 10 ng of calmodulin was
injected on day 0, followed by 2 mg injections on days 42, 56, 70.
The sheep was bled on day 84 {600 ml of bloed}. The blood was
allowed to clot and the serum was stored in aliquots at -90°C.

= 1.6
DOCUMENT 11 g Lzl
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Ac anti-CaM (nl)

Effet des anticorps anti-calmeduline sur 1'activité d'une
phosphodiestérase calmoduline—dépendante. Expérience 1.
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16 ng de calmoduline de rat et différentes quantités des anticorps
anti-~calmoduliine précédemment purifiés (Ac anti-CalM} sont incubés
3 heures & 37°C dans un tampon approprié. La phosphodiestérase
calmoduline—dépendante (PDE} est ensuite ajoutée et aprés 15
minutes la réaction enzymatigue est déclenchée par l'addition
d'aMPc. .

YOCUMENT 11 B

moduline sur l'activité d'une

i i-cal
Effet des anticorps anti irience 2.

phosphodiestérase calmoduline—dépendante.

=2, I8 I
2 i
g
- = L
EELZ
& .5
E E Q8r
o o
: OA_H HHI—IHHH
g L
a
A ¢ DEFGH

PDE + 100 pM Ca+

PDE + 100 1M CaZ+ + 16ngCaM

PDE -+ 0,025 pM Ca2+ + 16ng CaM

PDE + 100 pM Ca2+ + 16 ng CaM + 5 pl Acenti-CaM

PDE + 100 M Ca2+ < 320ng troponine C

PDE + 100pM CaZ2+ + 320 ng parvalbumine

PDE + 100 pM Ca?+ + 320 ngtroponine C + 16 ngCaM + 5 pl Ac anti-CaM
PDE + 100 pM CaZ+ < 320 ng parvalbumine + 16 ng CaM + &yl Acanti-CaM,

- I | e I [

Les incubations ont été réalisées comme dans l'expérience 1.
Troponine C et parvalbumine sont ajoutées au méme moment qgue la
calmoduline.

PDE = phosphodiestérase calmoduline-dépendante
CaM = calmoduline
Ac anti-CaM = anticorps anti-calmeduline

100 uM ca<?t = le tappon contient 100 umol/l de calcium
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DOCUMENT 12

Radioimmunodosage de la calmeduline : réalisation des courbes de

référence.

Réactifs :

Protocole :

% Bouna

- anticorps anti-calmeduline précédemment purifiés

- ecalmoduline de rat marquée & l'iocde 125 (2251~
calmoduline}

~ calmeodulines de différentes origines, troponine C,
parvalbumine

- tampon RIA

Pour chacune des protéines {calmoduline ou troponine C
ou parvalbumlne) on réalise une série de dilutions et
pour chagque dilution l'essai suivant :

- A 100 pl de dilution sont ajoutés 300 pl de tampon
RIA contenant 10000 cpm d'125I~calmoduline et 160 nl
d'anticofps. Le mélange est incubé 2 heures & 25°C puis
la nuit & 4°C.

~ Les complexes antigéne-anticorps sont préc*pltés par
1'addition de 10 pl de protéine A & 10 % suivie d'une
incubation 30 minutes & 25°C. Le culot, obtenu par
centrifugation 15 minutes & 10000 g, est lavé trois
fois par du tampon RIA.

- La radicactivité du culot est mesurée avec un
compteur gamma. Les résultats sont exprimés en
pourcentage de la radiocactivité mesurée gquand on
réalise l'essai avec 125I-calmoduline + anticorps
seuls.

100 Rt et

sor \3

Troponn C

t
. " — n . L
1) 1 (3] [3] 1000 BO00 20,000
ng Protein

Origine des calmedulines : e testicules dg rat
o cerveau de boeuf
& anémone de mer
& arachice
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CUMENT I12B

Comparison of calmodulin levels from various sources as determined
by the radioimmunoassay and phosphodiesterase assay.

Equal aliquots from the same tube of each sample were assayed for
calmedulin by both assays. Calmodulin levels are expressed as
nanograms per pul of sample. .

Radloimmunoas- Phosphodiesterase

say assay
helel
Rat heart 3.5 1.2
Rat liver 12.0 5.4
Rat brain 21.0 : 14.7
Rat testis 28.0 26.0
Rabbit polymorphonuclear leu- 45.0 9.0
kocytes ) ’

D, discoideurn® (meisissure) 1.3 0
C. reinhardii {algue} 4.9 0

EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
B : REALISATION PRATIQUE D'OPERATIONS DE GENIE BIOLOGIGQUE
DUrREE : 8 HEURES COEFFICIENT : B '

Documents personnels non autorisés.

ETUDE DE QUELQUES ASPECTS DE LA PRODUCTION ET DE L'UTILISATION
DE LA PHOSPHATASE ALCALINE P'ESCHERICHIA COLI
Phosphatase alcaline = Pho A

Le guiet comporie 3 parties indépendantes :

PREMIER JOUR (durée:6h + 1 heurederepas)
La méme solution enzymatique {PhoA) sera utilisée dans les parties 1 et 2,

1.

CINETIQUE DE DENATURATION THERMIQUE DUNE ENZYME SOLUBLE ou
IMMOBILISEE: Pho A

PhoA catalyse la réaction :

pNPP + HyQ0 — pNP + Pi
pNPP = paranitrophényl phosphate de sodium
pNP = para nitrophénol

NP
pNP abeorbe la Jumitre 8 420nm,  hgpq = 1650 m2mol-1 4 pH = 9,3,

Remargue : la solution de pNPP (20 mmel.L—1) est préparée dans du
tampon Tris HO£ 0,1 molL—1, pH = 9,8 ;1e trajet optique est de 1 em.

Une cihétique concernant I'enzyme soluble et une autre concernant 'enzyme immobilisée
geront i effectuer devant un examinateur .
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1.1. Détermination de l'activité enzymatigue initiale de PhoA soluble
- Dans une cuve, introduire ;

+ 2 mL de pNPP & 20 mmol. L1
- 0,5 mLdeMgC£2 & 10 mmol.L-1
- Préincuber quelques minutes & 37°C.
- Déclencher la réaction en ajoutant 20 pl. de Phod .
- Mesurer les yariations d'absorbance & 420 nm en fonction du temps :
- durée 30 8 en méthode automatique,
- ou 2 min en méthede manuelle.
- Déterminer Yactivité de PhoA soluble en UL mL—~1

1.2. Immobilisation de PhoA par inclEion dans des billes d'alxinate

- Dens un tobé & centrifuger contenant 15 mL d'alginate de sodium a 1,5% (m/v), ajouter
100 pl: de la sclution PhoA.

- Bien homogénéiser 4 'aide d'un agitateur de verre,
- Centrifuger 3 min & 500 g afin de dégazer la solution.
«Transvaser la solution visgueuse dans une seringue montée sur un support.

- Laisser tomber goutte 4 goutte dans un bécher contenant 150 & 200 mL environ dune
solution de CaCéy A 2% (m/v) placée 4 4°C.

- Incuber les billes formées au moins 1 heure A température ambiante afin qu'elles
atteignent un état do dureté suffisant,

- Récupérer leabillea par filtration (passoire, gaze ou putre...)

- Rincer les hilles avec environ 10 mL de tampon Tris — HC£ pH 9,8,

-Tarer chacun des 6 tubes,

- Répartir équitablement lss billea 4 1'nide d'une spatule fine dans Jes 6 tubes & ?_émolyse.
- Déterminer 1a masse de billes eontenues dan#chaque tube ot la masse totale des billes.

Remarque : Eviter que les billes restent trop longiemps 4 1'air.

1.3. Détermination de I'activité enzymatigue initiale de PhoA immobilisée

Réaliser simultanément un essai (tubs & hémolyse n°1 contenant PhoA immobilisée) et un
témoin réactif (tube T).

- Préincuber les 2 tubes & hémolyse 4 37°C.
- Préincuber les solutions (MgC#£y 10 mmol.L~1 et pNPP 20 mmol. L. -1} 4 37°C,
- Dans chaque tube, introduire :

- 0,6 mL deMgCfs 10 mmol.L-!

- 2 mlL de pNPP & 20 mmol. L1
- Bien homogénéiser au vortex pendant 5 a exactement,
- Placer rapidement les tubes & 37°C et déclencher immédiater.nent lo chronomaétre.
- Aprés § min, hamogénéiser au vortex pendant § s
- Prélever la phase liquide du tuben’l, La conserver dane la glace jusqu'aux mesures,
- Mesurer I'abgorbance de la phase liquide 4 420 nm contre le témuin réactif (T).
Caleuler I'aciivité enzgymatique en Ulg—1,
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14,

Réalisation des cinétiquea de dénaturation et détermination des activités enzymatiques

réaiduelles.

Phed soluble et Phod immobilisée sont traitées & 70°C. Les temips d'incubation a 70°C
sont de 30 8, 1, 2, 3 et 5 min,

14.1. Déneturation

14.1.1.

1.4.1.2.

Dénaturation de Phod soluble

- Utiliser & nouveaux tubes & hémolyse (A, B, C, D at E),
- Dans chaque tube, introduire 50 nL de PhoA.

- Boucher par du coton cardé,

- Placer les tubes dana un bain thermaostaté & 70°C et déclencher le
chronométre,

- Aprés des temps: 30 s, 1, 2, 3 et B min, retirer les tubes du bain
thermostaté et les plonger immédiatement dana la glace.

Dénaturation de Phod immobilisée

- Reprendre lea tubes n°2 & 6 contenant PhoA immobilisée (préparés en
1-2)

- Dana chaque tube, ajouter 0,6 mL de MgC£2 4 10 mmol L-1
- Boucher par du coton cardé, :

- Placer les tubes dans un bain thermostaté 4 70°C et ddclencher le
chronométre. S

- Aprés des temps ; 80 5, 1, 2, 3 et 5 min, retirer les tubes du bain
thermostaté et les plongor immédiatement dans la glace.

14.2. Détermination des activités enzymatiques résiduelles

1.4.2.1,

1.4.2.2.

Détermination de I'nctivité onzymatiqus soluble résiduelle

- Préincuber les solutions (MgC£2 & 10mmol.L—1 et pNPP
20 mmol. L—% & 37°C.

- Préincuber lestubes A, B, C,Det E 2 37°C,
- Dans chaque tube, introduire ;

- 0,6 mL MgC£2 & 10mmol.L-1

- 2mL pNPP 4 20 mmol L -1

- Mesurer immédintement ;es variationa d'absorbance & 420 nm en
fonction du temps (comme en 1,1.)

Caleuler les activités enzymatiques résiduelles en ULmI~1,
Détermination des activités enzymatiques immobilistes

Réaliser on paraliéle un témoin réactif (tube 1" fdentique & celui du 1.3,
et les b essais (tubesn®2 & 6 contenant PhoA immobiliste)

- Préincuber [a solution de pNEP & 87°C.
- Préincober tous les tubes & 87°C.

- Dans chaque tube, ajouter 2 mL de pNPP 4 20 mmol L -1,

- Mélanger 4 I'aide d'un vortex pendant 5 s,
- Replacer Jes tubes & 37°C et déclencher le chrononitre.
- Attendre 5 min,

-Homogénéiser au vortex pendant 5 8 ot prélever rapidement le
surnageant. -

- Mesurer 'absorbance & 420 nm contre le témoin réactif T",

Calculer les activités enzymatiquss immobiliséés résiduellea en ULg—1,
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COMPTE-RENDU

1,

En raisonnant sur les quantités J'efizymes en UL apportées et récupérées lors de
l'immobilisation, déterminer le pourcentage d'immobilisation.

Pour PhoA soluble et PhoA immobilisée, présenter les résultats expérimentaux sous forme de
tableau,

(Indiguer les ectivités initiales, les activités résiduelles, lea rapports activité
résiduells/activité initiale exprimés en pourcentage, en fonction des temps d'incubation &
70°C). '

A I'side d'un ordinateur ou sur papier millimétré, tracer, pour PhoA soluble et pour PhoA
jmmobilizés, sur lo méme graphe, les conrbes pourcentage d'activité résiduelle par rapport &
T'activité initiele en fonction du temps de dénaturation.

. Anialyser et interpréter ce graphe.

Sur le graphe, déterminer le T1/2 (temps pour Jequel l‘ang'ivité enzymatique est divisée par 2)

pour Phod soluble. .
Déterminer, sur le graphe Ja valeur de V'activité résiduelle & ce temps pour PhoA immebilisée.

ELECTROPHORESE DENATURANTE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE (PAGE — 8DS;
TECHNIQUE DE LAEMMLI
On veut déterminer la masse moléculnire de PhoA en gel de polyacrylamide en milieu dénaturant

(gel de résolution: T = 12 % (m/V),C = 2,67 % (m/m)).
Les divers gestes techniyques seront réalisés devant un examinateur,

2.1.

2.2,

2.3.

Quantification de ]'échantillon PhoA
. Diluer PhoA soluble au 1/10e dans du tampon A.
- Mesurer l'absorbance & 280 nm.
- Evaluer la concentration en protéine,
(On donne: 1 UAagg correspond & : 1 mg.mL—1 de protéine).
- Ajuster éventuellement lasolution diluée de maniare & co que la concentration en protéine
soit comprise entre 0,2 et 0,5 mg.mL—1,

Préparation des échantillons PhoA et Etalon

Les échantillons sont - Pho A dilué
- Une solution étalon contenant des protéinea de masse moléculaire
connue,

- Redilucr PhoA et I'étalon au 1/4 dans du tampon B (tampon de charge dénaturant).

- Anmoment de I'emploi, chauffer au bain-marie bouillant pendant 4 min.

Dépdt des échantillons et glectrophorése

- Effectuer un dépét de 10 L d'étalon & cbté de 10pL de PhoA dénaturé.
- Frire migrer environ 35 minutes sous une tension conatante de 200 V.

ASPECTS MICROBIOLOGIQUES DELA PRODUCTION

3.1

Vérification des caractéristiques phénotypiques de In gouche produetrice 3"
Différentes souches peuvent produire de la phosphatase alcaline.
- A partir de la culture pure de souche productrice, fournie sur gélose ordinaire (repérée” 8" :

. réaliser
- un examen microscopique (*)
- un test enzymetique approprié (*}
et interpréter les résultats.
. réoliser un isolement sur gélose ordinaire et ensemencer les milieuz misé disposition pour la
vérification des caractéres culturaux et biochimigques. Justifier ces recherches.

(*) Lesrésultats seront montrés aux examinateurs, la rédaction correspondante sur le compte
randu étant déja effectuée.
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3.2. Recherche de contaminnnts en cours de fermentation

A partir du tube repéré "F" contenant un échantillon du milieu de fermentation en cours de
praduction :

- réaliser un examen microscopique (montrer celui-ei & un examinateur) , interpréter et
exploiter le résultat , i . B

- réaliser lea isolements jugés utiles sur les milieux mis 4 disposition,

- justifier les choix effectuéa,

DEUXIEME JOUR (durée:2h }

ELECTROPHORESE DENATURANTE EN GEL DE POLY ACRYLAMIDE
Détermination de la masse moléculaire de Phoh.

Donnée:

La phosphatase alcaline, majoritaire, est conatitnée de deux sous-unités identiques. Les gels ont
£&té colorés au bleu de Coomasgie et contrastés, éventuellement séchés ou photographiés.

La composition de 1'stalon est fournie on ammexe,
Questions : exploitation des résultats de l'slectrophorése dénaturante en gel de polyacrylamide.

- Dresser un tableau consignant les masses moléeulaires et les Rt (lysozyme} des protéines
étalons,

- Exploiter de méme la ou les bandes de 'extrait de PhoA.
- Quelle est la masse moléculaire de la protéine de la bande la plus intense 7

- Quelle est la masse moléculaire de la phosphatase alealine native ?

Justifier les réponses.
Annexes ;
Protéine Masse moléculaire M en kD

Phosphorylase B de musele de lapin ' 97.4

Sérumalbuimine bovine 66,2
Ovalbumine d'oeuf de poule 48 5, o

Anhydrage carbonique bovine 31
Inhibiteur trypsique de soja 21,5
Lysozyme d'ceuf de pouls 14,4

Rt = distance de migration de la.i)rntéi.ne X

distance de migration du témoin
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3. ASPECTS MICROBIOLbGIQUES DELA PRODUCTION
3.1, Identification dela souche productrice "S",
. Déterminer le profil numérique de la souche et identifier cefle-ci.

-Observer les résultats et vérifier lidentification obtenue par une démarche
dichotomique et exposer celle-ci dans le compte-rendu.

3.2. Racherchede contaminants en cours de fermentation
. Observer les cultures obtenues,
. Réaliser les tests enzymatiques nécessaires.

- Présenter et exploiter les résultats en justifiant une orientation possible de
'identification du contaminent.

g(\pi 20 € TABLEAU DE LECTURE

RESULTATS
TESTS SUBSTRATS REACTIONS/ENZYMES NEGATIF POSITIF
ONPG :!“"';!'""" hal I incolora jauna (1)
ADH niginine miginine dihydrolase Jauns rouged nrangd {2)
LBG Iyaina lysine déoarboxylnse § jmung orangd
ngg otnilbing ninlihine décarhoxylsse jnuny rouged orangd (2)
o] chrate de sodhim utliisalion dv citrata " yori ptetievrs ] biauevorlf bleu {3)
[ Ihiosulinte de sodium production d'HaS incoloral grisire { dépdl nol/ lin Rsard
URE urda ALY ' jsuna touger orengd
TOR | Immddint
TDA Iryplephzna ryptopheng dessminasa
Jaune I marvon foncd
. INMES] immédial ou INDF 2 mn
UL ] tiyplophans production dndale IAMES JRies
Ineatore
Vedt pblejaune foie
IND IND
Jaune - Annuasu Aouga
VP Y 4P 2} 10mn
Lve] pyrovale de spdivm production d'acéloine lncolore {o3drouge
{BELJ géinting du Kohn gelstinase [E—— ;Tm“:'r?!nu:‘i‘v
GLI.I.._ . | olucose lsrmentalion! oxydahon (4_:_ tlew! blayverl Jaune
MAN mannital iormenialiond oaydation T blaus blew-yert Jaune
[+ inosltol {ermentalfon! aaydation (4} bieu! blgy-ver! Juuna
8OR wibilol jornaniahon/ oxydaiion {4) — bleut blawverl Juuns,
HHA thathisnd tanmenintiunt axydation (4] . bisus bleu-ver Jsuns
SAC shecharone {stmenistion’ oxydation (4] " paut btew-ver daune
MEL malibioss Iarmontation? axydation (4] blsuf blev-varl Jaune
AMY amypdaling Ietmentation! oxydation {4} hieuf bleu-var Jeune
ARA arabinose '] te¢mentationd oxydation {4} blewt bileu-vor Juune
ox/ 1-2'mn
ox sut paplat ﬂltr, cylochiome-oxydass incotore | violst
M MT T+ NIERES 33 mn
NOp-NOz | lbe GLU production ds MOy Jeune I roupe
. In
réduction au plade Ny 1ouge . laune
MOB (APL B {mictoscope) mobilitd Immobe mghile
MAC miheu da MecConkey cullura aur . absance présance
Teimanialioh : $6US hulls R Joune
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EPREUVES DE LA SESSION 1996

EFREUVE DE FRANCAIS : SYNTHESE DE DOCUMENTS
DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 2

Vous ferez une synthése objective, concise et ordonnée des
documents ci-joints sur le mythe du cow~-boy.

Dans une bréve cenclusion, vous donnerez votre point de vue
sur la gquestion.

OCUMENT 1 ALBUMS

On m'a dit la vie au Far-West et les Praires,

Ef mon sang a gémi : «Que voild ma patrie !...»
Déclassé du vieux monde, &tre sans foi ni loi,
Desperade | 14-bas, 12-bas, je serai roi !...

Oh 1i-bas, m'y scalper de mon cerveau d'Europe !
Piaffer, redevenir une vierge antilope,

Sans littérature, un gars de proie, citoyen

Du hasard et sifflant l'argot californien !

Un colon vague et pur, éleveur, architecte,

Chasseur, pécheur, joveur, au-dessus des Pandectes(7),
Entre la mer, ef les Etats Mormons(2) | Des venaisons
Et du whisky ! v&tu de cuir, et le gazon

Des Prairies pour lit, et des ciels des premiers 4ges
Riches comme des corbeilles de mariage !...

Et puis quei ? De bivouac en bivouac, et la Loi

De Lynch{3) ; et aujourd’hui des diamants bruts aux doigts,
Et ce soir nuit de jeu, et demain la refuite

Par la Prairie et vers la folie des pépites !...

Et, devenu vieux, la ferme au soleil levant,

Une vache laitiere et des petits-enfants...

Et, comme je dessine av besoin, A 'entrée

Je mettrais : «Tatoueur des bras de la contrée» !

Et voila, Bt puis, si mon grand coeur de Paris

Me revenait, chantant : «Oh ! pas encor guérj !

«Et ta postérité, pas pour longtemps coureuse 1...»

Et si ton vol, Condor des Moniagnes Rocheuses,

Me montrait I'Infini ennemi du confort,

Eh bien, j'inventerais un culte d'Age d'or,

Un code social, empirique et mystique

Pour des Peupies Pasteurs, modernes et védiques(4) 1..,
Oh ! qu'ils sont beaux les feux de paille ! qu'ils sont fous,.
Les albums ! et non incassables, mes joujoux !...

Jules LAFORGUE (1860-1887)
Des Fleurs de bonne volonté, 1850

(1) Pandectes recueils de lois

(2) Mormons  : membres d'un mouvement religiewy installés dans §'Utah
{3) Loi de Lynck: : aux Etats Unis, procédure expéditive & U'égard des criminels
{4) védigues . en rappart avec les livres sacrés de I'Inde. Dans le contexte live »

atlachés & des traditions sacrées et immémoriales.,
a96~1



DOCUMENT 2

W FILTER CIGARETTES

20 CLASS A CIGARETTES

Publicité Marlboro parue dans la presse frangaise
dans les années 1980
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DOCUMENT 3 LES CHEVALIERS DU FAR WEST

Aucun mythe n'est plus répandu, intégré dans la fibre culturelle
contemporaine que celui du western. A l'aube du 2le sitcle, il est
fascinant qu'un contexte historique plus que centenaire conserve une felle
actualité, une telle vitalité, Par les comportements et les aspirations, la
mode vestimentaire et méme le type d'alimentation qu'il diffuse, le
western  est devenu une référence mondiale, I'étoffe d'un réve
omniprésent. ’

Le vétement le plus populaire de la plandte est le blue<jean, image
de marque du cow-boy. Et le vétement n'est-il pas le signe le plus
manifeste de 1'image que 1'on désire projeter 7 Avec la popularité du jean,
les émules des cow-boys se comptent par centaines de millions. Comment
expliquer cette emprise universelle ? Deux facteurs, semble-t-il, entrent
surtout en jeu : la puissance archétypale du mythe et le contexte techno-
culturel de notre sigcle,

Du chevalier au cow-boy

Le cow-boy est en fait I'héritier démocratique de la figire
mythique du chevalier. 1l évoqué les innombrables légendes qui ont suivi
de tout temps et en tout lieu la domestication du cheval, mais en les
adaptant au grand public moderne.

Le chevalier est celui qui maltrise sa nature animale. Par 13, il
s'éleve au-dessus des autres hommes, jouit d'une puissance, d'une
mobilité, d'une liberlé supéricures. C'est & lui qu'incombe la haute
responsabilité de rétablir la justice, de défendre le faible et 1'opprimé.
Mais il est vulnérable, car 5'il vacille, il tombe de haut, et solitaire, car
n'est pas chevalier qui veut. L'attrait du mythe chevaleresque vient de ce
qu'il y a en chaque homme un double réve de maitrise de soi et de
prolongation de la justice. Pendant lengtemps ce réve est resté inaccessible
au plus grand nombre,

Avec les révolutions américaine et frangaise, le grand principe de
['égalité des hommes va s'imposer partout, transformant les mentalités,
L'idéal romanesque du western vient 3 point nommé se $ubstituer A un
mythe par trop élitiste. La dignité et la liberté du cavalier sont désormais 4
la portée de l'imaginaire de chacun, hors de toute distinction de caste ou
de rang social. Un personnage du Nouveau Monde, le cow-boy, se greffe
ainsi sur un mythe ancien et s'appréte & fasciner la terre entiére,

Gary N.GRANVILLE, "L¢ courrier de 1'Unesco", Sept. 1989

DOCUMENT 4 LE MYTHE DE L'QOUEST AMERICAIN

«f'ai toujours agi seul comme un cow-boy' conduisant son troupeay, un
cow-boy entrant seul dans une ville sur son cheval, sans méme un Pistolet,
parce qu'il ne vient pas pour tirer. 1 agit, se trouvant au bon endroit au
bon moment.» Telle est 1'éwrange confidence que fit Henry Kissinger 4 la
célebre journaliste italienne Oriana Fallaci en décembre 1972, alors que
les succds diplomatiques de 1'sambassadeurs du président Nixon le
plagaient au sommet de la popularité, Qu'un brillant sujet de Harvard
puisse se comparer sans ambages aux héros des westerns de série B nous
laisse songeurs. Mais, pour les Américains d'aujourd'hui, cette référence
incarne, mieux qu'aucune autre, les valeurs traditionnelles de leur pays.
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Ainsi donc, aprés avoir &6 conquis au sidcle dernier, 1'Ouest, avec
ses paysages, ses figures légendaires et ses valeurs propres, 4 fini par
conquérir le continent tout entier. Alors que le déveioppement industriel,
'urbanisation et une forte immigration transformaient 1'Est en une
véritable ruche, au-deld du Mississippi triomphait encore une civilisation
rurale. L'implantation des industcies minitres n'y change rien : 1'Guest,
c'est le Toyaume des espaces, des chevauchées, des Indiens, de 1a violence
- une image que véhiculent journalistes et voyageurs. II est entré dans les
moeurs. On #'en réclame, on 'affiche : d"honorables sénateurs débarquent
du train 3 Washington en bottes et stetson(l) de cow-boy, parfois le colt a
la ceinture... : :

Voici plus d'un sidcle que cette contrée mythique nourrit les réves
de millions d'Américains. La légende de 1'Ouest est d'abord apparue dans
la littérature bon marché, le roman de quat' sous, le dime novel. Le
précurseur en la matidre s'appelait Ned Buntline. Lors d'un voyage dans
les Plaines, il avait rencontré un jeune éclaireur «vanitex comme une Jolie
Jemme», William E. Cody (1846-1917). Buntline bavarde avec Cody
devant une bouteilie de whisky. A son retour, les lecteurs du New York
Weekly découvrent «un héros de I'Ouest : Buifalo Bill est né. Buntline a
lancé  une mode, Romans-feuilletons et magazines se remplissent’
d'histoires invraisemblables, celles que tous les hibleurs de 1'Ouest - et ils
sont nombreux - se plaisent & brailler dans les saloons. A la fin du XIXe
sigcle, 1'image héroique de 1'Ouest a envahi tous les esprits.

La figure du cow-boy émerge de ce maelstrdm(2) au cours des
années 1880. Il représente alors la génération des constructeurs d'une
pation puissante et dynamique. En 1902, un ancien €Rve de Harvard,
Owen Wister, publie Le Virginien : le cow-boy a trouvé son Victor Hugo.
Ce roman se vend pendant trois ans 3 plus de trois cent mille exemplaires :
on ne compte plus les rééditions, Wister offre 4 I' Amérique un personnage
3 sa mesure : grand, le teint clair, les yeux bleus, beau parleur, le courage
du «Virginiens n'a d'égal que son sens de l'honneur, Adroitement,
1'auteur a cherché 3 réconcilier I'Bst et 1'Ouest. Comme 1'indique le titre,
‘le héros n'est pas né dans 1'Quest ; il a méme regu une éducation de
gentleman avant de devenir cow-boy. Il joint & 1'esprit chevaleresque un
ndividualisme farouche” hérité des pionniers. De cette conjonction naft un
vrai Américain dont les «ennemis sont & la fois Wall Street er les
syndicats» (préface 4 1'édition de 1911).

Philippe JACQUIN, "L'Histoire", n°133, mai 1990

(1) Stetson : chapeau 2 larges bords
(2) maelstrim : tourbillon
DOCUMENT 5 LES MYTHES DE LA REALITE

Comment fabrigue-t-on un cow-boy ?

Ce qui a séduit les Américains, c'est le coté sauvage. Dans les
années 1870, les joumnalistes venaient couvrir les guerres indiennes et
croisaient ces bandes de jeunes, les cow-boys - terme encore péjoratif, Ces
hommes ont un mode de vie qui n'existe pas dans 1'Est : le nomadisme -
un homme A cheval - qui §'éteint Jentement ailleurs. Les représentants de
la culture industrielle sont attirés par ce mode de vie pastoral, témoin de
I'équilibre de I'homme dans le milieu riaturel. Les journalistes ont ainsi
fait croire que le cow-boy vivait de fagon trds saine, en osmose avec la
nature. Le travail proprement dit va étre déformé puisqu'on supprime le
cbté paysan. Pour une partie de 1'élite du Nord-Est américain, le monde
rural est méprisé, peuplé de gens rustres et brulaux.: Le cow-boy reste
socialement supérieur, il est & cheval. Les vaches "ne font" pas trés
“esthétique”. La peinture, la-littérature, la photo vont préférer valoriser et
accentuer :1'aspect dynamique, la jeunesse. En méme temps elles vont
développer le mythe de la vie libre.
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Au départ, le c6té brutal va faire plaisir aux romantiques de 1'Est
qui aiment cette espdee d'anarchisme. Le caractdre rousseauiste attire,
I'indépendance, la vie sans loi. [...]

Le cow-boy est un personnage des villes, Les journalistes, les
écrivains vont enraciner le cow-boy dans une tradition américaine du
roman, qui avait déja forgé des personnages exceptionnels. Le cow-boy va
étre intégré aux trappeurs, aux chasseurs d'Indiens, pour en faire un
héros. Certains écrivains vont méme astucieusement l'intégrer 3 des
personnages de la vie urbaine : le confidence man. Par-¢e biais on met en
garde contre Ja ville, contre laquelle it faut se forger une moralité, -

Le western au cinéma ne fera d'ailleurs que réutiliser ce mythe, les
scénarios copiant les romans de la littérature populaire, Quand le western
arrive au début du sitcle, le personnage est déja en place : il ne s'occupe
plus de bétail. I est armé - alors qu'en réalité il ne 1'était pas - , il est
blond aux yeux bleus, un WAPS - alors que la plupart sont métis, noirs.
Le cow-boy ¢tablit le lien ainsi entre I'Amérique pastorale des premiers
temps, et une Amérique industrietle.

- Ces hommes de 1'Est sont-ils hostiles aux Indieng ?

Ils inventent leur Indien, comme leur cow-boy, pour pérenniser la
hiérarchie soctale soutenue par l'archétype américain ol tout le monde
peut réussir. Il suffit de se conformer & ce mythe, de ne pas le critiquer,
aujourd'hui il recouvre 1'histoire américaine, mais aussi d'autres valeurs
de la société occidentale. Cette image englobe une forme de vie et une
forme de loisirs ol la nature est un lien de ressourcement de valeurs, Les
quartiers pour ces "ouvriers agricoles" étaient minables.

- Sur place, la ségrégation par I'argent est plus forte que la
ségrégation raciale, on le voit bien dans les villes du bétail,

Le quartier pour les cow-boys - red light district - est réservé pour
le plaisir avec des saloons minables, des prostituées. Le sol est en terre
battue, ils sont mal éclairés, I'alcool est frelaté. Les saloons plus
confortables accueillaient les propriétaires.{...]

La ségrégation a lieu en ville et dans les ranchs, mais peu sur la
piste, comme sur les chantiers de nos villes. En revanche les cow-boys de
couteur sont moins payés pour un travail identique.

- Et aujourd'hui que reste-t-il du cow-boy américain ?

Dans ['Ouest américain on continue 2 faire de I'dlevage,
rationalisé, semi-extensif, Les troupeaux sont surveillés i cheval et en
hélicoptére. On 2 creusé de vastes puits dont on pompe I'eau par éolienne
dans les nappes phréatiques,

. Le rodéo est devenu un spectacle machiste, sensé démontrer la
virilité, la force, le courage des hommes. il n'a plus’ beaucoup de liens
avec le métier d'éleveur,

- Et ce mythe est-il toujours porteur ailleurs due dans |'Ouest ?

Bien str, comme chez nous Jeanne d'Arc, Du Guesclin, Napoléon.
Le succds du film "Impitog'able" le montre bien. Il casse un peu le mythe
en présentant des héros négatifs, mais casser le mythe le renforce. Clest
un signifiant histerique, le fait que 1'Amérique de 1992 fasse de son
meilleor film un western avec des cow-hoys, un Indien. Clint Eastwood
porte parfaitement 1'image du cow-boy doni on pariait : yeux bleus, grand
gaillard... c'est le Gary Cooper ou le John Wayne de la fin du XXe siecle,

Entretien avec Philippe JACQUIN, 065 "Calades Anis et Cultures™, n® 147, février 1994,



EPREUVE D ANGLAIS
DUREE : 2 HEURES COEFFICIENT : 2
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¢L'usage de la caleulatrice et du dictionnaire est interdit)

VEGETABLE VACCINES KEEP THE DOCTORS AWAY

VOLUNTEERS are being recruited to eat raw (2) potatoes in the firet human trials of a vaccine grown in
genetically engineered vegetables. Researchers in Texas hope that people who eat the potatoes will '
protected against commen gut (3) infections. They believe this technique could prove to be a cost-effective (
way of growing vaccines in developing countries where such disenses are atill killers.

Other researchers previously succeeded in using similar techniques to produce potential vaccines |
{Technology, 21 January 1985), Now Hugh Mason and hie colleagues at Texns A&M University ha
successfully toated their plant vaceines on mice and plan to recruit 15 volunteera for 8 human trial,

The team first tested the technigue in tobacee plants. They took a strain of Escherichia coli bacteria that
cnuses food poisoning, and identified the part of the poison which binds to (5) its victime' gut cells. They th
used a modified plant bacterium called Agrobacterium tumefasciens to transfer the segment of DNA whi
manufactures the binding protein into the tobacco plant. Under normal circumstances, these bacterie transf
packats of DNA into plant cells to force the plant to manufacture the nutrients they need. But in the modifi
bacteria, the DNA package includes the gene to produce the binding protein.

Once the foreign DNA segment was incorporated into the tobacco'a own DNA, the bacteria were killed of
with antibiotics. Mason'a tenm then grew these modified tobacco plants and found that the cuttings produc
the E. coli binding protein, - :

Proof of success came when the tobacco leaves were mashed up (6) and squirted (7) inta the stomacas of
mice, Mason says that within daya the mice started producing apecific entibodies to the E. coli poison, b
suffered no il effects from digesting the binding protein. Mason then produced genetically enygineer
potatoes and fed these to mice, with similar results. ‘

Mason's team have used plants to produce vaccines against a number of other infectious agents. For
example, they have made a vaccine using a protein from the shell (8) of the Norwalk virus, which caus
diarrhoea in children,

A third vaccine has also heen produced in tobacco using a surface protein from the hepatitis B virus, But
Mason says that so far they have only been able to produce small amounta of it in potatoes. Although ¢ vacei
salready exista against hepatitis B, a cheaper plant version could make mass immunisation possible.

One problem with growing potatoes to produce vaccines is that cooking tenda to destroy the protein
component of the vaccine, a0 they must be eaten raw, Mason thinks that banana may be a better option. "0;
bansna could potentially produce a whole host (9) of different vaceines", says Mason.

Abi Berger - The New Scientist - 12 Augusi: 1996

Yocabulary:

1) tokeepaway : éloigner, tenir éloigné
2} raw iocru

3) gutinfection : maladiede l'intestin
4) cost-effective : rentable

5) tobindto

se lier 4, a'accrocher &

6) tomashup : broyer, éeraser
7 tosquirt s injecter

B} shell 1 (ici) paroi

9) host : multitude

1 Compte Rendu en Francais

Vous rédiger:
{230 mots).

ez un compte rendu du texte en langue francaise en faisant ressortir les idées ensentielles

(10 pts)
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Redaction en Anglais (10 pts)

Le candidat choisira I'un des deux sujets suivants. Il indiquera clairement s'il a choisi le nutnéro 1 ou 2.

1 According to Hugh Mason "One banena could potentially produce a whole host of different
vaccines”, In your opinion, what are the positive and/or negative implications of this statement ?
(260 words max.) .

2 Hugh Mason and his colleagues plan to recruit 15 volunteera for a human trial on genetically
engineered vaccines in vegetables. If you were given the opportunity, would you volunteer to
take part in the test ? Justify your reasons and explain your own position concerning genetic
engineering applied to man, (250 words max,) :

EPREUVE DE MATHEMATIQUES ET SCIENCES PHYSIQUES
DUREE : 4 HEURES . COEFFICIENT : 4 .

ERE PARTIE : MATHEMATIQLES

Rappel: Le clarté des raisonnemenis et lo qualité de la rédaction interviendront pour une part
impartante dans l'appréciation des copies.
Liugage des instruments de caleul et du formulatre officiel de mathématigues est autorisé.

EXERCICE] - (8 points) - Etude statistique des groupes sanguing

"D'une part, le sang humain est classé en quatre groupes disctinets : A, B, AB et 0. Sur une
population P, les groupes sanguine se répartinsent d'aprés le tableau suivant ;

A B AB - 0

41 % 10% 4% 45%

D'autre part, le sang peut posséder le facteur Rhésus : si le sahg d'un individu poasada ce
facteur il est dit de Rhésus positif (noté Rh+) , #'il ne posstde pas ce facteur il est dit de
Rhésus négatif (noté Rh-),

Pour chaque groupe la proportion d'individus pesasdant ou non le facteur Rhésus se répartit

d'aprés le tableau suivant ; ’
Groupe A B AB 0
Rh+ 84 % B1% 86 % 80 %
Rh~™ 16 % 19 % 16 % 20%

Ainsi, 1a probabilité que 1o sang d'un individu tiré au hasard soit de Rhésus positif sachant que son
groupe est A vaut P (Rh+/A) = 0,84

Les deux parties peuvent étre traitées indépendamment Tune de l'autre.
Lea valeurs approchées des résultats numérigues finaux seront données au centieme le plus
proche.

~ lévre PARTIE:
Un individu ayant un sang du groupe O et de Rhésua positif est appelé un donmeur universel,

1.1, Montrer que la probabilité poﬁr gu'un individu pris au hasard dans la population P soit un
donneur universel ast 0,36, .
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1.2. En considérant chacun des autres cas : groupe A et Rh+, groupe B et Rh+, groupe ABet
Rh +, démontrer que la probabilité pour qu‘un individu pris au hasard dans la population P
pit un sang Rh+ent 0,82,

2é¢me PARTIE :

Au cours d'une collecte de dons bénévoles, supposés tirés au hasard dans la population, on recueille
n flacons. La probabilité qu'un flacon contienne du sang du groupe AB— est p = 0,006,
On note X la variable aléatoire égale au nombre de flacons de gronpe AB-.

21" L'effectif de la population est assez grand pourqu’on admette que Ia varinble aléatoire X
suive une loi binomiale,
Quels sont les parnmétres de cette loi ?
Caleuler en fonction de n I'espérance mathématique de X.

2.2, On admet deplus quelenombre n de flacons est assex grand pour gue l'on puisse
approcher 1a loi de probabilité de X par une loi de Poisson.

2.2.1, Exprimer, en fonction de n, le paramétre de cette loi,

2.29. Caleuler la probabilité d'avoir au moins un flacon du groupe AB ~ an.cours de cette
collecte.

993 Combien doit-on au minimum recueillir de flacons pour gue cette probabilits soit
pupérieure & 0,957

224, Cerésultatest-il compatible avec les conditions d'approximation de la loi binomiale
par la loi de Poisson ?

EXERCICE 2 ;- (12 poinis) - Etude de In production industrielle de pénicilline..

Lora de la. production industrielle de péricilline G par Ia mojsissure Peniciltium chrysogenum,
T'évolution de 1a bicmasse de moisissure dansle fermenteur est suivie par des déterminations de masse
séche,

Les deux parties penvent éire traitées indépendamment les unes des auires,
Les résultats numérigues seront donnés par valeur décimale approchée par défant

@ 10 ~* prés.

lére PARTIE : Etude théorique.

On admet que la quantité X do biomasse, en grammes par litre, sur un intervalle de temps donné
et solution de 'équation différenticlle :

dX
—= kX,
dt
oit k est une constante réelle strictement positive, et obt sot 1o temps exprimé en heures.
1.1.  Donner la sclution générale de cette équation différentielle.

1.2, Exprimer X en fonetion de t, sachant que:

X(0) = 2,7 et X(20) = 24,
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2éme PARTIE : Etude expérimentale,

Au cours d'une sxpérience, les mesures de biomasse ont ét6 rassemblées dana le tableau suivant ;

temps t;

on hoazen 0 5 0 | 15 | 20 | 26 0 | 35 | 40

biomaag?lex i 2,48 4,53 8,85 165,08 | 23,34 | 86,60 | 42,12 | 44,32 | 45,21
en

2,1, Représenter le nuage de points de coordonnées {t;, X;) dans le plan rapporté & un repére
orthogonal ol :

2 ¢m représentent § heures sur I'axe des abacisses

1 ¢m représente 5 grammes par litre sur I'axe des ordonnées
2.9, On considdye que 1a phase de croissance avant ralentissement s'effectue durant les 25 premidres R

On pose U = InX, oit In désigne le logarithme népérien.

2.2.1. Déterminer le coefficient de corrélation linéaire du nuage des 6 points de
coordonnées (t;, Uy,

2.2.2. Déterminer, par la méthode des moindres carrés, une équation de Ia dreite d'ajustement
deUen t.

2,23, Vérifier que sur l'intervalle [ 0; 26], on a X (t) = 2,608 e 0108¢ (les constantes étant
calculées & 10-3 prés).

2.2.4. 'Tracer dans le méme repdre la courbe repréaentatwe dela fonctmn X déﬁme
sur l'intervalle [0;25].

2.3, On définit la productivité du systéme par la fonetion définie sur l'intervalle ] 0 ; 25] par

Xt
£ = .
t

Cette productivité est le coefficlent directeur de la droite (OM} oi O est 'crigine du repdre et M
le point de coordonnées (£, X (t)).

En utilisant la courbe tracée & la guestion 2.2.4., détermmer graphiquement l'instant ol la
productivité est minimale,
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2emMe PARTIE : SCIENCES PHYSIQUES

Rappel:

La clarté des raisonnements ef la qualiié de la rédaction interviendront pour une pan
importante dans I'appréciation des copies,

Seul I'usage d'une caleulatrice électironique, autonome, non imprimanie, 4 entrée unigu«
per clavier, est autorisée pour celie épreuve.

i.- MICROPHOTOGRAPHIE (15 points)

Un microscope est formé de deux lentilles convergentes :
- unobjectif I,; de vergence C; = 100 dioptries et de centre optique Oy.
- unoculaire Ly de vergence Cy; = 20 dioptries et de centre optique Oy,

1. Déterminer les distances focales de I'objectif L; et de l'oculaire Ly.

2. Un objet lumineux AB est placé & 1,2 cm de Oy {voirschéma - fig.1}

a) CompléterJe schéma en construisant limage A1 B; de AB donnée par l'ohjectif I,

b) Déterminer par le calcul la position de I'image A1B; de AB, L'image est-elle réelle ou virtuelle 7

c)

Définir et calculer le g'randissement'b’ 1 de l'cbjectif L; . L'image A; By est-alle droite ou
renversée par rapport i lobjet AB ? *

3. Surun film perpendiculaire & 1'axe optique du systéme de lentilles L) et Lz, on réalise une

photographie del'objet AB. Le film plan coupe I'axe optique en K telque 02K = + 16em

a)

b)

¢

IL -

I'objet AB étant toujours placé & 1,2 exe de 04, quelle doit 8tre la distance entre 0y, centre optigue
de 1'ohjectif Ly et Op, centre optique de l'oculaire Ly pour que 'image définitive A By donnée
par le dispositif des deux lentilles de I'objet AB soit nette sur le film.

Compléter lo schéma précédent en positionnant I'oculaire Ly (0, Fy , F' 2], le filmen
K et an construisant l'image AsBs que dorne i'oculaire Ly de L'image
intermédiaire A;By.

Sachant qué I'image formée sur le film est inscrite dans un rectangle de
dimensions 24 mm X 86 mm, calenler la longueur maximale de I'objet dont 1'image
peut ginscrire dans la plus grande dimension de co restangle.

Etude de la solubilité de l'éthanoate d'argent (20 points)
Le aymbole do litre est L.
Donnée : produit de solubilité K, (CHy COOAg) = 2X10~ 3

1. Ecrire 'équation de l'squilibre da solubilisation de I'éthancate d'argent dans I'eau.
Caleuler 1a solubilité de I'éthanoate d'argent dans 1'eau pure? '

9. Caleuler 1o solubilité de P'éthanonte d'argent dans une solution de nitrate d'argent &
0,2 mol. L-1 ? Conclusion. ’

3. Onmélange 50 mLd'une solution d'4thanoate de godium & 0,1 mol.L-1et )
100 mL d'une solution de nitrate d'argent & 210 ~? mol. L-1 .Y a-t-il préeipitation
de I'éthanoate d'argent 7 Justifier votre réponse.

4, #) Montrer qualitativement gue le précipité d'éthancate d'argent est soluble en
milieu trés acide.
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b} Etablir larelation dennant la solubilité s de 'sthancate d'argent en milieu acide
en fonetion de la concentration en ions Hg O+, du produit de solubilité
K; (CH3 COOAg) ot de 1a constante d'acidité K, du couple
CH; COOH/CH COO-.

¢} On donne la solubilité de 1'éthanoate d'argent dana différentes solutions pour
lesquelles on connait la concentration en ions Ha O+.

.
o 10~ X107 5XT0 X107

s 0,358 0,612 0,790 0,95
mol.L-2

Tracer le praphe s 2 = f ([ H3 0*)) ot mentrer que ces résultats expérimentaux
vérifient la relation précédemment trouvée.
En déduire la valeur du pK; du couple CH3 COOH/CHz COO .

REMARQUE : Toutes les questions sont indépendantes.

1I1.- CHIMIE ORGANIQUE (16 points)

1. On faitréagir ke propanal sur lui-méme : il se forme du J-hydroxy-2-méthylpentanal
{produit A}

) Ecrire les formules semi-développées du propanal et du produit A,

b) Ecrire I'squation bilan de la réaction du propanal aur lui-méme et nommer
chacune des fonctions présentes dana le corpa A.

¢ Quel estle catalysaur de cette réaction 7

d) Parl'éeriture d'une successicn d'étapes réactionnelles, préciser comment le
eatalyseur intervient sur Je propanal et comment 1 condensation du propanal
sur lui-méme a lieu pour conduire au produit A,

¢) Quel est le nombre de configurations différentes passibles pour le produit A 7

Justifier, Représenter dans le mode de représentation de votre choix I'isomére de
configuration 2R - 38, Justifier.

2. Par déshydratation en milieu acide, A (tous stérécisomdres confondus) donne un
. produit B.

g) Eerire 'équation bilan de la réaction et indiquer le nom du produit B ainsi que sa
formule semi développée.

b) Représenter les différents stéréoisoméres de B en précisant leur configuration Z
ouE,
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EPREUVE DE SCIENCES BIOLOGIQUES FONDAMENTALES ET GENIE
BIOLOGIQUE DUREE : 4 HEURES COEFFICIENT : 6

Calculatrices non autorisées.

LES VACCINS ANTIRABIQUES

Si la rage humaine & aujourd'hui quasiment disparu dans les paysindustrialisés, elle est encore bien
présente dang les pays en voie de développement. Par ailleurs la rage animale existe toujours en Europe
avec elle, Je risque de contamination d'individus humains, C'est pourquoi la vaccination antirabique e
toujours d'actualité.

Depuis la premidre vaccination contre Ia rage lancée par Pasteur il y a un sidcle, une série
ininterrompue de recherches a visé & améliorer l'efficacité et I'inocuité de cette vaccination, jusqu'at
travaux les plus récents faisant appel aux connaissances modernes de la biologie moléculaire et d
bistechnologies.

1. PRODUCTION D'UN VACCIN INACTIVE (45 points)

Le vacein actuellement le plus utilisé est un vaccin, constitué de virus entiers et inactivés. La
production de ce vaccin suppose d'une part de bien connaitre le virus et d'autre part de disposer de ce viru
en quantité importante,

1.1 Struciure du virus (20 points)
Le virus de la rage appartient A la famille des Rhabdoviridae.
C'est un virus enveloppé en forme d'obus, de symétrie hélicoidale, & ARN monocaténaire non
fragmenté de polarité négative. Son enveloppe est hérissée de spicules.
1.1.1 Proposer un schéma annoté de I'architecture d'une telle particule virale.
1.1.2 L'ARN monocaténaire est un élément de base de la particule virale.
1.1.2.1 Citer les constituants des ARN

1.1.2.2 Ecrire la structure chimique (formule développée) du fragment d'ARN suivant pApGpUpé
et faire apparaitre la polarité de cet oligenucléotide, la formule des bases n'est pas demandée.

1.1.2.3 Quelles sont les structures spatiales possibles d'un ARN 7 Comment sont-elles stabilisées ?
1.1.3 Préciser la nature biochimique des autres structures de la particule virale,
1.2 Cyele de multiplication viral (15 points)
1.2.1 Citer les différents modes de pénétration possible d'un virus enveloppé dans une cellule cible.

1.2.2 Donner la signification de I'sxpression "ARN de polarité négative”. Décrire les différentes étape
de la multiplication d'un virus comportant un tel ARN,

1.2.3 Déerire briévement le mécanisme de libération deg virions matures dans le cas d'un tel virus.

1.3 Culture en masse du virus (10 points)

Le virus est actuellement produit a échelle industrielle & I'aide de cellules animales en lignée continue
cultivées sur microporteurs dans des bioréacteurs de plusieurs centaines de litres.

1.3.1 Définir une lignée cellulaire continue, Dégager I'intérét de l'utilisation de telles cellules.

1.3.2 Exposer le principe de I'immobilisation de cellules,
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1.3.3 Dégager les avantages st inconvénients de I'utilisation de cellules immobilisées,

ETUDE D'UN YACCIN "SOUS-UNITE" (55 points}

Les vaccins antirabiques traditionnels présentent un risque potentiel, test pourquoi une des
plications les plus prometteuses de la technalogie de 'ADN recombinant est la production de vaccins
ous unité"” constitués uniquement de la protéine de surface, .

| Etude structurale de la protéine "vaccinante” (20 points)

La glycoprotéine d'enveloppe du virus rabique a été identifiée comme responsable du pouvoir
munisant du virus,

2.1.1 Définir britvement les différents niveaux d'organisation d'une protéine globulaire.

2.1.2 Chaque niveau d'organisation est stabilisé par certains types d'interactions ou liaisons. Donner
178 noms et leurs propriétés, Préciser & quel niveau elles interviennent.

2.1.3 Dans la glycoprotéine la fraction protéique est unie & la fraction glucidique par une liaison
valente N- glucosidique résultant de la combinaison entre I' a D-N-acétylglucosamine ot Y'asparagine.

2.1.3.1Eerire la formule de I'a D-N-acétylglucosamine sachant que le groupement acétylamine ost
rté par le carbone 2 et 1' o D-glucose.

2.1.3,2 Ecrire la formule détaillée de la liason N-glycosidique entre I'a D-N-acétjlglucosamine et
sparagine .
formule de 'agparagine eat ; HglN - cl}l -CHy- ?H - COOH

0 NH;
2 Production en masse de la protéine vaccinante (85 points)

La production en masse de la glycoprotéine est indispensable pour que soient testées les propriétés de
vaccin sous unité potentiel, Le clonage du géne a été effectud chez K. coli, mais son expression est
alisée chez Saccharomyces cerevisiae.

2.2.1 Clonage: le clonage du géne de la glycoprotéine passe par la synthése d'ADN, & partir de 'ARN,,
ral.

2.2.1.1 Fnire un schéma des différentes étapes de la synthése d'ADN,

| 2.2.1.2 Les fragments d'ADN, bicaténaires obtenus aprés une digestion partielle, sont insérés
ns in vecteur plasmidique.
nsertion est denc ainsi réalisée en effectuant sur le géne et sur le vecteur des coupures cohésives.
ux stratégies peuvent étre miges en oeuvre i- technique 4 une enzyme ’

- technique & deux enzymes
présenter par un schéma les résultats obtenus dans les deux cas,
el intérét présente la deuxiéme stratégie ?

2.2,1.3 Quels sont les réles des différents éléments représentés sur le document 17 Ot doit se faire
sertion du géne ? Justifier.

LacZ

Données: ORI Origine de réplication E. coli
ARS Origine de réplication levure
LEU2 Marqueur de sélection pour S. cerevisiae
terminateur Pi Promoteur de lac Z
: P2 Promoteur de géne de levure
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2.2.1.4 Les cellules d'E. coli compétentes sont ensuite transformées avec le vecteur recombinant,
Proposer et décrire une méthode qui permette de sélectionner le clone qui contient le géne d'intérét,

2.2.2 Pourquoi est-il indispensable d'utiliser Seecharomyces cerevisiae et non E, ¢oli pour produire la
protéine vaccinante ?

2.2.3 Conservation de la souche de Saccharomyces cerevisiae recoﬂ:lbiyée. ]
Présenter sous forme d'un tableau les différentes méthodes de conservation, en soulignant leurs avantag

et inconvénients.

3. ETUDE DE LA REPONSE VACCINALE (20 points)

Ld mise au point de vaccing ne peut pas étre dissociée de I'étude de la réponse immunitaire.

3.1 La réponse immunitaire dirigée contre un virus met.en jeu a:nticprps at l_ymphocytes T eytotoxique
Expliquer comment ces deux systémes peuvent contribuer 4 I'élimination du virus.

3.2 Les génes du Complexe Majeur d'Histocompatibilité (CMH) ont été impliqués dans la variation ¢
niveau de réponse immunitaire d'un individu & 'autre.

Décrire le réle des molécules de classe I et de classe I du CMH dans la réponse & une stimulatic
antigénique,

Préciser dans chaque cas l'origine et le devenir de J'antigéne,

EPREUVE. PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
A : ETUDE DE PROJET DUREE : 4 HEURES COEFFIGIENT : 4

UTILISATION DE MICROORGANISMES RECOMBINES POUR LA PRODUCTION DE
BLEUINDIGO

Le bleu indigo est ine teinture utilisée depuia 'antiquité pour les parures dea prétres et-des rois, elle
était alors extraite d'un mollusque ; Mures . Le colorant fut ensuite extrait de plantes : Jsatis tinctoria et
Indigofera tinctoria. Les besoins en cotie teinture se sont acerus d'une manidre importanie ("blue jean®). Le
bleu indigo est devenu le premier colorant mondial, dont la synthése chimique est réalisée depuis le sitcle
dernier,

Les récentes crises pétrolidres ont fait rechercher d'autres modes de production, et une synthése
biotechnologique apparemment plus rentable est en cours de développement.

Cette biosynthdse repose sur le clonage chez Escherichin coli d'un plasmide originaire de
Pseudomonas putida porteur d'une série de génes codant pour la Naphtaldne Dioxygénase
(NDO; EC 1.14.12.-),

1. LANAPHTALENE DIOXYGENASE.(NDO)

1.1. LeDocument I présente de manidre simplifidée los voles métaboliques, respectivement
d'Escherichia coli recombinant ot Pseudomonas putids, impliquées dans la biosynthése du blen indigo.

Comment expliquer que la naphialéne dioxygénase soit également active chez Escherichia coli
recombinant et permette une synthése de blen indigo greffée sur le métabolisme du glucose 7

L.2. Quels peuvent &tre les intéréts de la production biotechnologique du bleu indigo par rapport & la
synthése chimique ? .

1.3. LeDocument 2 présente lea répultats de l'extraction de la NDQ par chromatographie, & partir
d'un extrait de Pseudomonas putida. Il présente de plus quelques résultats de 'stude de son netivité.

1.3.1. Chromatographie des protéines sur DEAE cellulose.
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1.3.1.1.. Quel est le principe de Ia chromatographie sur DEAE cellulose ? Expliquer I'intérét de cette
technique,

1.8.1L.2. Justifier le choix de la longueur d'onde & 280 nm pour le suivi spestrophotométrique de
l'élution des protéines.

1.3.2. Activité dela NDO -
La recherche d'activité NDO dans les différents tubes d'élution de chromatographie donne les
résultats suivents ;

- Auoun tube ne présente d'activité, Mais loreque les contenus des différents tubes sont mélangés, on
retrouvel'activité NDO. ' :

1.3.2.1. Quelle hypothése a dt étre proposée pour expliquer le phénomene ?

1.3.22, Alaide dudocument 2, déterminer les conditions optimales de I'activité NDOQ,
2. RECHERCHE ET OBTENTION DE SOUCHES PRODUCTRICES DE BLEU INDIGO

F e R A A e e o

%.1. Recherche de la aouche de Pseudomonas putide
2.1.1. . A partir de 'analyse du document 3 :
2.1.1.1. Quelle est la souche présentant la meillsure productivité spécifique ? Justifier la réponse,

2.1,1.2. Quels éiéments indispensables doit-on ajouter au milisu minimum pour cultiver cette
souche ? Justifier la zéponse,

21,2, Quelle souche pemble la mieux adaptée & cette production ? Justifier la réponse.
2.1.3. Alnide dudocument4:

2.1.8.1. Donner les caractéristiques de la souche PpELr apparue lors de la culture de 1a souche
PpEl.

2,1.3.2. Comment a-t-on misen évidence cotbe souche 7
2.1.3.3. Commoent appelle-i-on le phénoméne génétique dont elle a fait I'objet ¥

2.1.4, Pourquoi la souche PpElreat-elle intéressanta pour Ia production de bleu indigo 7
Expliquer ce phénoméne en s'appuyant aur les voies da biosynthése,

2.2, Obtention des bactéries Eascherichia coli recombinées.

Les génes NDO de Pseudomonss putide PpELr sont clonés chex Escherichie coli sans leur
promoteur, Escherickia coli est un microorganisme utilisé pour le production du bleu indigo.

22,1, Le document 5 donne la carte de restriction de I'ADN des génes NDO PpELr. de leurs
régions bordantes et le nom des sites de restriction dans le site de multiclonage du vecteur d'expression
utiliaé,

Quellen enzymes de restriction cheisit-on pour réaliser ce clonage 7

Quelle est 1a probabilité pour que la construction du vecteur recombiné permette la production de la
protéine active ? Justifier la réponse.

2.2,2. - Leschercheurs ont congtt un test simple de criblage des recombinants, basé sur I'étude des
produits d'amplification in vitro d'un fragment de I'insert par Amplification en Chaine par Polymérase
(ACP)ou "PCR",

Ce test simple, rapide et réalieé directement sur des bactéries, permet de sélectionner les clones
adaptés & une production de bleu indigo par fermentation.

Donner sous forme d'un schéma clair et précis, le principe d'une ACP,

2.2.3. Dans le cas présont, la durée de la premitre étape du premier cycle d'amplification est
raliongée de 2 min. Expliquer pourquot ?
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‘'22.4. Le document 8 présente une étape du test de criblage par ACP qui consiste & utiliser des
amorces A et B.

2.2.4,1. En déduire quels sont les profils électrophorétiques d'amplification obtenus avec les deux
amorces A et B que 1'on peut obaerver avec les différents clones recombinants.

2.9,4.9. Quel est leprofil de celui gui correspond au clone d'intérét?

2.2.5. Préciser quels sont les critéres de choix d'une amorce {une ACP.

2.2.6. Afin d'optumser catte ACP, on réalise des amplifications & différentes concentrations en
_magnésium sur des clones qui synthétisent la protéine active. Lea résultats de ces amplifications sont testéa
sur gél de polyacrylamide et sont présentés au document 7,
Quel est le réle du magnésium dansune ACP?
Analyser et interpréter le document 7. Quelle estIa concentratwn optimale en magnésium ?

2.2, Pourquoi choisir un gel de polyacrylamide ?

3. PRODUCTION DE BLEU INDIGO

Des easais de production gont réalisés en "batch alimenté” {fed-batch). Les cultures sont induites
par l'addition d'IPTG quand ¢Hles atteignent une absorbance de 202 30 unités,

3.1. Suividela production.

3.1.1. A partir du document B, tracer sur le méme graphe lea courbea montrant 'évelution

de LnX en fonction du temps d'une part et la production d'indige d'autre part. Déterminer les

phasea de 1a eroissance et la vitesse spécifique maximale de croissance.

3.1.2. Dequel type de métabolite le bleu indigo fait-il partie 7 Justifier I réponae,

3.2. Le " fed-batch™,

3.21. Qu'est-ce qu'un "fed-batch" ? Dans quelles circonstances ce procédd est-il utilisé 7

3.2.2. Un ajout de glucose doit &tre effectué au temps t = 3305 min alors que la biomasse est de
16,1 g. Sachant que 'on doit ajouter 1,3 mL de glucose & 50 % (m/v) par gramme de bactérie et que la pompe
du fermenteur fonctionne & un débit constant de 2 mL/min, calculer :

- la masse de glucose & ajouter
- la durée de fonetionnement de la pompe.

yeument 1

these du bleu indigo par une souche recombinante de E.

H
HN—IC-—COOH
Glucose 3 02
HEAsE  mmmsmns - 'I‘ryptophanase N
try, ptopbane indole NDO

OH
ox)'dahon N d&shydmtanon

. spontanée  ¢is indole 2,3
bleu mdlgo - Indoxyl dihydrodio’l
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10n aphtalene dioxveénase chez P
naphtaléne

cis-naphtaléne-dihydrodiol

sument 2

Le complexe multienzymatique naphtaléne dioxygénase

02
NAD(EY Réductasewap o - Fermédoxinenap ISPjap @
N
NAD(PIHH Réductaseyyp Ferrédoxineyap ISPy @;‘OH
Document 2a N H
ISP = Iron Sulfur Protein
Réle de cofacteurs enzymatiques sur Lactivité de Ja| [ Déermination des associations do fractions
NDO reconstituée, ) pour _Ia mesure de I'activité NDO,
Cofactears ajoutés ; Activité NDO Fractions Activit NDO
ment 2b (nmol/min) (rmal/min)
aucun 0,4 A 0.0
NADH,H* 4,6 B 0,0
NADPH,H 2,0 E +B 0.0 Document 2d
NADHH* + FADH; 9,2 0,0 —_—
NADH,H* + FMNHa 7.8 A+C 0,3
NADHH; 2,5 mmol/L ; NADPELE* : 25 mmoliL; | [B+C 0,0
EAD : 1,0 umol/L ; FMN : 1,0 ol/L. A+B+C 6,7
35¢ r‘-‘ Fraction & FractionB FroztionC
.o e e .
Document 2¢| k_\ 0
wk - -
|i ll 40 E
3 |- \‘ E{\\ %i : |\ qize E
& 1 ! 1,
o { \ &
2 HoF $ \ iy l o £
g YA g
] i 5
£ 15 1 5
L\ .
=
ot £
=
El
- =
o8 o
636 36 40 B0 80 70 80 90 Mo 5
FRAGTION NUMBER

DEAE-cellulose chromatography of crude extract from Ps. putida strain NCIB 9316,

Naphtalene dioxygenase activity was not detected in any of the fractions eluted from the column :
pooled fractions in various combinations were assayed for enzyme activity.

Symbols ; (@) Protein as determined by optical density at 280 nm ; (O} acivity of fraction A measured
in the presence of 93 pig of fraction B and 264 ug of fraction C; (A activity of fraction B measured in the
presence of 70 g of fraction A and 264 pg of fraction C ; () activity of fraction C measured in the
presence of 70 kg of fraction A and 93 pg of fraction B.
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Document 3:

Evaluation spectrophoioméirique de Ia biomasse (A g59) et de la prednction de blen indigo par
Ps. putida Pp0l et ses mutants )
Agso Production de blen indigo
Souche Phénotype UL (pg/mL)en6h
Ppol type sauvage Trp+ 0,601. 5,60
PpEl Trp~,Ter 0,314 5,44
Pp A47 PhnA-, Ter © 0,408 2,13
Pp A48 PhnA-,Hgr 0,210 1,45
REMARQUE: Trp : tryptophane ; Tc; tétracycline ; PhnA : Phényl anthranilate; Hg : mercure;
r:résistant
Laos cellules sont cultivées pendant 20 h. dana § mL de milieu PB & 37°C sous aération.
COMPOSITION DES MILTEUX :
PB (Pseudomonas broth) Milieu minimum
20 g/L, de Bacto—peptnne 2 p/L de glucose
1,4 g/L de MgCly 18,6 g/L.de KH2 POy
10 g/L de K2 804 2 gL de (NHy) 2 S04
0,25 g/L de Mg80,
0,2 mg/L-de FeS80,4,THa 0
Document 4:

Characterization of Pp E1 ¥ : during the characterization of Pp E1, spentaneous tryptophan-
independent colonies appeared at a frequency of 10~5 to 10—6 : one of these Trp*+ colonies was
jsolated and designated Pp EIv, Pp Elf grew without supplémentation on minimal medium and
on low-or high-smmonia medium. Its parent Pp El required supplementation with either
anthranilate or L-tryptophan for growth on minimal medium,

Evaluation spectrophotométrigue de la production de biomasse (Aggp ) et de bleu
indigo par Ps putide Pp01 et ses mutants

Souche A g (UA) Production d'indige (pg/mL) en 6h
Ppol 0,601 5,60
PpElr 0,453 9,73
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Document 5:
a¢ HindIl  a¢Sall s Sall

S

®
=
EsoR1 EcoR 1

Carte de restriction de 'ADN de PpE1T
(zone bordante des génes NDO)

=< ®”
EcoRI Hind III

site multiple de clonage du vecteur

Document 6 :
{5 =ouverture du vectour
— = tmerwe pour FACP
génesNDO o = sos & transcription
siquence o =séquence

veetoam -
opéruieur de T'opdron lactose
& (gboc Inc i présent en amont}

avec @ indicateur de position

promoteur de T7 »
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Document 7 :

Document B :

concentration en MgCl2 finale lors de lACP

05 1 15 2 25 3 4 5 mmolL-}
bt L e o b
e e mm <0,25 kb

-

Courbes de croissance, de production d'indigo et d'ajout de glucose lors du fed batch pilote

0,109

0 0,0327 3,42 0 -
90 0,129 0,0387 -3,26 0 .
180 0,172 0,0616 2,06 0 0,16
210 0,22 0,086 272 0 .
300 0,346 0,106 2,27 0 .
360 0,632 0,1598 1,84 0 08
460 1,212 10,3636 -1,01 0 -
600 21 0,63 0,46 0 -
900 6,3 1,69 0,84 0 35

1200 7.8 2,34 0,85 0 .
1600 95 2,85 1,05 14 .
1616 9,8 2,94 1,08 0 B4
1750 18,2 3,96 1,38 16 .
1845 15,9 4,77 1,66 ] -
2245 20,5 6,16 1,82 19 15,6
2346 22 6,6 1,89 24 -
2645 27 8,1 2,09 2,7 .
2845 31,66 9,465 2,26 36 24
3148 42 12,6 2,59 45 -
3246 48,15 14,445 2,67 8,1 39,2
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EPREUVE. PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE
B : REALLISATION PRATIQUE D'OPERATIONS DE GENIE BIOLOGIQUE
DUREE : B HEURES COEFFICENT : 8

Documents persennels non autoriseés.
Premier jour : durée 6130 + 1h00 pourle repas

ETUDE D'UNE SOUCHE DE Bacillus cereus

Afin de développer la production industrielle d'une souche de Bacillus cereus utilisée dans le trajtement de
diarrhées d'origine bactérienne, on cherche :

- atester la possibilité d'utiliser un milieu de culture peu coliteux,

- & vérifier 'absence de production de toxine par la bactérie, ‘

- & mesurer l'activité bactériolytique de Bacillus,

- & vérifier Ja viabilité de 1a souche produite aprés conditionnement aous forme de gélules,

- & tester sn résistance aux antibictiques susceptibles d'étre prescrits conjointement, lors du traitement
de 1a diarrhée,

1) RECHERCHE DFE LA PRESENCE D'UN FACTEUR DE CROISSANCE DANS UN MILIEU DE
CULTURE: CHROMATQGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (30 points)

La disponibilité locale en mélasse incite 4 utiliser ce sous-produit de l'industrie betteraviére comme
constituant de base du milieu de culture. La souche est auxotrophe pour Ia thréonine, On recherche la
présence de cet acide aminé dans la mélasse par chromatographie sur couche mince de gel de silice,

La cuve & chromatographie contient le mélange butanol-1 by
acide éthanoique lv
eau Iv

sur une hauteur de 1 em,

- Activer la plaque de gel de silice en la portant 20 min. & I'étuve 4 110° C.

- Marquer les emplacements dea dépéts, régulidrement espacés, sur la largeur de 1a plague.

- Faire 3 dépéts successifs pour chague témoain ou échantillon. Sécher entre chague application 4 I'aide
d'un séche-cheveus.

* Témoing: L-cystéine, L-leucine, L-1ysine, L-thréonine et L-valine,
* Tichantillon : défécat de mélasse, '

- Faire migrer jusgu'a ee que le solvant atteigne le bord supérieur de la plaque.
- Noter la position du front du selvant, sécher la plague.
- Révéler par pulvérisation, sous hotte ventilée, de ninhydrine & 0,2 % dans l'acétone puis séjour 5 & 10
min, & I'étuve 4 100°C,
COMPTE-RENDU
1.1. Définir et déterminer le Rf de chaque acide aminé témoin et des constituants de la mélaase,
1.2, ldentifier ou indiguer 1a nature possible des acides aminéa de la mélasse,

1.3. La mélasse peut-elle, a prier!, convenir comme constituant de base du milieu de production de
Bacillus cerens ? Justifier,
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2) VERIFICATION DE L'ABSENCE DE TRODUCTION DUNE TOXINE EMETISANTT PAR
ELECTROSYNERESE (OU CONTRE-ELECTROPHORESE) (45 points)

Une substance émétisante provogue des nausées et des vomissementa.

On dispose :

- d'anticorps anti-toxine "Ag": 80pL

- d'une solution étalon de toxine - “Ag": 40pL

- d'un échantillon de surnageant de culture "s" 508 uL
- d'agarose i 1 % entampon pH 8,2 3mL

- de 2 lames numérotées, glacées : une lome servira pour s'entrainer & couler le gel et faire des essais
de perforation, 'autre sera traitée complatement et servira & I'électrosynérass.

1) Préparation des lames:
- Couler le gel d'agarose (3 mL) sur chaque lame,

- Laisser prendre en masse.
- DPerforer le gel & I'nide d'un emporte-pidce selon le achéma suivant :

| oo 00
@ 'h.'tn'zlI o0 . (o] O
OO0 oo
} 'II 30 . i '7i mm
2colonnesde312puita‘

diamatre des puits : 2,5 mm
distance entre 2 puita (de centre & centre) : 7 mm

2) Préparation des dilutions:

- Effectuer des dilutions en ean distillée stérile :
- de l'antigéne témoin (Ag) au 1/2, 14, 1/8
- du surnageant de culture au 1/2.

8) Dépbts et migration :

- Réaliser lo schéma de dépdt des résctifs dans les puits, sachant qu'a ce pH alcalin, les Ag
migrent vers I'nnode st les Jg G versla cathode. )

- Présenter ce schéma A 'examinateur avant da remplir las puits.

. Déposer 10 pL de chague échantillon dans les puits selon le schéma réalisé (Ag pur at ses
dilutiona ; surnageant et ga dilution).

- Déposer ensuite les Ac (10 pL). -

- Disposer la lame dans la cuve contenant le tampon pH 8,2 pour migration.

- Installer les "ponts” permettant le passage du courant.

- Laisser migrer 35 minutes sous uns tension de 150V,

4) Lecture :
- Faire une premidre lecture,
- Conserver 1a lame pour une deuxidme lecture et confirmation le lendemain : mettre la lame en
chambre humide A 1a température du laboratoire,
COMPTE-RENDU

2.1. Sous forme de tzbleau, indiquer la technique des dilutions.
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2.2, Sur le schéma effectud précédermment, dessiner le résultat obtenu aprés migration dans le champ
électrigue,
2.3, Interpréter ot conclure,

DETERMINATION DE L'ACTIVITE BACTERIQLYTIQUE (25 points)

On racherche la capacité du surnageant de culture de Bacillus cereus i lyser une suspension da
Micrococcus lysodeikticus. Cotie lyse s'accompagne d'une diminution d'absorbance & 450 nm du mélange
réactionnel proportionnslle i I'activité bactériolytique de la culture. L'activité Iytique est quantifide en
comparant la diminution d'absorbance & 450 nm provoguée par le surnageant de culture A celle qui résulte
de 'netivité d'une solution connue de lysozyme.

La suspension de Micrococeus lysodeikticus et 1n solution étalon de lysozyme sont réalisées dans le tampon
phosphate 0,1 melL-, pH 6,2. Elles seront, ainsi que le surnageant de culture et le milieu stérile,
préincubdes & température du lnboratoire,

Tffectuer les manipulations suivantes. L'une d'entre clles sera réalisée devant un examinateur, It n'eat
pas indispensable de manipuler stérilement mais les cuves, lour contenu et los chnes doivent étre placés
dans un bain d'enu de javel,

1) Diminution d'A 450 nr Provoquée par la solution de lysosyme & 500 ULmL-1,

Mesurer dans Ia cuve du epectrophotométre ;
2,0 mL de suspension de Micrococens & température ambiante,
0,1 mL de aolution de lysozyme & 500 UL.mL-1 4 température ambiante.

Mélanger, placer immédiatement dans Te porte-cuve du spectrophotomatre et suivre I'évolution de
Y'absorbance & 450 nm pendant 3 min,

2} Opérer dana les mémes conditions pour mesurer I'activité bactériolytique du surnageant de
culture & température ambiante. Les mesures sont utilisables pour la détermination de cette
activité si AA min-1 de I'stalon lysozyme et AA.min-1 du surnageant de culture ne différent pas de
plus de 30 %.

Dans le eas contraire, effectusr 1a dilution appropriée.

3) Effectuer un témoin pour voir l'influence du milieu et/ou le comportement d'une suspension
bactérienne qui vient d'étre agitée, On suivra pendant 3 min, I'abacrbanee & 450 nm du mélange :

2,0 mL de suspension de Micrococcus & température ambiante
0,1 mL de milieu de culture stérile & température ambiante,

COMPTE:RENDU

3.1, Rendre les cinétiques,
3.2, Déterminer AA g0 nm. min-pour chaque test.
3.3. Calculer I'activité bactériolytique du surnageant de culture.

4 ETUDE DE LA VIABILITE DES SPORES ET DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES (60
points) '

La présentation retenus pour le traitement par voie orale des diarrhées est une géiule contenant :

- 109 spores de Bacillus cereus
- un excipient constitué de carbonate de calcium et de kaolin,

Pour vérifier la viabilité dea spores en présence de I'excipient, on effectue une numération des apores par
cuiture sur milieu solide. :

De plus, la souche ne doit pas étre sensible aux antibiotiques ingérés simultanément ; on réalise done un
antibiogramme,
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1) Numération des spores

Prélever aseptiquement une géiule.

Placer la gélule dans un flacon contenant 10 mL d'eu physiologiqua atérile.

Laisser reposer au moins une heure en agitant de temps en temps au vortes.

Homogéndiser vigoureusement ; si la gélule n'est pas entidrement dissaciée, 1'ouyrir & I'aide
d'une pipette Pasteur.

Dans une série de tubes & hémolyse stériles, numérotés, mettre 900 pL d'eau physiclogique
stérile,

Effectuer une série de dilutions en progression géométrique de raison 1/10.

Etaler 100 pL de suspension de spores sur une gélose nutritive : choisir 3 dilutions successives
ot 6taler 2 boites par dilution.

Incuber une nuit 4 37°C.

2) Antibiogramme :

A partir d'une des dilutions précédentes, préparer un volume suffisant d'une suspension a
enviren 106 spores par mL,

Ensemencer une gélose pour antibiogramme par inondation.

Disposer régulidrement les disques d'antibiotiques sur la bofte.

Incuber une nuit 4 37°C.

COMPTE-RENDU

4,1, Les quantités de matériel et de produit étant limitées, commencer par rédiger le plan d'organisation
retenu et indiquer }e matériel nécessairs,

4.2, Présenter les caleuls effectués et leur justifieation pour la numération des spores et pour
T'antibiogramme. ’

Deuxidme jour: durée 1h30

1) VERIFICATION DE L'ABSENCE DE PRODUCTION D'UNE TOXINE EMETISANTE

Effectuer une deuxidme lecture de lalame et compléter, si nécessaire, le compte-rendu du premier jour.

ETUDE DE LA VIABILITE DES SPORES

2) ETUDE DE LA VIABILITE DX 53 U1

. Compter les colonies, Présenter les résultata sous forme de tableau.
- Caleuler le pourcentage de spores ayant germé.

3) ANTIBIOGRAMME

. YLire l'antibiogramme et caleuler la CMI de la souche vis-a-vig de I'ampicilline. Présenter les résultats
sous forme de tableau.

- Cette soucha est-elle sumeptiﬁle de produire une -lactamase 7 Justifier la réponse.
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