EPREUVES DE LA SESSION 1988

SCIENCES BIOLOGIQUES FONDAMENTALES
ET GENIE BIOLOGIQUE

Durée : 4 h Coef, : 6

Remarques préliminaires :

1 - Le sujet proposé est, 2 l'image des blotechnologies, nécesgairement pluridisci~
plinaire : le candidat devra velller & répondre d'une maniére comcise aux
différentes questions posées,

2 - On peut suggérer au candidat de consacrer impérativement 2 chaque question un
tempa prenant en compte le nombre de points attribués,

L'INTERLEUKINE 2

Découverte en 1975, 1'interleukine 2 (11-2) est une lymphokine qui joue un réle
central dans la régulation des réponses immunitaires. L'IL-2 est potemtiellement
capable de respaurer les déficits Immunitaires 1iés & certaines maladies.

Le géne humain codant pour ce polypeptide a été cloné pour la premiére fois en
1983, La production d'IL-2 par des bactéries recombindes ou par culture de
lipnées cellulaires constitue un enjeu économigue fmportant.

L'IL~-2 est secrétée par des lymphocytes T auxiliaires (helpers) activés soit par
un antigdéne So0ll par un agent mitogéne.

L'IL-2 peut &tve considérée comme un facteur de croissance déterminant le passa-
ge de cellules T, exprimant le récepteur de 1'IL-2 aprés aectivation, du stade Gl
au stade 5. Son activité peut Ztre mesurée sur des callules T tests IL-2 dépen-—
dantes maintenues en culture permanente.

Question 1 - (25 points)
1.1, Indiquer les méthodes de caractérisation et de séparation des lymphoeytes T,

1.2, L'actdvation des lymphocytes T par les agents mitogénes peut atre analyaée
par cytefluorométrie de flux. Deux paramétves cellulaires sont éeudida sépa-
rément : le contenu en ADN et le réeepteur de 1'IL-2 reconnu par up anti-
corps monoclonal.

Montrer ecomment cette méthode permet de meftre en évidence d'une part
i'apparirion du récepteur de 1'IL-2 et d'autre part le déclenchement ds la
prolifération.

1.3. Préciser les caractéristiques générales des lymphocytes T : maturation,
activatien par un antigéne, fonctions.

L.4. A partir des données ci-dessus, proposer une méthode de dosage bicloglque
de l'activité de 1'IL-2 dans une préparation.
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L!TL-2 humaine est une protéine de 133 amino-acides, dont 3 cystéines, de
pH1 égal 3 6,8, avee un seul pont disulfure dont la localisation et 1'im~
portance pour L'activité ont été montrées par mutagéndse dirlgée.
Question 2 - (5 points)

- Définir le pl ou pHi d'un polypeptide. Fourquol le.pHi peut~il varier
selon la nature du polypeptide ?

- En partant du pHi de 1'IL~2, que peut-on dire de sa composition en
acides aminés ?

Question 3 - (10 points)

- Qu'entend-on par mutagéndse dirigée ? Quel est son intérét par rapport
aux autres méthodes de mutagénése ?

- Montrar comment ells a pu &tre utilisée pour étudier la relation entre
Ya structure et la fonctdon dans le cas présent.

On a'est intéressé, pour préciser le mécanisme 'd'action de 1'IL-2, & 1'acti-
vité enzymatique correspondant & la réaction *

Protéine + ATP > Protéine— (P) + ADP
Protéine kinase C)

Cette activité augmente transitoirement au niveau de la membrane cytoplasmique,
aprés contact avec 1'IL-2,

Question - - (5 points)

Comment pourrait—on mesurer l'activité enzymatique correspondant 3 la
réaction ci-dessus ?

Questlon 5§ - (18 points)

5.1. La réaction évoquée constitue un exemple de couplage énergétique.
Montrer pourquoi.

5.7. L'ATP ainsli consommé east régénéré dans les lymphocytes pour 1'easentiel
au niveau de la chalne respiratoire mitochondriale.
Indiquer bridvement les grands principes de cette régéndération.

5.3. La réaction citée révéle 1'activité d'une protéine kinase.

Quelle relation doit-il exister entre cette activité et la prolifération
cellulaire ?

La production d'IL-2 recombinante nécessite 1'isolement dea ARN messagers
cytoplasmiquea, par exemple par chromatographie d'affinité, puis la synthése
d'ADN¢ 4 partir de ces ARN messagers. L'ADNe est ensuite cloné dans Escherichia
coli & L'aide d'un vecteur plasmidique.

La production de la protéine nécessitera ensulte d'insdrer 1'ADNc cloné dans un
vecteur d'expression.

Question § - (20 points)
Résumer les proprlétés des plasmides naturels bactériens.
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Question 7 - {10 points)

Aprds avoilr rappelé les caractéristiques des ARN measagers eytoplasmiques
des cellules eucaryotes, montrer qu'il est possible d'utiliger la chroma-
tographle d'affinité pour isolexr ces ARN.

Question 8 - {15 peoints])

8.1, Comment peut—on sélectlonner et repérer les clones de bactéries transfor—
méeg par un plasmide recombinant ?

8.2, Pour le criblage de la banque d'ADFe obtenue, plusieurs techaiques peuvent
gtre envisagées.

~ Décrire la technique utilisable sl 1'ADNc de 1'IL-2 recherché ne a'ex-
prime pas,

= Citer la ou les méthodes utilisables si cet ADNe s'exprime.

La production 4'IL-2 peut &tre cbtenue également par culture d'une lignée de
cellules T leucemiques naturellement productrices (par exemple la lignée
Jurkatt) ou & partir de lignées cellulaires non lymphocytaires rendues produc—
trices par transfectlon (par exemple les cellules VERO).

Cette culture peut 8tre réalisde en cytoculteur.

Question 9 - (12 paints)

9.1, Exposer le principe de la détermination d'un taux de croisgance de
cellules en culture.

9.2, Quelles sont les exlgences d'une culture de cellules animales que doit
satisfaire un cyteculteur 7

Quelles doivent-&tre lea particularités d'un tel biloréacteur par rapport
4 yn fermenteur ?
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niATHEMATIQUES ET SCIENCES PHYSlﬂUES

Durée : 4 h S Coef., : &

Le candidat traitera les deux parties sur des coples distinctes qui seront relevées
séparément.

PREMIERE PARTIE : MATHEMATIQUES

Duréa : 2 h -' Coef. : 1,5

Rappel : La clarté des ralsonuements et la qualité de la rédaction interviendront pour
une part importante dans 1'appréciation des coples.

L'usage des instruments de caleul et du formulaire officiel de mathématiques
est autorisé,

EXERCICE 1 - Etude d'un modéle de crolssance d'une colonle bactérienne.

Ou ensemence une boite de Pérri et 1'om mesure en em? 1'étendue s de la colonie.
La fonctiom & est une fonctiom du temps b {(t » 0, t exprimé en jours), elle est suppo-
sée deux fols dérivable sur RY et vérifie 1'équation différentielle

)
gy ; E. .30
®) gl § a

‘dans laquelle a st b sont deux constantes strictement positives.

A -~ RESOLUTION DE L.'EQUATION DIFFERENTIELLE (E).
1° On considére la fonctlon & : t —> ale) = é?fj .

Calculer sa dérivée B' en fonction de s et a'.
Montrer que sl s wérifie (E), alors & vérifie une &quation différentielle
lindaire de premier ordre (E') que 1'on précisera.

2° Régoudre 1°'équation (E').

3° Sachant que 1'étendue initiale de la colonie est s(0) = & (&> 0), en déduire :

b

—abt
(b-x)e N

s(t) =

B ~ ETUDE DE LA FONCTION s SUR R+, DANS TLE CAS b >a > 0.

1? Caleuler 1lim s(t)
t— +

Qu'en résulte-t-il pour le graphique de la fonction 5 ? Ce graphique est noté (G).

2° Leudier les variatfons de s sur &t

C - CONSTRUCTION DE LA COURBE () DANS LE CAS PARTTCULIER : a = 0,044 3 b = 49,25 3§
A= 0,23,

1° Caleuler s(t) pour t entier, 0.5t £ 4.

29 Pracer la cowrbe (G) dans un repére tos tel que @
qur ot i L joor est représenté par 2,3 em.

sur os ¢ 10 cm? sont représentés par 5 cm.
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EXERCICE 2 - Recherche d'un intervalle de confiance d'un coefficient de corrdlation

linéaire,

A =~ PRELIMINAIRES

1® Soit r un nombre réel de 1l'intervalle [0,1].

Démontrer 1'inégalité -}—J_LE » 1. : .

2° On considére la fonction numérique g, définle sur [O,L[ par :

1 1+
g:rﬁ>g(r)=§ln ﬁo
Démontrer dque g(r) » 0
- () = hin HE | geaprie 1t tg =g M o -1
Seit z = g(r) iln i &rabliv 1'équivalence : z Eln-T:; {<=>r= T 1

3° Soit f la fonction numérique définle sur &t par :

el - 1

£ i1z —> E(z) =1 = e
e?f + 1

Démontrer que f est strictement crolssante sur RY,

" En déduire que : 8l o € a < 2 < b, alors f(a) < £(z) < f(b).

ETUDE DE LA VITESSE DE DISSCLUTION D'UM TYPE DE STREPTOMYCINE EN POUDRE.

Parmi les facteurs capables d'avolr une influence sur cette vitesse.(une disso-
lution raplde est appréciée des utilisateurs); on s'intéresse 3 la densitd de la
solution avant séchage.

Soit une population {population mére) composée d'un grand nombre de lots de
streptomycine. A chaque lot on associe la densité X et la vitesse de dissolution Y.
On désigne par ry le coefficlent de corrélation de ces deux variables pour la popu—
lation mére. De m8me sur chaque échantillon de tadlle n, on peut définir le coeffi-
cipnt de corrélation de ces deux variables ucté £ , et on falt correspondre & cet
échantillon z = g(p) (cf A -2°},
On définit ainsi une variable aléatoire notée aussi z. On admet que z est une varia-
ble normale de moyenme Z = g(r,} et d'écart-type égal 4 :

n-3

i

1° Le tableau ci-dessous représente ies résultats des mesures de X et Y pour
un échantillon donné de taille n = 13,

I pENsITE ! MISE EN SOLUTION'
: X i Y (seconde) E
| | H
| 1140 t 95 !
| 1092 t 35 1
| 1127 ! 15 |
1 1178 f 110 1
p 1162 I 105 1
{1105 t 20 1
1 1160 t 70 1
1 1143 t 90 1
| 1170 t 100 1
| 1105 t 45 1
i 1150 ! 45 1
| 1145 ! 55 1
| 1120 ' 45 1

Calcuier la coefficlent de corrélation p pour cet dchantillon et caleuler
i = glp)s
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2° On admet que 1'on peut estimer Z par ce uombre glg).
Déterminer un intervalle de conflance [a,b] pour Z, au risque de 0,03.

3° ¥n déduire, en ueilisant la question #-3°, 1'intervalle de confiance
[£(a),£(b)] pour Ty, au risque de 0,03.

DEUXIEME PARTIE :|SCIENCES PHYSIQUES ]

{Durée : 2 h - Coef, : 2,5}

L'usage des Instruments de calcul est autorisé.
Les trois parties A, B et C soni indépendantes.

A - CHIMIE ORGANIQUE (10 points)

1) La réduction de la méthyl-2 cyclohexaneme par LiAlH, donne deux
isomtres A et B.
Représenter ces deux isombres et indiquexr la configuration (R ou 8) des
carbones asymétriques, .

Les prodults A et B sont traités par le chlorure d'acétyle CH4COCL.
Quelle est la structure des produits C et D formés ?
Préciser le mécanisme de la réaction pour un des deux isoméres.

2

—r

3) La ddshydratation des produits A et B domne 2 produits E et F.
ponner la structure de E et F. Quel est ie produit prépondérant ?

B - DOSAGE COMPLEXQMETRIQUE (15 points)

on dose une solution,S contenant un mélange d'ions caleium et baryum par
wne solution d'lons éthylinediamine-tétracétate (x4,

En prenant pour variable x, la proportion de ¥4~ ajouté par rapport 2 la
quantité initiale en ions Ca2*, tracer le graphe : .

pt= -log [Y4‘] = £(x), x variant de 0 & 3.
N.B, On négligera la variation de volume au couxs du dosage.

Donndes :
Solution § : prise d'essal ¥ = 100 ml
Ca2+]= Eia“] a 0,1 mot. 171

solution ¥4~ ¢ Y4'] = 4 mol.17!

constantes de disseciation des complexes @ pK., = 10,6 pKBa = 7,8
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C - QPTIQUE (25 paints)

1. Le constructeur d'un spectrocolorimétre donne les informations suivantes

~ appareil & lecture directe utilisable de 800 & 320 nm.
- source lumineuse : lampe & iode sous enveloppe de quartz,
- wonochromateur 4 réseay :

nombre de traits du réseau : 620 traits/mm
longueur du rédseau : { cm
bande passante du monochromateur : B nm

- cellules photoélectriques photoémisaives

1.4

2, Avec

de 8)0 nm & 600 nm : une cellule au caesium
de 600 nm & 320 nm : une cellule & 1'antimcine

. Faire un schéma simplifid d'un appareil A lecture directe.

Expliquer comment il permettra la mesure de 1'absorbance d'une solution.

. Pourquoi 1'enveloppe de la lampe est-elle enm quartz et non en verre ?

+ Définir la longueur d'onde de seuil A, d'ume cellule photoélectrique

photoémissive. Que peut-on dire de la longueur d'onde de seuil de la
cellule & I'antimoine ? :

On suppose que le réseau est un réseau par transmission et gqu'il travaille
en incidence normale dans 1'ordre 1,

1.4.1. Caleuler le pas du réseau.

1.4.2, Calculer la direction du maximum principal de la longueur d'onde
de 800nm.

1.4.3. Définir le pouveir de résolution d'un monochromateyr. Quel est le
« pouveir de résolution maximal de celui~ci 7 Quelle est en mm la
limite théorique de résolution. La comparer & la bande passante,
Commenter,

1'appareil ¢i-dessus on a mesuré 1'absorbance d'une solution de perman—

ganate de potassium,

2.1,

A 530 nm, une soluticn de 24,5 mg/l dans une cuve de { cm de longueur

4 une absorbance de 0,82,

2.1.1. Calculer le cosificlent d'extinction melaire du permanganate i
530 om. ‘

2.1.2, Caleuler ie pouveir transmissif de la. solution.
{masse molaire de KMn0, : 158 g),

. Que devient le pouvoir transmissif de la solution si on double la longueur

de la cuve 7
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FRANGAIS

Durée : 3 h Coef. 1

En médecine, comme dans Jes nulres sphéres de l'activité
humaine, la tradition se voit toujours plus rapidement dépriciée
par laccélération des inventions techniques, Regretler cet état
de fait n'est pas nécessairement adopier une attitude réaction-
naire, Car la tradition n'est pas que routine et refus de I'invention,
elle est aussi, pour téute invention, épreuve defficacité, discrimd-
nation propressive des béndfices et des inconvénients, niise au jour
de conséquences d'abord latentes, bref, crpérience d'usage.
L'engouement pour le progrés technique privilégie la nouveauté
par rapport & l'usage. L'homme retrouve ici, sous une forme
cavante, une frés primitive tactique du vivant, méme unicellulaire,
celle des essals et des erreurs, mais avec cette dilférence que la
rditération accélérée des essais le prive du temps nécessalre &
I'instructicn par Uerreur. L'invention technique s'inscrit désor
mais dans le temps technique, qui est affolement et discontinuité,
et en dehors du temps bioclogique, qui est maturation et durée,

L.a médecine, qui ne peut et ne doit refuser, pour la défense de
1a vie, aucun des secours que Ja vie peut recevolr de la technique,
se trouve &tre, nécessairement et électivement, le champ dans
lequel le vivant himain prend conscience du conflit, de la discor-
dance entre les valeurs organiques el les valeurs mécaniques,
au sens trés large d'artifice. Comme, en outre, Ia médecine, anssi
bien que toute autre forme dactivitd technique, est aujourd’hui
un phénoméne 4 l'échelle des sociétés industrielles, des choix
de caractére politique s¢ trouvent impliqués dans tous les ddbats
concernant les rapports de 'homme el de 1a médecine. Toute prise
de position concernant les maoyens et les fins de 1a nouvelle méde-
clne comporte une prise de position, Implicite ou explicite, concer-
nant Favenir de I'humanité, Ia structure de la société, les institu-
tions d’'hygitne et de sécurité sociale, I'enseignement de la
médecine, la profession médicale, tellement ‘qu'il est parfois
mataisé de distinpuer ce qui l'eraporte, dans quelques polémiques,
du souci pour l'avenir de 'umanité ou des craintes pour T'avenir
du statut des médecins. Tl n'y a pas que la raison qui ait ses ruses,
fes intéréts aussi ont les leurs,

La forme aujourd’hui la plus algué de la crise de la consclence
médicale, c'est la diversité et méme Y'opposition d’opinjons rela-
tives & Vattitude et au devoir du médecin, devanl les possibilités
thérapeutiques que lui offrent les résullats de la recherche en
laboratoire, I'existence des antibiotigiies et des vaccing, la mise
aut point d'interventions chirurgicales de restauration, de greffe ou
de prothése, I'application 2 l'organisme des corps radioactifs. Le
public des malades réels ot possibles souhaite et redoute 2 Ja fois
I'audace en thérapeutique, D'une part, on estime que tout ce qui
peut étre fait pour procurer la guérison doit I'tre, et an approuve
toute tentative pour reculer les imiles du possible. D'autre part
on eraint de devoir reconnaitre dans ces tentatives 'esprit anti-
physique qui anime fa technique, Fexlension d'un phénoméne uni-
versel de dé-naturation qui atteint maintenant le corps humatn,
La thérapeutique moderne setnble avoir perdu de vue toute
norme naturelle de vie orpanique. Sans référence expresse, bien
souvent, & la norme singulitre de samté de tel ou tel malade, la
médecine est entrainée, par les conditions sociales et ldgales de
son intervention au sein des colleclivités, 3 traiter le vivant
humaln comme une matlére 3 laquefle des normes anonymes,
jugdes supérieurcs aux pormes individuelles spontandes, peuvent
£tre Jmposées. Quoi d'étormant si Phomme moderne appréhende
confusément, & tort ou & raison, que la médecine en vienne & le
déposséder, sous coulenr de le servir, de son existence organique
propre ¢l de ' responsabilité qu'il pense lui revenir dans les
décisions qui en concernent le cours. '

Georges CANGUILHEM : Etudes d'histoire et de philogophie des sciences
1968 (VRINY
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1) Résumez le texte en 200 mots, avec une marge de tolérance de plus ou
moina 10 %.
(Indiquez & la fin du résumé le nombre de mots utilisés).

~ 8 POINTS -
2) Définissez les termes et expressions suivants 3 )
~ traditien (ligne 2)
= le vivant (ligne 11)
~ 3 POINTS -

3) Dans un développement compesé, en vous appuyant sur des exemples préeis,
vous commentterez et éventuellement discuterez ce jugement de 1'auteur :
"La thérapeutique moderne semble avoir petdu de vue toute norme naturelle
de vie organique (...). Quoi d'étonnant si 1'homme moderne appréhende
confusément, & tort ou i raison, que la médecine en vienne i le déposséder,
sous couleur de le servir, de son existence organique propre et de la
tesponsabilité qu'il pense lui revenir dans les décisions qui en concernent
le cours,'

= 9 POINTS -
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ANGLAIS

Durée : 2 h S - Coef. : 2

The importance of being blue

New genetically altered bacteria may lead to safer testing,

It has been a year of dramatic progress and turbulence for scientists experimenting
for the Eirat time outside the lab with genetically engineered bacteria. This past April, Cali-
formia scientists made the first outdoor tests of ice-minus, a bacterium genetically altered
to retard frost formation on leaves. Only four months later, Montana State University Fro-
fessor Cary Strobel created a national outcry when it became known that he had flouted strict
federal regulations by failing to get approval before injecting elm trees with bacteria de~
signed to combat Duteh elm disease. This week Clemson University scientists, mindful of pu-
blie fears about the escape of dangerous microbes, will begin a potentially revolutionary,
18-month test of special blue bacteria that have been modified so that researchers can rea—
dily detect their presence in the environment.

1f all goes according to plan, a team of Clemson researchers at the school's
agricultural research. station near Blackville, §.C., will sprinkle a myrky white liquid’
teeming with billions of Pseudomonas Fluorescens bacteria on winter wheat seeds during
planting. It should be easy enough to tell whether the invisible microorganisms survive and
gpread : the Pseudomonas bacteria have been altered by genetic engineers to ture a brilliant
shade of blue in the presence of 2 compound called ¥-Gal, Declares Bemton Box, dean of
Clemson's College of Forest and Recreation Resources : "The potential we now have for tra-
cking a genetically altered organism in the soil offers a tremendous opportunity. I think
this is going to be 2 breakthrough.” Says Jane Rissler, of the Environmental Protectiom
Agency's office of toxie substances : "Unlike larger organisms, which can be tracked vi-
sually, these microorganisms ave simply very small. The public has a right to know where
they are."

Strobel's unauthorized action, which earned him a slap on the wrist from the EPA
and Montana State, as well as the disapproval of most U.S. scientists, was not in itself
dangerous ~ federal officials and researchers alike agree on that. But by sidestepping the
arduous regulatory process, Strobel famned the fears of those who think genetically altered
bugs might behave unpredictably in the wild, setting off an ecological catastrophe or dis-
rupting local ecosystems. Most scientists comsider the public's fears exaggerated, but they
wonetheless acknowledge the need for caution. Says David Drahos, a senior research group
leader at Monsanto, the giant chemical maker that is sponsoring the Clemson test : "We are
all in the process of learning something very new and wanting to do it wisely and carefully,”

Indeed, the experiment represents an attempt by Monsanto to accomodate regulatory
guidelines that many scientists think are too strict. It is also aimed at mollifying
public fears. ’

Michael D. Lemonick. TIME Mov.9 1987

Notes vocabulaire

to flout : passer outre (cf. to sidestep). murky = épais,opaque.to teem : fourmiller.
o rlowt , Lo sidestep). MUTEYy =0 _-cem
elm ¢ orme. Dutch elm disease | champignon parasite de 1'orme.

QUESTIONS

1, (10 points) - Translate from thé beginning {title included) ..down to : "during planting'.

2. (5 points) - The expressions "gemetically altered or medified or engineered" keep recurring
in the text. What do these words refet to 7 State in a few sentences what you think essential
about the subject. : .

3, (5 points) = What are the main concerns of biotechnologlsta when they releass genetically
altered bacteria 7 What might happen if they are not careful enough ?
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE

A_ETUDE DE PROJET

‘Durée : & heures Coef. : 1

Remargues préliminalres

1 - L'usage d'un dictionnaire "Anglais-Francais" est autorisé,

2 - La lecture préalable de 1'ensenble des documents n'est pas nécessaire avank
d'aborder te sujet. Des précisions, quant i leur utilisation, sont fournies
pour chaque question.

Froduction d'interféron par culture en masse de fibroblastes humains diploides

I3
0

Dans le but de preduire en grande quantitd de 1'interféron par culture cellulaire,
on se propose de faire ume étude préalable, dans un volume restreint de 500 ml. La
souche cellulaire Wy 38 {fribroblastes humains embryonnaires de poumon} sera fixde
sur microperteurs,

1. (15 points)

Dans un premier temps, on veut fixer les conditlons opératoires et en premier lieu
les conditions de pH,

T.1. Dans le laboratoire,des fribroblastes humains KL (proches de Wy 38) avaient
déjd éré testds dans un milieu contenant de 1'hydrogénocarbenate de sodium (cf.
decument 1},

Commenter les courbes de la figura 1.

1.2. D'aprés la figure 2, quel est le pH optimal de lz culture de Wy 38,

1.3, En fait, le milieu utilisé sera le DME (cf. tableau 1, document 3).
Justifier sa composition et 1'utilisation de 1'HEPES,

2, (25 points)

D'aprés le document Z, expliquer 1'intérét d'une tectmique utilisant des micro-
porteurs. Utiliser les renseignements du document 3 pour justifier le choix d'un
type de micreporteur pour cette culture de manidre & ce qu'elle soit la plus ren-
table possible. Préciser le réle des groupes substituapts des microporteurs dans
cette technique,
N
3. (25 points)
3.1, A L'aide du document 4, établir un protocole pour 1'étude préalable envisagée
en préclsant en particuller
- la concentration en microporteur CYTODEX - i
~- la maniére de fixer les cellules
- la concentraticn de 1'inoculum,

L'incubation sera réalisée 2 37°C,
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3.2, 8i les composants du milieu ne deviennent pas facteur limlitant, au bout de
combien de temps pourra-t—on récupérer les cellules et & quelle concentration
seront alors les cellules (document 4).

4, (5 points)
A 1'aide du document 5, déterminer la quantité de sérum i introduire dans le milieu
BME au départ, de maniire i se trouver dans les meilleures conditions de croissance.

5. (10 points)
Le document 5 fournit les étapes permettant la production d'interféron.
5.1. Doit-on maintenir la méme concentration en sérum 7
5.2, Expliquer le x6le de 1'introduction de poly (1) et poly (C) complexé aun
DEAE Dextrane,

Réf. - "Microcarrier cell culture : principles and néthods"
PHARMACIA

- "gome effects of environemental pH on cellular metabolism
and function"  H. EAGLE )
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EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE

B_ REALISATION PRATIQUE D'OPERATIONS DE GENJE BIOLDGIQUE

DUREE TOTALE : 8 H CoEF, ¢ B

: {Durée : 7 h + 1 h pour repas pris sur place)

PRESENTATION DE L'EPREUVE :
PARTIE..IL : ETUDE DE LA CINETIQUE D’INDUCTION DE LA BGALACTO-
SIDASE CHEZ ESCHERICHIA CQLL.

(16 POINTS)

. manipulation longue, qui nécessite une bonne organisation,

PARTIE.LL : ENTRETIEN D'UNE LIGNEE CELLULAIRE CULTIVANT EN
(] POINTS) MONOCDUCHE-
. manipulation courte, dont la technique sera étroitement
contrBlée.
PARTIE i : Etude de la cindtique d'induction de la pgalactosidase chez Escherichia Coli

.a Bgalactosidase est chez Escherichia Coli une enzyme inductible. On se
propose de suivre parallélement la croissance d'E.Coli et la variation de
1'activité Bgalactosidase aprés addition (ou non) d'isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside (IFTG) au milieu de culture.

Souche utilisée

; . : ot +
E. Coli lactose + inductible (i z Y+,a )

Miligu de &ultuke :
milien minimum + glyedrol (0,5 % final)

La creissance -sera suivie par mesure de 1'absorbance 3 600 nm.

La détermination de 1'activité enzymatique sera effectuée gur un lysat
de culture, & 37°C et pH 6,8, avec comme substrat 1'orthe-nitrophényl
galactoside (ONPG). Une unité sera définie comme la quantité d'enzyme
qui hydrolyse une nanomole d'ONPG en 10 minutes .dans les conditions
opératoires,

1, — Démarrage des cultures .

A partir de la culture fournie, ensemencer immédiatement deux fioles
d'Erlenmeyer contenant 100 mg de milieu de culture avec 2 mi d'inoculum
Incuber & 37°C. Agiter régulidrement durant toute 1'inciibatiom.

9, = Addition de l'inducteur au milieu de culture

Environ une heure aprés le démarrage des cultures, ajouter dans 1'une
“des Fioles d'Erlenmeyer 10 m¢ de solution d'IPTG & 1072 mol.t~1 et
dans 1'autre 10 mi d'eau distillée.

Ces additions définissent le temps zéro de 1'étude de la cinétique
d'induction.
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3. - Les prélavaments
BB prelevament

3.1. ~ pour la determination de 1'activite enzymatique :

+ prélever aux temps € ! minute, t5 minutes, t10 minutes,
£20-minutes, t30 minutes, t6Q minutes, ti20 minutes,

0,5 m# de chaque culture dans des 'tubes préparés préalablement
contenant - 50 pf de chloramphénicoel 3 0,i %

= 2C pf de toluéne

- 30 pt de désoxycholate 3 1 g

. mélanger au vortex et laisser dans la glace 20 minutes environ
3 ] ) ] - ]
avant de déterminer 1'activité,

3.2, ~ pour_l'étude de la croissance @

+ Frélever aux temps t: | minute, puis toutes les 25 minutes
-aprés le temps 03 .

4 mL de chaque culture dans des tubas préparés préalablement
contenant 200 p& de chloramphénicol & 0,1 Z%.

Mélanger

Les tubes peuvent &tre laissés dans ia glace.si la lecture de
l'absorbance n'est pas immédiate.

 Tous les temps sont donnés i titre indicacif, Noter avec
précision le temps rdel de 1'exdcution de 1l'opération,

Le temps t: 1 minute a pour but de déerire ia gltuation
juste aprés 1'addition d'inducteur (ou d'eau distillée).

4. - Détermination de 1'activité enzymatique

Dans chaque tube contenant l'aliquote de culture prélevée et lysge,
ajouter 2,4 mi de solution d'ONPG (& 0,1 % dans un Lampon phosphates
pH 6,8 ~ 0,05 mol.171) préincubde. 5 minutes environ & 37°C.

Incyber 10 minutes & 37°C
Ajouter t mf de solution de Na,C0, 1 mol.1-1

Lire & 420 nm contre un blane adéquat,

5. - Courbe d'étalonange de 1'ONP formé

A partir d'une solution d'ONP i 1()_'4 mol, 17t en eszu distillée,
préparer une gamme de 50 2 250 nanomoles par tube, '
La composition du blanc rdactif est la suivante H

2,5 mi de tampon phosphate‘pH 6,8 - 0,05 mo1.1-1
1 wf de Na,C0, 1 mol.L~!

Lecture 4 420 pm,

6. =~ Quantification des cultures

6.1. - _Mesures :
« Lecture de 1'absorbance & 600 nm
» La limite de linéarité de la relation absorbance fnombre
de bactéries par m& se situe aux envirens de 0,6 unités
d'absorbance,
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6.2, - Vérificacion de la relation entre 1'absorbance et le pombre de

. Mesurer l'absorbance de la eculture fournie 4 600 nm.

+ Faire un dénombrement en boltes de gélose numération.
Real%ser deux essais pour la ou les dilutions retenues
(3 dilutions maximum).

6.3 - Donpées :

5,108 bactéries/mt et & 0,3 mg de matidre sidche par mi.

7. - RESULTATS DEMANDES

7.1. - Donner tous les résultats bruts chienus

7.2. - . Tracer les courbes de eroissance des bactéries pour les deux
culbures sur un méme graphique et déterminer le taux de
croissance dans les conditions opératoires.

. Tracer les courbes.

~ unités de Bgalactosidase par mi en fonction du temps

- unités de Bgalactosidase pour 106 cellules en fonction du
temps.

Présenter 3 chaque foig les deux conditions de culture sur un
méme graphigue.

. Indiquer les calculs et traitements effectués.

, Conclusions.

La possibilité ou non d'utiliser um ordinateur couplé au
spectrophomitre et muni d'un logiciel d'acquisition et de
traitement de donndes pour le tracé et 1'exploitation de la
courbe d'étalonnage de L'CNP(5) sera précisée au début de
1'épreuve,

PARTIE 11 : Entretien d'une lignée cellulzire cultivant en_menocouche.

& partir de la culture d'une lignée cellulaire fournie, on demande. de
réaliser les opérations suivantes : :

1. - Supplémentation du milieu de culture avec du sérum de veau
foetal de maniire & obtenir un taux £inal de 5 Z.

2. - Trypsinisation :

Eliminer le milieu de culture

- Rimcer la culture avec eaviron 5 mk de trypsine & 0,25 %
en tampon PBS préchauffée i 37°C.

= Ineuber en présence de 1 4 2 mi de trypsine

- Lorsque le feuillet est détaché, ajouter 5 mf de milieu

de culture.

3. - Dispersion dans environ 5 =t de milieu de culture supplémenté
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4, = Numérer en présence de Blen Trypan & 0,2 %

5. - Transfert ! mise en culture & la densité de 5.104 cellules

par mf dans un flacon de 25 cmt

6. - Mettre ¥ incuber & 37°C.

RESULTATS :

Donner :

= L'aspect de la culture fournie
- Le résultat de la numération
=~ Le pourcentage de viabilité,

[ Deuxibme Jour]: (Durée : 1 h)

PARTIE | : Etude de la cinétique d'induction de Ia Bgalactosidase chez Escherichia Coij

2.3,

Résultats des numérations de 1a culture fournie le premier jour,

Relation exacte entre 1'absorbance A 600 nm et le nombre de
bactéries par mi,

La concentration finale en chloramphénicol daps les prélévements
de culture destinds i la numération bactérienne était au moins
égale & la CMI, Pourquoi 7

Déterminer la CMI & partir de la Plaque de microtitration fournie.
La déterminacion de l'activitd ehzymatique dans les lysats de
culture a~t-elle été réalisée avec une toncentration saturante ep

subsgtrat ? Justifier,

Une scuche bactérienne recombinde porte wne fusion génétique qui placs
le géne Lac Z sous le contrdle de L'un des gtnes du systime 30§

Quelle peut Btre alors la signification de 1'inducticn de 1a
Bgalactosidase dans ce cas ?

PARTIE 1l ;: Entretien d'une lignée cellulaire cuitivant en monocouche

Aspect de la culture repiquée

Pourquoi le milieu a-t~il été supplémenté avec du sérum de
veay foetal 1

DONNEES : Xy de la Bgalactosidase pour 1'ONPG & 37°C et pH 6,8 =

-1 4.10-4 mo1,1-1
MONPG = 301,25 g.mecl
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XhO . 4 BTS BIOTECHNOLOGIE SESSION 1989
SCIENCES BICLOGIQUES PONDAMENTALES ET GENIE BIGLOGIQUE
Durée : 4 h Coaf, : 6

Refmarques préiéminaires :

1 -Le sujet proposé est, & 1'image des biotechnologles, nécessairement
pluridisciplinaire : le candidat devra veiller A répondre d'une maniére conclce
aux différentes questions posées.

2 - On peut suggérer au candidat de consacrer h@érativgnant & chaque quastion n
tempe prenant ¢n compte le ncmbre de points attrimués,
4 :

LA FIXATICN SYMBIOTTQUE D'AZOTE ET LA PHYTOPATHOGENICITE
Ces deux grands types de relation entre bactéries et végétaux ont une grande
wportance  en  agriculture et sont de ce fait l'cbjet de nambreuses études et
recherches, )
1. Relations hactéries-hites. (5 points)

Rappeler quelles somt les principales relations qui peuvent s'établir entre une
bactérie et un hite. '

2. Fixation symbiotigque d'azote. (55 points)

-[a fixation d'azote permet de diminuer l'apport d'engrais azoté. La symbioee
Riizobiium-légumineusa, responsable da prés de la moitié de 1l'azote fixé annuellement
A la surface du globe, est doublement intéressante : elle augnente le rendement de
oulture de la légumineuse et enrichit le sol pour les cultures suivantes dans une
éveftuelle rotation. On estime qu'en moyenne la fixation d'azote par les
Rhizobiun-légumineuses  fourragéres (luzeme, tréfle) est de l'ordre de 200
kilograymes par hectare sn 9 ans.

2.1. Domner le cycle de 1'azote en insistant sur'les étapes ol seules les
bactéries interviennent. {10 points)

2.2. Coment certaines plantes participent-elles a la fiation d'azote et
quel bénéfice en tirent-elles 7 {10 points)

2.3. Cette fixation nécessite une grande quantité d'énergie fournie par la
photosynthése. Aprés avoir schématisé un chloroplaste, donner les étapes essentialles
de la photosynthese. Aucune farmile n'est demandée, {15 pointa)

2.4. On a pensd faire béndficier de la fixation d'azote d'autres plantes
d'intérét agroncmique (came le bld) grice & un transfert des génes mis en jeu. W la
complexité du mécanizme de la symbiose, les travaux actuels e'orientent plutdt vers
l'amélioration des symbioses existantes avec la production d'incculums da qualité
permettant d'inoculer, au momant des semis, des sols pauvres an Rhizobium.

La production en masse des Rhizebiun sélect ionnds s'effectue en fermenteur,
Explaguer les différentes étapes de la mise en oeuvre d'ne production en fermanteur
el precisant

- l'organisation du temps lors de la préparation du matériel, des milieux et de
la souche, :
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- les types de oontrbles & effectuer et leur mise en ceuvre praticue pour s..iv
1'évolution de la production d'une bicmasse en culture pure. (15 points)

2.5. La fixation d'azote suppose 1'infection de la racine de la plante hote
par les Rhizobium qui y déclenchent 1’apparition de nodoles.
Pour identifier les souches les plum infectieuses, des tests de compétitivité sont
réalisés : des plantes cultivées stérilement sont inoculées simultanément avec deux
souches différentes de Rhizobium gui sont par la suite recherchées dans les nodules
par immmofluorescence.

Quels sont les principes de 1'immunoflucrescence directe et indirecte ? (5 points)
3. Le pouvoir phytopathogéne (40 points)

Le pouvolir mytopnm&n'axprm 1a capacité d'upe bactérie & déclencher des
troubles (localimés ou ralisés) chez une plante. Il a des mécanismes et des
manifestations divers.

3.1. le pouvoir pathogéne d'Erwinia chrysanthemi chez le Saint-Paulia est lié a
1a production d'enzymes lytiques qui détruisent les tissus de la plante. Il s'agit de
Aépolyméranes telles que les pectinases, les cellulases et les protéases.

Les snzymes de la dépolymérisation des biopolyméres appartiennentstoutes
4 la classe 3 dea hydrodases sauf la majorité des enzymes pectolytiques qui relévent
de la classa 4 des lyases (4.2.2.2. est une pectate lyase). oL

3.1.1. La cellulose est un biopolymére végétal substrat des cellulases.
Donnar 1a structure chimique d'une molécule de cellulose préciser o
particularités biologigues, la nature des liaisons hydrolysées par les oelilileow
bactériennes (par exemple 3.2.1.4.) et la nature des produits abtenus. (5 points)

3.1.2. Les enzymes en général sont caractérisées par leur grande efficacitd
catalyticue.
Quelles sont les raisons de cette efficacité ? (10 points)

3.2. Agqrobacterium. tumefaciens induit des tumeurs (galle du collet) dans les
plantes infectées en leur injectant un facteur transformant : le plasmide Ti dont une
partie, 1'ADN-T, est transférée dans le génome de la cellule hite et en perturbe le
métabclisme. Ceci réalise une transformition in vivo et on utilise ce plasmide
"désarmé”" (rendu non pathogéne) pour transférer des génes nouveaux & des végétaux.

3.2.1. Décrire une méthode de transfert de génes in vitro lors d'une
manipulation de génie génétique. On' peut choisir une cellule procaryote ou une
callule eucaryote. (5 points) -

3.2,2. Citer d'autres techniques possibles pour un tel transfert. (5

points)

3.2.3. Donner des exemples de génes (déja clonés ou non) oconférant aux
plantes un avantage agroncmique supplémentaire. (5 points)

1.3, L'étude du mécanisme du pouvoir pathogéne nécessite 1'utilisation de mutants
non pathogénes. I1 existe por excple des souches d'Exwinia chrysanthemi qua

tent une chute de leur pouvoir pathogéne par mutation des génes des pectate
lyasas.

A partir d'un exemple, montrer par quel mécanisme moléculaire une lésion de 1'ADN die
4 un agent génotcxique, permet d'induire une mutation. (10 points)
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* KAD, 4

4. Producticn de plantes en culture stérile {20 points)

L'étude de ces relations bactéries-végétaux suppose en un premier tamps la pil ..
de plantes an culture stérile.

4.1, Quelles pont les conditions de oulture in vitro des végétaux ? (5 points)
4.2. Préciser les étapes d'un microbouturage {ou micropropagation). (5 points)

4.3. les milieux sont souvent additionnés de phytohommones.  Citer le
principales en indiquant leurs effets pajeurs. (10 points)
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BTS BIQTECHNOLOGIE
FPREUVE PROFESSICHNELLE DE SYNTHESE
) {A) ETUDE DE PROJET
Duree : 4 h
Coefficient : 4

REMARQUES PRELIMINATRES
T lecture préalable de 1'ensenble des documents n'est pas nécessaire avant
d'aborder le sujet. Dea précisions, quant & leur utilisation, sont fournies

pour chaque question.

Ce sujet comporte % : 12  pages
dont -. sujet : p.lad . documents i p. 5 a2

ETUDE DU . COMPORTEMENT TF BREVIBACTERTUM LINENS
ATCC 9175 EN FERMENTEUR : INFLUENCE DES CONDITIONS
DE CULTURE SUR LA CROISSANCE ET LE METABOLISME DU
LACTATE ET DES ACIDES AMINES i

Tous les documents sont des extraits de la thésae de M.H, FEMELART. L'étude a été
réalisée au laboratoire de micrcbiologie laitiére dirigé par Monsieur M,J.
DEMAZEAUD & 1'INRA CNRZ de JOUY.EN.JOSAS. -7

INTRODUCTTON _
RICHARD et ZADI (1983) ont montré qué 1a fraction deminante de la flore non

lactique de la surface de camemberts fabriqués avec du lait cru étalt constituée de
bactéries corynéfommes, dont une partie identifiable & Brevibacterium linens.

EL-ERIAN (1972) a étudié le rSle de B.linens dans le cas du Limburger.

Cette bactérie représentant un tiers de la flore totale de surface du fromage conmer-
cialisé, était capable da liquéfier en trois semaines d'incubation plus cu moins le
milieu de culture constitué de ?orticns de fromage, tandis que les levires et des
souches de type Arthrobacter n'y étalent pas parvenues. Lles portions de £fromages
liquéfiées par lea souches Je B.linens les plus protéolytiques avajent une camposi-
tion proche de celle de 1'hydrolysat de caséine (“casamino acids") utilisd comme
témoin, tandis que ceux moins protéolysés par certains Acthrobacter ressemblaient
plus ou moins au framage de Limburger affiné.

Canpte tenu de ce réle au.cours de 1'affinage des fromages, les fabricants
de levains (Lacto-lLabo et les laboratoires Roger) ont donc comercialisé certaines
cultures de B.linens. Ces fournisseurs préconisent 1'utilisation de leurs levains
purs en addition au Jait, par vaporisation, ou en addition 3 1'eau de lavage destinée
aux soins de frottage opérés en cave d'affinage. Ils peuvent &tre utilisés pour
1'aromtisation et la coloration de framages A pate molle (Maroilles, Livarot) et en
fin d'affinage pour "colorer" les Camemberts affinés. Ce levain est méme
comercialiséd  sous forme de mélange pour reproduire avec d'autres souchea
d'Arthrobabter, microcoques et levures, la golit et l'aspect typique du "Camembert
traditionne] normand”.

lLes renseignements techniques indiquent que ces souches acido-sensibles

dolvent &tre utilisées & des pi compris entre 5,8 et 8,0, avec un optimm a7, eta
une température cowprise entre 10 et 20°C.

1/12
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Ia production de ces levains doit nécessairement ser par le stade  us .
cultures en fermenteurs. Déja KUNZ 2l.(1980) (VER OSTRA a Dresde) proposent ..-; '
ferments lycphilisés de Brevibacterium linens (colenies blanches et orangu), ot .o
en culture par immersitnl. Ces auteurs Insistent sur les conditions de pri, ao
température et d'adration ocome ayant une forte influence sur la croissance du .

.

Dans le but d'atteindre une meilleure maitrise de la production, une

meilleure utilisation de ca type de flore d'affinage mal connu, - il s'avére donc

d'antreprendre des études physiclogiques sur B.linens : étude de sa

Croissance et de son métabolisms sur un milieu chimigquement Jdefini, en fermenteur

dans des conditions maitrisables et régulables. L'utilisation d'un fermenteur
pemettra de fixer de fagon certaina les paramétres de la croissance et de mesurer

leur action sur la microorganisme.

Ia premiere étape a oconsisté en 1'élaboration du miliew de culture _
chimiquemant défini, nécessitant un certain nombre de choix. En fin d'affinage du
Camembert, des quantités résiduelles d'acide lactique apparaissent {SCHORMULLER, 1968
ot MARKWALDER, 1982)., Ce substrat prodult par les bactéries lactiques est initiale-
mont conscamé par les levures et les moigissures, puis probablement par B.linens. Il
occpe une place privilégide. En effet, il constitue avec l'acétate Te meilleur
substrat assimilé (MULDER et al., 1966). LEE (1985) indique que le lactate fournit le
meilleur rendemant, ainsi que le mailleur taux de croissance de B.linens souChe 47,

Lors de phénoménes de diauxie, c'est le lactate qui est consamé avant l.
glucose (VELDKRMP, 1970 ; at LEE, 1985). La morphologie des Arthrobacter, genre
proche de B.linens est dépendante des conditions nutritionnelles - 1a Croissance sur
gluccse prodult uniquement des cellulas en forme de ocoques, tandis que l'ajout .1
- lactate induit la formaticn des csllules en batonnets et, sa dispariticn, le tet
- la forme cogue.

La lactate a donc été utilisé comme substrat carbone, et un mélange
" d'acides aminde sous la forme d'un hydrolysat de caséine camme source d'azote. Ce
milisu reproductible pemmettra d'étudier la croissance de Brevibacterium dans aes
conditions de culture fixées en fermenteur, et d'cptimiser croissance et
métabolisme : consammation de )'acide lactique, des acides aminés et production de
1'amoniaque. Brevibacterium linens est un microorganisme alcalinisant ; cette
propriété est-ella 1ide A ses capacités a produire de 1'ammoniague ?

Kuntz et al. (1980) citent les facteurs : oxygéne, pH, température et
caposition du milied, ocomme assentiels pour 1a croissance de B,linens. D'autres
auteurs ont étudié 1'influence de ces mémes facteurs essentiels pour lTutilisation
des microorganismes pour 1'industrie fromagére. Un pH initial de 6,5 ou B,5 semble
favorable & la croissance (KUNZ et al., 1980} tandis qu'une valeur de 7,5 l'est .
moins, Le pH final des cultures stalt toujours de 8,5, quelle que soit sa valeur
initiale. A un pH initial inférieur a 8,5, la culture alcalinisa, alors qu'a un pH
supérieur a 8,5, elle acidifie.

STADHOUDERS et LANGEVELD (1962) n'cbeervent pas de croissance pour des
valeurs de pH inférieures & 6,0, Kunz et al. (1980) résoclvent le probléme de
l'oxygénation des cultures en fementeur de B, linens en utilisant en pemanance da
l'air comprimé £11tré qui doit permettre d'attelndre des concentrations élevées en
axygena dissous, .

L'effet de la température a été étudié par WILKINS (1973) dans une étuda
sur les bactéries Gram-positives, non sporulantes et psychrotrophes: se multipliant a
10°c, Brevibacterium linens est effectivement clasgé panmi ce type de bactéries

paychrotrophes,

2/12
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La plupart des auteurs situent la température optimale de cy:: ' :ance a 25°c
environ (KUNZ et al, 1980), Wilkins (1973) a calculéd les taux <« vroissance
spécifiques pour des cultures réalisées & 10, 20, 30 at 37°¢C, L'optimal était cbtenu
a 30°C, mais le taux de croissance ne diminuait que de 10 % lorsque la température
s'élevait jusqu'd 37°C. Par contre, BOYAVAL et DESMAZEAUD (1983) citent un article de
CROMEAH (1974) qui indique qu'une température de 37°C ne permet pas d'observer de
maltiplication,

L'hétérogénéité des résultats doit provenir des différences entre souches
Utalisces, amnsi que des différences entre les autres conditlons expérimentsles :
nmulieu, ph et oXxygénation.
'3

L'effet d'un facteur ne s'exprime pas sans gqu'interviemnent les autres
conditions expérimentales. Il est méme imprudent de parler et de oomparer des
coefficients de température, par exemple, s8i les expérimentations n'ont pas été
af fectuées scrupuleusement dans les mémea conditiona.

tére Partie : OPTIMISATION CULTURES (20 points) .

1. pDoner la définition et les buts de 1'optimisation glcbale des
cultures.
Préciser la nature des conditions expérimentales A faire varier et
quels paramétres permettent ensuite de mesurer 1'effet produit.s |

2. En utilisant le document (1) préciser quelle information
supplémentaire apporte 1'expérimentation planifiée par rapport & la
méthode classicque dang 1'exemple cité. ‘

3, Quel est 1'intérét général des méthodes planifides en microbiologie
appliquée 7

Zéme PARTIE : EIUDE FINE DU COMPORTEMENT DE B.LINENS SUR DES MILIEUX LACIATE ET
ACIDES RMINES

Afin de mieux comprendre la croissance de ce microoryanisme en fonction des
substrats présents dans le milieu de culture, des études complémentaires sont
menées .

les cultures sont toutes réalisées dans les conditions optimales de pH,
température et caygéne dissous.

Le document 2 donne quelques renseignements concernant le matériel et les
mechodes utilisés, !

N.B. Dans tous les documents 1.'ahsorbance est notée D.O.

1. Principe des calculs effectués sur les résultats expérimentaux {15 points)

1.1. Définir et proposer une méthode de détermination des paramétres de crois-
sance suivants : .
- taux de croissance ou vitesse spécifique de croissance meximum
- vitesse spécifique de croissance maximum
- repdement de biamasse global
- rendement de bicmasse & chague instant

1.2. (uels autres paramétres utilise-t-on en microbiologie appliquée pour
de

décrire une production de biomasse. Préciser leur méthoda
datermination.
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8t ded acidas amines sur la croissance (15 points)
2.1, A partir des documents (3) et (4), camparer lss "D.0 maxirale.”
atteintes pour chaque culture,
- En déduire le 1Sle du lactate ou des acides aminés came facteur
limitant,

= Lorsque les concentrations en acides aminés sont faibles, quel est
1'intérét métabolique d'un apport de lactate méme faible 7

2.2, Comparer les vitesses spécifiques maximales dea cultures {"p max") n*84,
90, 91 et 99. '
Po:lr lesquelles peut-on dire que l'un des substrats n'est pas en

"ooncentration saturante" 7 .

~ Connatssant la campoaition du milieu BIO-CASE (document 2}, expliquer:
pourquoi la phase exponentielle ne dure pas plus de 38 % de la croissan-
ce totale pour les cultures 91 et 99 alors que Monod obtient des phases
oxponentielles de 75 § de la croissance totale pour E.coli sur milieu

2.3. B utilisant les documents (5) et (6) , préciser le role des acides
aninés dans la diminution du taux de croissance pendant la culture. .

3. Cinétigue de production et d'utilisation de 1'ammcniaque {15 points)

3.1. Claasar les cultures B4, 90, 91, 92 et 99 en deux groupes en foncricn .
la cindtique cbeervée pour 1'ammoniaque et de la camposition relative
milieu en source de carpone st d'azote. :
{utiliser les cinédtiques géndrales décrites aux documents (7),(8) et (9)).

3.2, Quella est llorigine et le rfle métabolique de la production
d'amoniaque dana ces cas?

3.3. Confirmer votre hypothdse par des obeervations précises sur les
cinetiques géndrales dea croissances,

4. Etuds de 1'évolution du rendement de croissance pendant la croissance (15 peints) |

A 1'aide des documents (7) et (9) concernant les cultures 90 et 92 :

4.1, Déterminer graphiquament les différents rendements de croissance par
rapport aux substrats lactate et acides aminés pour les cultures 90 et 92,

4.2. Faire correspadre les brusques variations de rendement observées
gméramnt la croiseance avec un &vénement détemminant des cinétiques
8 les.

4.3. En déduire l'influence de la nature des substrats consamés sur L
valeur du rendement de croissance. ’
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DOCUMENT (1)

LA METHODE DE PLANIFICATION

Ia méthode encore la plus utilisée pour étudier 1'influence de facteurs
sur un phéncméne complexa, congiste A modifier un meul de ces facteurs A la fols
tout en malntenant les autyes constants. Ces autres facteurs sercit ensuite étudiés
par la néme méthode. On oppose blen souvent A ocette méthode "classique',
1'expérimentation planifiée factorielle, qui f£ait varier tous les facteurs a la
fois, d'une fagon optimale. Par exemple, l'étude da 1'influence de la température
et du pH sur un phéncméne complexe sera entreprise de deux maniéres possibles :

- Dans le cas de’la premiére méthode, dite "classique’, & l'aide de trois
-expérimentaticns :
. 1'expérimentation témoin & T1 et P1, respectivement température et
. une expérimentation permettant d'estimer 1'affet de la température a T2
et P1, -
. e expérimentation permettant d'estimer 1'effet du pH & Tl et P2,
qu'l] faudra répéter afin d'estimer égalament 1'erreur expérimentale.

. bans le cas de la deuxidme méthode, factorielle, A l'aide de quatre
experimentations i

. 1'expbrimentation témoin & Tl et Pl,
. une expérimentation & T2 et P1,
. une expérimentation & T1 et P2,
. une expérimentation & T2 et P2.

‘ DOCUMENT (2)
MATERIEL ET METHODES

tes échantillons prélevés toutes les deux heures sont dosés en bicmasse
(D.0.), lactate, acides aminés et ammoniague

[a correspondance entre D.Q. et poids sec cellulaire a été utilisée pour
transformer les mesures de D.0. en gramme de bicomasse ;
{ml de culture & D.O. 1 contient 0,356 mg de poids sec cellulaire.
Les milieux de culture utilisés sont présentés ci-dessous, pour les subatrats
carbonés et azotés, seuls wodifiés. =

N' de culture acides aminés BIQO-CASE L-lactate (g/1)
{g powdre/1)
84 3 10
90 3 S0
91 3 0
92 10 10
99 30 0

Le milieu de culture contient en outre des éléments minéraux, un tampon phosphate
et des vitamines.
RO
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Pooument 2 (suite)

COMPOGSTTION AFPRCLIMATIVE DE LA BIO-CASE “LOW-SALT"

BIO-MERIFUX REF 5 301 1

Concentrations exprimées en g pour 100 g de poudre

origine casaing
hydrolyse HCl
ACTE
total 12,87
aniné 10,30 ‘-
SELS
(chlorure} 0,12
HUMIDITE 4,45
CENDRES 1,27
ACIDES AMINES FOURNIE MESUREE
ASP 5,87 6,23
HR 3,97 3,18
SFR - . 3,
GLl} 22,54 15,29
PRO 6,35 9,27
GLY 1,59 © 1,39
" ALA - 3,11
- CX38 0,48 D
| L 6,51 3,94
& ~MED 2,70 1,58
LEU 4,29 1,94
LEV 5,56 5,00
TYR 4,92 1,43
PHE 1,11 1,52
TRP - 4]
LYS 5,87 6,10
HIS 1,1 3,52-
ARG 2,22 2,47
75,09 12,17
VITAMINES inférieur & 10

rtya
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DOCIMENT (3) .

TAUX DE CROTSSANCE MAXIMAL (mpmmmmnnn‘mmmnkmm X I
QUANTTTE DE RICMASSE FORMEE PAR UNE UNTTE DE BIOMASSE EN 1 HEURE) AINSI (UE
mmmm.wTﬁWWWt{mmmznmsrmm
HEURES CALCULE EXPRESSION t= 2 .0. B

S oL A ‘ LOG(2)/ ) ET D.O. MAXIMALE OBSERVEE

CULTURE LACTATE | ACIDES | TAUX DE CROTSYANCE MAX. TEMPE DE | D.O. MAX.
(a/1} AMINES (H } intervalle da GENFRATION
{mM) conf iance (H)
B4 10 19 0.1%6 0.153 - 0.159 4.44
92 10 200 0,086 Q.084 -~ 0,098 B.06 > 434(")
91 0 15 0,129 0.129 - 0.131 . 5.37 5
99 4] 200 0.186 0.184 -~ 0.188 1.72 50
90 50, .- 15 0.174 0.168 - 0.179 .98 12

(**) culture non achevée

las valeurs de concentration des acides exprimées en nM de ce tableau pour les
;;lih;es 84, 91 ot190 ;mt celles mgu:é;a. alors que le milieu est préparé avec 3

poudre dans les 3 can ; cette différence provient préc: dosage
qui n'a pas été réphté, ' provint de 1a taion o )

DOCLMENT (4)

COURER, [ PEPRESENTRTICN DE LA GEMALTY BACTERIFRME ET D 50N [OGARTTIME N FONCTICN
3 TEMPE, ‘APRES (RF EXPRRIENCE DE HONOD (1947} DE CROISEANCE DE £.C0LI SUR MILIEU
LACTORE. LA FPHASE EXPOMENTINILE 8% POURSUIT TRES LOMGTEMPS DANH IE CAS O CES
ames.

MNOD (1942} prémects dss courbes de cruissence
s E.ooli s milleu lactosé ol la phasa
sxponantielle st longua et bien définie ¢ alls
s poursuit pendet lew bois quarts de la
crolsssance totale, se ternibe brusquesent, les
tmm de croimsarce dimiovent tods  capidenent

( . 36).

I:-lqm chterues sont  différentss  ocomme
1'Inddquant. lew figures 31 & 33,

La phasa exponentislle comprend sywtdmstigoenent.
moins de 40 ¥ de la croissance totale st dure
moins de %0 A de la durde totale de la culture.

MOD (1942) chearve que oime en augmentant  les
conoentrations de "bodillon” de toum ses milimx
omplanss, 11 e pacvient pas 3 mlloger la
phane axtrlmematt  Courte, et
i chearve toujours uhe phase de malentissement
1 w0 longue, Avec un milisu ooportant un
sucTe, la phase exponantislie se meintient plus
. Il interprits cette chesrvatlon per
1a multitode de mibstrats disponibles daw  le
ntiteou lawe, antratnant des phinonines
sanblables & In dimucie, [utilisation pokferen-
tielle d'une souroe catbonde parmi  plusisurs
~ 20 a'sntre sllsa, st q):panum de courbes de
croisemnce biphasiques).
erof ssance ConostTant, nos cultures, c'est dane le cas ob le
lanti milisy wat constitud des acides eminds seuls que
ralentie la poans wrponentislle est la plus importants
HMEURES {culture 91 #t 99, avec acides sminie seuls,
iversnt 18 et 12 & da la crolssanca sont
effactuss pendant la phane exponentislls, contre
! 7 3 8005 3, 12 at 15 ¥ rewpectivement pour les oiltures
1EMPS 92, 90 et P4 avec lnctate et acides aminés).

densits
]
-]
o

-1
U

~{ 60

log densité

L.l
L

roissance,
taux cons-
tant

1 }

-
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RELATION ENTRE LE TAX DE CRUISSANCE (H™°) ET LA OORSOMMATION [ES ACILES

ol FELATION ENTRE LE TALX [E CRCISSANCE (K-l :
BOURCENTIGE D'ACITES MTHES (CNSIIMES). LA PARTIE LINEAIRE Of IA COUREE DU TNX [ (R0 ET LA COSSOMITION TES MCITES AMDES (2N

FOURCENTAGE D' ACTES AMDSS (TNSOHES). LA PARTIE LDGATRE I LA COUREE DU TAX T®
CROLSSANCE. DX FOMCTION 3 THMPS ORGSO ALY RESLIXTS KLRNIS PR L' AJUSTEMENT
DIFFERENTIEL A L'NIRTEM DX/TT = jgg,. X.

CLTIFE 26 30 G/L IE LaCTwT®

1 G/L IE FIDFL & PEPIONE

SESSION 1989

BTS BIOMECHNOLOGIE

XAQ 5

DOCUMENT 5

POURCENTAGE DE SUBSTRAT CONSOMHE (%)

10 20 30 40 m“u
Temps de culture (beures)

ot -ty

. TaUx BE CROISSARCE

—— AXCTNINE
— e e PHENTL-ALANINT
—_——— fTREsist
— ACDLS AMINES TOTARY

oy am LACTATI

0,2 CULTURE 84 106/ D€ LACTATE 3 6/1. B POUDRE DE PEPTONE
- 1 3 G/L DE POUDRE DE PEPTOMNE ~ + :
n ¢ i ————, TAEL M ECSOTILuaCY
m m oy e ASGIEIEE
“ m D e s FEENTL . ALANINE
W M RN T
@ G, 1 & 1 e NN | ====- -
m m aemesny ACIFEL ARINES TUTAUT
- = - LaCTatt
; -=-
£ 2
= =]

Q,.__.Hcmm 90  S0E/UDELACTATE

o
4

POURCENTAGE DE SUBSTRAT COHSOMME (%)
wn
o

10 20 30 40 50 8¢
Temps de culture {heures)
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8o

CROISSANCE B FOMCTTION D0 TEMPS COFFESEOMD AR FESULIATS FOURNIS AR L'AJUSTEMENT CHOISSANCE B FCNCIION DU TEMPS CORFESECND AUX FESULTATS FOURRS DAR L'AJUSTEM
CIFFERENTIES A L'HXRTIHN IX/IT = fugp X. DIFFERENTIEL A L'EGEBTION DU/TT = fagr X.

CULTURE 91 3 G/L DE FOULRE DE PEFTONE CULIURE 99 30 G/L. DE FOUDRE DE PEPICME

L ]
-H N a ® . TaMl O CAOLSSanCE
m T - 0,14 °
s ot * —mis  ABG LR LFL
= . -
s = a e e PHLETL LR ENE
E=] 3
w m . e sirmee TYRGSLRE
- =2 - - Wy
m 2 e— ACTBES ARINLS TOTANE
& mcL. L) W S aa |
m a
& ' 3 2
< 10 0 30 a0 50 o
Tesps de culture (heures) B
-
=
m &
2 )
10 0 30 40 50 60
O Temps d& culture (heures}

tawl DK CROLISANCE

— e PRENTL -ALARLAL

| v e TTBOSINE

.- ——

———rma ACI0T3 aMtNEs (OTACK

- o g e TATL

POURCENTAGE DE SUBSTRAT (DBOMME (W)

PUURCENTAGE DE SUBSTRAT CONSOMME (%)
g

W 0 10 10 50
Tomps le multure heeresy

n n 12 a0 i %0

12



X0 5

BTS BICOTECHNOLOGIE

e

SESSI(N 1989

qEPRESENTATION L€ LA 0.0, @-),
(e ), DE L'AMONIAC £ 809, BT DE

DES ACITES

DOCUMENT 7

-

AMDES RESTIUELS
QO PRCOUTT (....) M OXRS DE LA CLLTURE 0.

CULTURE 90 : 50¢/1 de lactate
— = 3g/1 a'acides aminés {(15zM)
o ~
151,
-3 !
et
8% 43
50. w
3
H
13 2| 4DH10
30|
1d 12008
10{
.

OZ IA D.O. {~M~], DES AIES

CULTQJRE B4 : 109/1 de lactate
- A 3g/1 d'acides ominés (I0mM)
—- —
ey (= [=]
HEIF
g o EM; Y
*G i .
114 ] 420
Eel
8 . ‘!
2510 m;‘__u_\ i 10
-_‘\‘ ﬂ*
- . [‘
A
[ A
1| s [0 1 5
b 1 K
n
|
e
10 20 50

-4, ET D0 LACTATE
T

PRESSION PARTIELLE DE COj
———— D0,

ol QUANTITE D'ACIDES AMINES

- - b~ — — QUANTITE DE LACTATE
~+—aggs—. UOARTITE D' AMMONIAQUE
;o
10
H

EPREAENTATICN AMINES RESIDUELS ¢
e ), DE L'AMONIAC -2, ET DE D PRTUTT {....) AJ COURS

W}, I DU LACTATE
IE [A QULTURE 84

Temps de culture (houres)

reavrdaerrry

PRESSION PARTIELLE DY COj
———— D.0.

[ - QUANTITE D'ACIDES AMINES
— — &~ — — QUANTITE DE LACTATE
e —. QUANTITE D*AMMONIAYUUE

Temps de culture (heures)
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_DOCUMENT §_

-

SEERESINTATICN [F, LA D.0. (~@—), DS ACTOES MMDES RESINELS + % 5, &T
N 2% CLMMETTX D NOCMIAC ¢ © 4, KE 6 GO (....) FROOUTTS AG

ACTNIE (),
D LA CUCTIE 91
CULTURE 91 : 3 g/3 alaciden aminds (15 mH)
" .
8 +esveasssses PRESSION PARTIELLE DE Cf
¥ —— D.0.
o0 e B--- QUANTITE D'ACIDES ANINES
iy a4 GUANTITE DE LACTATE
! Ny —ee - —. UCANTITE D'AMNOWIAQUE
! H ‘\ — o .
§ g % *\ -’{ . 1
w4
. /!
= 10|200) Ve 10
wh..
it ™
.t{ kY
i o
He o0 1
Vo
5|10 5 Vol 5
- L]
7 Y
& i N\
g™’ \ ~ n
o ', ¥ o

10 0 0 o 50 Teaps de gulture {heurss)

WE DE GEYRESINTATICN DE LA D.O. (~@—), DES ACYDES AMDES RESIDUELS € -W-), ET
LACTATE (), [ L'NMONIAC 8- ET QU (O {....}) PRODUTTS M QRS DE LA
UNE #9.

CULTURE 99 : 30 d' 6
T 30 g/1 d'acides mminda [T LTI To8 PARTIELLE DB ¢
———e—ipiee .0,

O F—— QUANTITE D'ACIDES AMINE
LY R QUANTITE DE LACTATE

O won o~ . GUANTITE D'AMMONIAQUE
m a
-
-
131 & o
o “
AR
H
0 X 50
40
0
10| niod
| 0
10

Temps de culture (heures}
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DOCUMENT 9
------ *+=<- PRESSION PARTIELLE UE COj
U LACTATE ——#—— D.0.
NTATION DN [A B.0. {-e—), DES ACTDER AMOME RESIDALE "' -}m' o T QUANTITE D'ACIDES Avii
1 (e}, DE L'MMCWDAC (-#-), ET DU OO PRODUTT (.. ‘M = A __"A,._,‘_ QUANTITE DE LACTATS
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4 CULTURE 92 : 10 g/1 lactate ADO
3 30 g/1 Alacides aminés (200uM
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: S -
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s | k0 [10]200
-
.
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1 4
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’ - - " - Quantité totale de substrat consommé
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SESSION 1989
BIS BIOTECHNQIOGIE
EPREUVE PROFESSICMNELLE DE SYNTHESE

B. Réalisation pratique d'opérations de génie Bilologique

Durée totale 8 heures
Coefficient 8

PREMIER JOUR | durée 6 h 45
+ 1 h pour le repas pris sur place

Sujet 6 pages

v

PRESENTATION DE L'EPREUVE

Il sera demandé au candidat de gérer correctement le temps de travail préwa afin de
réaliser entiéremant les manipulations suivantes :

PARTIE 1 : Génie génétigue et antibiotiques de sélection.
{T7 POINIS) :

1. TRANSFERT DE GENES (portés par un plamnide : pBR 322) DANS UN HOTE : une scuche
d'Escherichia coli.
Utilisation d'un ANTIBIOMIQUE de SELECTION pour repérer les htes transformés .

2. DOSAGE D' ANTIBIOTIQUE. .
Contréle de la qualitd d'un antibiotique utilisé afin d'étre sir de son activitd.
On realisera un dosage d'antibiotique par la méthode de diffuliion en gélose.

PARTIE II : Mise en oeuvre d'un appareil de laboratoire ou d'un outil de traitement
de données.
T3 FOINTS)

Interrogation individuelle pendant laguelle il sera demandé au candidat un  exposé
pratique et una dénonstration sur un appareil ou un cutil de traitement. (Question
tirde au sort)

L/6



o a_ Y

XAD 6 BTS BIOTECHNOLOGIE SESSION 1989

PARTIE I : Génie génétique et antiblotiques de sélection

1. TRANSFERT DE GENES DANS UN HOTE., (technigue de Dagert et Ehrlich, 1979 et thése
de Joel Cronzet, 1987)

On réalise une transformation d'une souche kactérierme réceptrice de plammide poR
322. La souche est sensible 3 1'amplcilline. Il s'agit d'une souche d'E.coli. les
plasmides peuvent transformer E.coli en début de phase exponentielle, en p

de: cacl, & 47C.

lan hites transformés seront sélectionnés par étalement sur boite contenant da
{tagprciline, I1 faut réaliser un témoin avec la souche non transformée.

' KSSENTIEE, POUR REVSSIR UNE TRANSFORMATION EST LE FROID.
Toutes les opérations doivent donc &tre réalisées & 4°C et STERILEMENT.

Il est indispensable da partir d'une culture fraiche (culture de la nuit). Les
candidats disposeront d'une préculture & saturation,

1.1. CULTURE BACTERIENNE

Chagque candidat dispose d'un erlermeyer de culture contenant S0 ml da milieu IB
sterile (nilieu nlria——Be?jsni) .
- ¥ ajouter stérilement 4% ml de préculture (donc culture diluée 100 fois)
- Apres melange lire 1'absorbance de départ 4 610 nm en utilisant des cuves & usage
unique semi-micro §e 1 ml. Une absorbance d'environ 0,03 est correcte dans cette
fiche technique et pemmet de prévoir un arrét dans environ 2 heures.
- Le "blanc" pour réflage du zéro optigue est du milieu LB stérile {le reste du
milieu doit absolumpnt rester stérile) .
- Les erlenmeyers ensemencéa sont rapidement mis en place dans un bain agitd &
37°C jusqu'au début de la phase exponentielle de croissance qui sera vérifiée
par mesure de 1‘abeorbance & 610 rm.
- Relire 1'absorbance au bout de 1 heure en remettant rapidement l'erlermeyer &
ttc.
Ensuite prendre des DECISIONS sachant que :
* les cellules & transformer sont cultivées jusqu'd une absorbance de
0,3 {au maximm Q,35)
* le temps de génération est de 20 minutes environ _
* une absorbance trop forte donnera un résultat nul (pas de cellules
canpétentes) _ :
* une absorbance plus faible que 0,3 donnera le lendemain peu de
colonies.,
L'objectif en génie génétique est d'obtenir le plus possible de cellules
transformées afin de réussir par la suite un clonage.

- Aprés ensemencement mettre rapidement sur glace : la solution individuelle de
caCl , les tubes & centrifuger, tous les autres tubes et solutions nécessaires ;
mettre les pipettes & 4°C (réfrigérateur) ; mettre en route le systéme de
refrigératicn de la centrifugeuse,

- FAIRE INSCRIRE par un mewbre du jury les absorbances obtenues & différents tempe
et les noter dans le compte-rendu.

- ARRET de la croisgance 4 A = 0,3
- Plonger l'erlenmeyer IMMEDIATEMENT dans la glace pendant 20 minutes pour

arreter la croissance {20 minutes ay moine ; on peut laisser un peu plus si la
centrifugeuse n'est pas disponible).

/6
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1.2, PREPARALIION DES CELIULES COMPETENTES

- Délivrer (A 1'aide d'une pipette stérile de 10 ml) 40 ml de culture dans un tube
& ocentrifuger conigue, FROID, stérile, & bouchon, en polystyréne résistant ; la
contenance du tube est de 50 ml ; oeci évitera l'équilibrage des tubes avant
centrifugation.

~0mtr1£uger10m1nutaaé3000twmparminuteé4'c

- Jeter le sumageant en le versant dans les erlermeyers de culture dorénavant
inutiles

~ Remettre en suspansicn les cellules récoltées par centrifugation dans 25 ml
environ de solution glacée Caclza 0,1 mole par litre.

- Laisser oe tube 30 minutes sur la glace en l'enfongant bien (on peut laisser un
pu plus si la centrifugeuse n'est pas disponible mais le mieux est de respecter
les tenpe donpée)

- Centrifuger & nouveau pandant 10 minutes & 3000 tours par minute et ad'c.

- Jeter le surnageant. Sur le culot mettre stérilement (pipette froide) lml de CaCl
froid. Remettre les cellules en suspension en agitant {on peut gratter avec cette
pipette). Ne pas mélanger avec un Vortex. Remettve rapidement ce tube au frold.
Maintenant les cellules sont compétentes. On peut les laisser plusieurs heures au
Trold (excellenta efficacit® ad bout de 12 heures).

1.3. TRANSFORMATION DES CELIALES COMPETENTES

Il s'agit de transférer le plasmide pBR 322 porteur d'un géne de résistance i
1'ampicilline dans la souche bactérienne réceptrice rendue conpétente.

- 2 e@sais sont réalisés :
* un témoin sans ADN
* un essal avec le plasmide pBR 322

TECHNIGUE

- Prépaver 2 tubes A hinolyse en verre stériles ; les numéroter 1 et 2 au crayon
inddlébile. .
Les mettre sur la glace

- Avolr une réserve d'environ 10 ml de LB stérile dans un tube stérile

~ Mattre stérilement 200 microlitres de cellules compétentes dans chacun des tubes
A hémolyse. Laisser sur glace. :

- Dana le tube n'l on n'ajoutera pas de plasmide (témoin cellules)

- Dans le tube n°2 on ajoute le vecteur pHR 322 fourni a 02’5 nariograumes par
microlitre. On ajoute 2,5 nanogrammes de pER 322 dans ce tube. Pipeter4{¢ microlitre
avec un cone jaune stérile qu'on rince par aspiration et refoulement du mélange du
tube trés doucament. Aprés agitation douce remettre le tube sur la glace.

{Na pas mélanger avec un Vortex).

- Précautions pour garder L'ADN intact : mettre des gants pour ouvrir le tube, 1iw

refermer Immédiatement ot garder ce tube sur la glace constamment surtout lors du
passage d'upn candidat & 1l'autre. He pas chauffer le tube dans la main ; ne pas le

1l 6
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mettre prés de la flamme ; ne pas le renverser. Uh examinateur surveillera ce
plpetage.

- Laisser les tubes n°l et n'2 30 minutes sur la glace.

- Préparer 2 erlemmeyers vides bouchés (coton ou vis) stériles erlermeysr n°.
pour le tube 1 et erlenmayer n‘2 pour le tube 2 (en plus des repéres personnels;

- GOC THERMIQUE : hien respecter la technique. C'est A ce moment-1i que 1'ADN
rentre dana 1a cellule. On va faire passer les tubes de 4°C A 42°C. Opérer de la
fagon suivante : ‘ _
* s'amsurer qu'un bain thermostaté A 42°C avec portoir pour tubes A
hémolyse est disponible,
* aprés les 30 minutes sur la glace, porter les 2 tubes dans leur bac &
glace & cité du bain A 42°C. Se munir d'un minmiteur.
* plonger les 2 tubes rapidement dans le bain A 42°C EXACTEMENT 2 MINUTES
¥ puls mepldement et stérilement ajouter 2 ml de LB stérils dans chaque
tube,

¢

~ Transvasar stérilement le cuatenu du tube 1 dans 1'erlermeyer 1 et le contenu
du tubs 2 dans 1'erlermeyer 2

- Porter les erlemmeyers 1 heure au bain agité & 37°C pour exprimer la résistance
plasmidique. Les cellulems transformées cu non se multiplient,
1.

1.4. ETALEMENT, SUR BOITE

On étalera une partie du contenu des erlenmeyers sur miliey sélectif. L'antibioti-
gue de sélection est 1'ampicilline. Chaque candidat disposera de 4 boites de milieu
B + ampicilline.

- S'assurer que les koites sont bien séches (sincn les faire sécher).

- Les étalemants :

* gtaler sur un bofte n°l1 500 microlitres de culture de l'erlermeyer n'1 en
prélevant avec une pipette stérile de 1 ml. Etaler en utilisant une technigue
classique de bactdriologie. laisser la boite un peu cuverte 3 cfté de la Flamme
pour bien sécher. -

. * préparer 3 hoites de type n'2 pour étaler différents volumes de 1'erlermeyer
n'2. On demands de bien noter sur la boite le volume étalé pour wérification le
landemain.

On étalera sur la boite 2.1. : 100 microlitres
sur la boite 2.2. : 50 microlitres
gur la boite 2.3 20 micreolitres

On prélévera dans 1'erlenmeyer n'Z en utilisant des oftes stériles,

- Pour étaler ces patites quantités ls candidat utilisera des pipettes ritsau ou la
technique des billes de verre stériles, Les boites doivent étre blen séches avant
de les retourner. Mettre les boitea i 1'étuve & 37°C pendant une nuit,

- Chague boite doit-étre facile  identifier le lendemain : n' de poste du candi-
dat boite n'l, boite n°2.1., n®2.2., n'2.3. en précisant les volumes déposés.

476
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1.5. LECTURE DES BOITES LE LENDEMAIN

2.00BAGE D' NNTIRIOTIQUE
VERIFTICATION DU TTTRE REFT, D'UN FLACON DE STREFTCMYCINE FAR METHODE DE DTY¥FUs .. ..
GRLOSE.

2.1. Principe

on utilise une méthode différentiells qui consiste a comparer les diameétres
d'inhibition cbtenus avec 1'échantillen A doser et le standard déposés sur des
disques de papier placés & la surface d'un milieu géloeé ensemencé avec la souche
sennible. :

On réalise une gamme de dilutions pour 1'échantillon E ainsi que pour le standard
8.

2.2, Mode opératoire .. )
) culture dae ABR donnue o lO‘b(v&tfm'-)"'h‘
* préparation de la boite : (120 x 120)

Paire fondre 50 ml de milieu de culture et ramener a 45°C environ.
Ensanencer avec Uune  suspension de la bactérie indicatrice (Enterchacter
cloacae)pour cbtenir un ummlu;na?- 106 & 107 germes par m), Placer
1a Folte sur un support horizontal et couler ensuite la gelose ensemencee bien
uniformément . Laisser solidifier. .

* Préparation de la gamwe standard :

A partir de la solution de streptomycine & 200 mg/l, préparer s
prédilution an tampon pH 7,9 & 100 mg/l qui constituera le standard S1
puis réaliser 3 dilutions de raison {ou de pas) 1,8 en tube & hémolyse en &,
stérilité. On cbtient ainsi les standards 52, 53 et S4.
Per axample pour préparer 52 on peut ajouter 0,8 ml de tampon & 1 mi de Sl.

* Préperation de la game essai :

A partir de la solution da streptawycine dont le titre est & contrbler «r
quinétépzipuﬁecmmlaatandardparpeaéadezoongdepoudrepowunlitredu
diluant, réaliser suivant le méme protocole les essais El, E2, E3 et E4 sans
pridilution de la solution i doser (donc E1 est la soluticn mére}.

* Dépit et imprégnation des disques :

- :haquc point de la gamme standard et de la gamme essai est répaté 2
ois.

- déposer les disques & l'aide d'une pince stérile.

- lea imprégner avec 25 microlitres des sclutions d'antibiotique au moyen
4'une pipette sutomatique en sulvant le schéma fourni.

- laisser diffuser 1/2 heure & la température du laboratoire.
- incuber & 37°C pendant 16 & 18 heures.
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PARTIE II : Mise en ceuvre d'un appareil de laboratoire ou d'un outil de
Eraltement de données.

Question tirée au sort, selon l'ordre et 1'heure prévus et anncnoés en
déhut de séance, Durée totale, tempe de préparation compris : 30 minutes.

ANNEXE PARTIE I QUESTION 2 : Schéma de dépSt des disques au hasard

boite 120 x 120

: E1 53 E2 s1
,1 54 s2 B4 E3
E2 51 El 82
E3 Ed 84 53
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BT8 BIOTECHNOLOGIE
EPREUVE PROFESSIONNELLE DE SYNTHESE

REALISATION PRATIQUE D'OPERATIONS DE GENIE BIOLOGIQUE

Durée totale 8 haures
Coefficient 8

DEUXIEME JOUR { Duxée 1 h 15

SWIET :f'Jpage

PARTIE I : Gema génétique et antibiotiques de sélection.

1. TRANSFERT DE GENES DANS UN HOTE.

RESULIATS

.1. - Campter le nambre de colonies sur chaque boite méme si ces colonies sont
tres ncmbreuses. Si ndcessaire on divise la boite en B secteurs.
Donner dans le campte-rendu le résultat pour chague boite. Commenter ces résultats.

1.2. Calculer l'efficacité de la transformation: 51' exprimer en nambre de
colonies par microgramwe de pBR 322. Pour oe calcul il est necessaue de consulter

le sujet du premier jour.

2. DOSAGE D'ANTIBIQTIQUE
RESULTATS
2.1. Mesurer les diamétres des zones d'inhibition,

2.2. Faire la moyenne des valeurs obtenues pour chagque point de la gamme
standard et de ]1a ganme essai. Donner un tablean de résultats,

2.3. Représenter graphiquement la variation du diamétre d'inhibition en
fonction du logaritime de la dilution en antibiotiqua (sur papier millimétré semi-
logarithmicque ou non au choix du candidat) pour la gamme essai et la gamme
standard.

2.4. Exploiter ces deux courbes de fagon & en déduire le titre de la solution
essai mére de streptomycine A doser en mg de streptomycine par litre.

2.5. En déduire la pureté de la poudre pesée (grammes de streptomycine pour
100 grammes de poudre).



