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Chapitre V : Biotechnologies microbiennes et infectiologie

Introduction

* L’ensemble des techniques qui visent a I'exploitation des micro-organismes, des
cellules animales et végeétales, et de leurs constituants, la biotechnologie, dont les
origines se confondent avec l'origine de I'humanité, a trouvé ses premieres
applications dans le domaine de la santé avec les travaux de Louis Pasteur a la fin
du siecle dernier.

« Accompagnant les progres de la microbiologie et de I'immunologie, d'autres
vaccins de maladies virales ou bactériennes ont été développés au cours de la
premiere moitié du siecle :
— vaccins préparés a partir de micro-organismes ou de leurs toxines inactives et formulés
en presence de substances adjuvants de I'immunite,

— et vaccins préparés a partir de micro-organismes de pouvoir pathogene atténué ; ce
déeveloppement des vaccins n'a été possible que grace au déeveloppement concomitant
des techniques de culture des tissus ou des cellules d'origine animale.
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IntrOdUCtiOn Ce n'est toutefois que beaucoup plus récemment qu'un
certain  nombre de  découvertes de  caractere
multidisciplinaire mais résultant principalement des progres
de la biochimie, de la biologie moléculaire et de
I'immunologie, allaient jouer un role décisif dans le
diagnostic, la prévention et la lutte contre les principales

maladies infectieuses ou parasitaires. Feulllet p 5 wlice &

Acides aminés

>

Parmi ces decouvertes, il convient de mentionner
» la structure de I'acide désoxyribonucléique (ADN)

s

support de I'hérédité, \f/
 la structure et la synthése des protéines, la
recombinaison génétique de I'ADN o Feullletp
« et la fusion cellulaire a l'origine de Il'obtention des Mélice a
Immunisation

Cellules tumorales anticorps monOCIOnaux l

L

Formation
d'anticorps

®

Clonage mm
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V.1. Diagnostics

« Au plan général, le diagnostic des maladies infectieuses,
virales ou bacteriennes et des maladies parasitaires repose sur :

— la mise en eévidence de l'agent ou de certains de ses constituants
(diagnostic direct)

— ou sur la mise en évidence des éléments de la réponse immunitaire
induite par les antigénes portés par cet agent (diagnostic indirect).

Méthodes diagnostiques

Mise en évidence du virus

ou de constituants viraux
Diagnostic

- - Culture cellulaire
direct

- Biologie moléculaire

- Mise en évidence d'Ag viraux
Infection virale

Mise en évidence de /a
réaction immunitaire de

Diagnostic l'héte vis a vis dun virus
viagnostic

indirect

- Inmmuno-diagnostic

= recherche d'Ac

DIAGNOSTIC



Diagnostic indirect

V.1.1. Diagnostic direct

» Technigues immuno-enzymatigues
ELTSA: enzyme linked immunosorbent assay

. Pour le diagnostic direct, les techniques les plus = AR A G SR 2 e

classiquement utilisées (mise en évidence macroscopique
ou microscopique directe de I'agent ou aprés coloration

!ncluant Iutlllsatlpr_l dg marqueurs fluorescents, _culture, + Sérum patient - Subsrra
isolement, caractérisation, etc.) cedent progressivement

le pas a de nouvelles techniques plus spécifiques et plus o
sensibles. I \ ‘ \

. Parmi celles-ci figurent les techniques immuno-
enzymatiques, qui reposent sur la mise en évidence des Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4
déterminants antigéniques portés par I'agent recherché au e R e S ) i e
moyen d'anticorps spécifiques marqués par des enzymes Lt i Ty o e

o ) ) sur une cupule marquées
destinées a révéler la formation des complexes antigénes-
anticorps.

. Ces complexes sont révelés par lactivité Formation
enzymatique qu'ils portent, I'action de I'enzyme sur un L~ danticorps
substrat approprié transformant ce dernier en un
produit coloré, facilement visualisable.

. La spécificité et la sensibilité de ces techniques
peuvent se trouver considérablement accrues par
I'utilisation d'anticorps monoclonaux obtenus par la fusion
d'une cellule productrice d'un anticorps monospécifique
(plasmocyte B) avec une cellule lui apportant
I'immortalisation et la sécrétion(myélome).

. De méme, la sensibilité de ces techniques peut se

trouver augmenté e par lutilisation d'un marqueur
chimio luminescent en lieu et place d'un marqueur
enzymatique.

culture



V.1.1. Diagnostic direct

Plus récemment, les progres reéalises dans la connaissance des acides nucléiques ont
permis d'envisager la mise au point de techniques de diagnostic direct basées non plus
sur la recherche de l'agent infectieux ou parasitaire et de ses constituants
antigéniques, mais sur la mise en évidence du matériel génétique, ADN ou acide
ribonucléique (ARN), porté par ces agents.

« Un progres decisif pour la mise en évidence des matériels géenétiques portes
par les agents est représenté par la technique dite d'«amplification en chaine par
polymeérase», plus connue sous la dénomination anglaise de «Polymerase Chain
Reaction» (PCR).

« D'une extréme sensibilité, cette technique peut étre également d'une grande
spécificité qui dépend notamment de la nature des amorces utilisees.

« Toutes ces techniques, dont certaine (hybridation, amplification de gene)
relevent encore du laboratoire speécialise et du diagnostic individuel, sont
désormais disponibles sous forme de trousses (kits) fournissant tous les éléments
nécessaires a la réaction.

* Nul doute que, dans un proche avenir, leur utilisation au moyen d'automates
les destinera au diagnostic de masse en méme temps que leur simplification les
rendra accessiblesau laboratoire non spécialisé ou au praticien.



V.1.1. Diagnostic direct

Diagnostic direct

* Diagnostic direct:

Detection du virus ou des composants viraux

Microscopie

Isolement du virus . :
électronique

Détection d'Ag Détection du génome

e

Sur animaux Immunocytodiagnostic bDNA
Sur ceuf embryonné ELISA PCR
Sur cultures cellulaires Immunodiffusion (bandelettes)
Effet cytopathique Latex

immunocytodiagnostic




Technigues de diagnostic direct

* Meéthodes de diagnostic rapide:

- Immunofiuorescence (IF directe ou indirecte)

IFD IFT

Antigenes viraux

Anticorps spécifigues
Anticorps spécifigues e SpE e

marqués a la fluoresceine

Anticorps secondaires
marqués a la fluoresceine

DIAGNOSTIC




V.1.2. Diagnostic indirect

« Pour le diagnostic indirect, les techniques
classiquement utilisées pour la mise en evidence des
anticorps (agglutination rapide, agglutination lente,
fixation du complément, inhibition de
I'hémagglutination, neutralisation, etc.); bien qu'encore
tres largement utilisées y compris comme techniques de
référence, cédent progressivement le pas aux techniques
immuno-enzymatiques souvent plus spécifigues et
surtout plus sensibles.

*  Les techniques de diagnostic indirect sont basées,
comme les techniques de diagnostic direct, sur la mise
en évidence de complexes antigénes-anticorps (Ag-
Ac).

 Dans le cas du diagnostic indirect, les complexes
sont formés entre le ou les antigénes de spécificité
connue, apportés dans la réaction (virus, bactéries,
parasites, etc., ou leurs extraits) et les anticorps
éventuellement présents dans I'échantillon soumis a
I'analyse.

. Dans ce cas, les complexes antigenes-anticorps
formés peuvent étre révélés par différentes techniques,
qui utilisent toutes des marqueurs enzymatiques
engagés secondairement dans des réactions enzymes-
substrats se traduisant par l'apparition de produits
colorés.

Diagnostic indirect

* Technigues immuno-enzymatigues
ELISA: enzyme linked immunosorbent assay
= Technique tres sensible et reproductible

Etape 3
Fixation des
Antiglobulines
marquées

+ Serum patient

wuana) ikl

Etape 1
Antigénes viraux
fixés
sur une cupule

Etape 2
Ac fixés sur les Ag
Lavages

Etape 4
Révélation



V.1.2. Diagnostic indirect

A ces tests, il convient maintenant d'ajouter

« L'apport de la biotechnologie au diagnostic les ftests in vitro qui s'adressent aux
indirect, reposant sur la_mise en evidence des différents élements cellulaires de la répons e

composantes  cellulaires de la  réponse - .- L. .
immunitaire, doit étre souligné, avec l'utilisation Immunitaire en révelant leur niveau de

des tests in vivo qui recherchent un état sensibilisation a des antigenes specifigues
dhypersensflblllte _retardee(mtradermo_reactl(_)ns) (test de cytotosxicité lymphocytaire par
pour le diagnostic de nombreuses infections
virales ou bactériennes et  d'infestations exemple).
parasitaires.

Diagnostic indirect
Inhibition d'Hemagglutination

Test NEGATIF/
«.

Sérum patient (Ac-)




Légende

Antigéne a la
surface du
globule rouge

Anticorps
Y humain
anti-
érythrocytaire
Y Antiglobuline

(AGH, Réactif
de Coombs)

Globules rouges sensibilisés (GRS), chez Ajout de I'antiglobuline Agglutination : Ponts formés par
un patient ayant une anémie hémolytique aux GRS lavés. I’antiglobuline fixée aux anticorps
immunologique. Anticorps humains fixés humains.

aux antigenes des globules.

Anticorps d’un sérum Incubation des globules Complexes antigene-anticorps Ajout de I’AGH Agglutination car les
humain reconnaissant dans le sérum humain. a la surface des globules (GRS) apreés lavage globules rouges sont
un antigene des GRS. sensibilisés.

érythrocytaire.
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TECHNOLOGIES

— Nouvelles voies thérapeutiques

Thérapie génique

Thérapie proteique

Transplantation cceur-poumon

15



V.2. Nouvelles voies thérapeutiques

Tout d’abord, les biotechnologies ont permis de produire des
médicaments que les méthodes industrielles classiques (extraction a
partir d’organismes Vivants, souvent des animaux, problemes de
purification, risque de contamination notamment virale) ne
permettaient pas ou plus d’obtenir.

C’est le cas par exemple de I’hormone de croissance (GH) ou
des interférons, dont laproduction est devenue possible grace :

— au clonage par génie génétique

— et a la synthese de protéines a usage thérapeutique,

— ou encore des anticorps monoclonaux, spécifiguement générés pour
bloquer I'action de certains agents ou récepteurs.



V.2. Nouvelles voies thérapeutiques

Par ailleurs, la disponibilité de protéines pures, en grande quantite, a
permis le développement de tres nombreux Kkits de diagnostic,
alliant simplicité de tres nombreuses affections d’utilisation,
sensibilité et specificité..

Ensuite, avec le sequencage du genome de nombreux organismes
vivants et notamment celui de 1’homme, ’identification de
nouveaux genes, I’étude de leurs polymorphismes facilitée par
I’utilisation de bio-puces de plus en plus performantes, la
découverte de nouveaux mécanismes moléculaires ont facilite la
recherche de médicaments entierement nouveaux.



Ex: Thérapie Génique

LES DEUX VOIES DE LA THERAPIE GENIQUE

LES DEUX VOIES DE LA THERAPIE GENIGUE

Modification des cellules Modification des cellules
IN WIVD EX VIVD
REtrovirus Contenant
-\‘E"n le géne & transférer
™
'\."l.ll'|,llll.l"'ll L] -
l":';? L . ew
Salution ' Prélévement
d'ADN niu . de cellules malades

L
Lipasoimes .
Injection i Organe
Tt s e v e, cibile )
imtramusculsina, i Jafection
2 e o & des cellules
L an cultura
‘ i |
g =
' A
Culture ax wivo
[
Reimtroduction =l
des callules
micdifiges chez
Gere VeCteur le patiet
thErape-uthue wiral



—+* 15 speécialités médicales couvertes

—* 56 % des biomédicaments ciblés sur 4 spécialités :

cancérologie-hématologie, endocrinologie-diabéte,
hémostase, infectiologie

21 %

%

Figure : Classification pharmacologique des biomédicaments recombinants
commercialisés.



Au-dela du médicament, de nouvelles perspectives
thérapeutiques

»  Testée des le début des années 1990 avec de nombreux essais tant chez 1’animal que chez I’homme,
la thérapie génique a donné naissance au concept de « I’ADN médicament », validé par les premiers succes
chez I’homme en 2000, avec le traitement « d’enfants bulles » atteints du syndrome d’immunodéficience
combinée sévere lié au chromosome X, par le Pr Alain Fischer et son équipe a 1’hopital Necker a Paris.

« Malgré les difficultes de cette thérapie génique ex vivo (avec réintroduction du gene normal par un
rétrovirus dans les cellules de la moelle sanguine) et le potentiel par suite de I’insertion du transgéene a
proximité d’un oncogéne, d’autres essais réussis sur trois autres pathologies voisines ont confirmé le
potentiel de cette méthode. Des techniques dites de chirurgie du gene ou de saut d’exons, avec délétion de
I’exon porteur d’une mutation et rétablissement du cadre de lecture du gene ont été testées avec succes chez
I’animal (souris, chien) sur la dystrophine (maladies de Duchenne de Boulogne et de Becker) et sont en
cours d’étude chez I’homme.

»  Les thérapies cellulaires bénéficient du developpement tres rapide des études sur les cellules souches qui
peuvent se multiplier indéfiniment, donc a grande échelle et se différencier. Elles ouvrent la voie a une
médecine régénératrice capable, par le remplacement de cellules détruites, de rétablir le fonctionnement
d’un organe. La démonstration du concept en clinique reste a faire.

« La médecine prédictive devrait permettre de prévenir, voire de guérir certaines maladies grace a une
détection précoce de génes de prédisposition, en cours d’identification gréce a 1’analyse a grande échelle de
milliers de génotypes sur de larges collections de patients, atteints par exemple de différentes formes de
cancer.



Ex: Exploitation des données de localisation génomique
(Bio-puces a ADN)

1-Définition: Puce a ADN Est un ensemble de molécules d'ADN fixés sur une surface qui
peut étre du verre, du silicium ou du plastique.

Cette biotechnologie récente, permet de visualiser les génes exprimés (transcrits dans une
cellule d'un tissu donné.

Lame de verre (microarrays)||Filtres hante densite (macroarravs)| [Poces a olizonucleotides

figl: Les differentes sortes de puces ; extrait de DNA microarray principale

2-Les méthodes de puces a ADN reposent sur les techniques d'hybridations simultanées sur un support de

taille réduite (quelques cm2), utilisant de I’ARN comme substrat.

Bien que partant d’'un principe de base commun, certains puces a ADN se distinguent sur trois (3) points

essentiels :

* la nature du support le support peut étre en verre ou en nylon.

* le systéeme de détection : Radioactivité, colorimétrie, fluorescence.

* Le choix des sondes et la technique d’hybridation: Lutilisation des fragments de ADNc ou des
oligonucléotides et le choix du systeme de détection, contribuent a connaitre les différents microarrays.



m filtres haute densité (macroarrayvs)
m lames de verre (microarrays)

m puces a aligonucléotides

les molécules d"ADN fixés sur la lame sont appelées des sondes
des milliers de sondes peuvent &tre fixés sur une méme puce.

Fabrication des puces a ADN Hybridation
Lames de verre Souche 1 Souche 2
recouvertes de polylysine poea
r fer -
Extraction
des ARN
+ P~ s
~~ L
6116 ORFs de levure ~ e
lifie “PCR c Transcrip tion <
amplifiées par 3 l des ARNm yS
en ADNc
l =t oy

LR
A ELERERERY
‘SR ee sy

Spotting (dépat)

wesssas S\
s sncaw
\"--p dsnen l
escunan

Ob tention des résultats

Lecture (scanner)

NS

wenwtea

AU L R N
Setess®s P
AU RN RN

l

l

Analyses des résultats

Fig2: Les étapes de fabrication de puces a ADN; Extrait du doc. de Stéphane le Crom et Philippe Marc

Stéphane Le Crom ENS 2003

des fragments d'ADN amplifiés par la technigue PCR, déposés sur une lame de microscope recouverte de polvlvsine (s
la polylvsine assure la fixation de ' ADN
I'ADN est dénaturé avant I'hybridation, pour gqu'il se trouve sous la forme simple brin sur lh puce.
I'accrochage est effectué an brin complémentaire contenu dans la cible

NB/ il existe d'autres tubes de puces que celles sur lames de verre :



3.1. Hybridation
»  les ADN (vert) et les ADN (rouges) sont mélangés (cibles) et placés sur la matrice simple brin déposés (sonde)

= la puce est inculpée une nuit a §0o

= i cette température, un brin d"ADN qui rencontre son complémentaire s'apparie pour donner de 'ADN double brin

= les ADN fluorescents vont s'hybrider sur les génes dépmés|

DHA .
]
3!
[ W
D44 is cenalured  BACT ?
by heating Renalurstion

A EaAllAg

3" 5I

~

fizd: Hybridation ADN ; Extrait du doc. de Stéphane le Crom et Philippe Marc

Un liem vers une animation:
hittp/ - www Cea fr/UserFiles File/ Animations/alal oupebiopoce/puceAdn him

4. Les domaines d'application des puces a ADN

Les domaines d"applications des puces a ADN sont tres vastes et touchent un large marche tel que :

» la recherche biologigue ( génomique fonctionnelle)
la recherche pharmaceuntique

le génotvpage

le diagnostic des maladies

les controle agroalimentaires et industriels
I'environnement

identification et expertise medico-legale

E |
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V.3. Lutte contre le dopage et ’utilisation de stupéfiants

Introduction

- L'utilisation de substances dopantes fait partie de I'histoire du sport ;
I'escalade de leur utilisation a conduit dans les années 60 a instaurer un
controle de leur utilisation et a mettre en ceuvre un arsenal répressif.

« Actuellement la surveillance de I'évolution des cas positif par type de
sport permet d'avoir une estimation de I'ampleur de leur usage par type de
sport.

* Trois grandes classes de produits se partagent la majorité des cas
positifs il s'agit desanabolisants :

— Substance favorisant 1’assimilation des protéines chez les étres vivants qui
entraine un accroissement du systeme musculaire),

— des stimulants
— et des stupeéfiants.
Il est possible de prédire leur utilisation en fonction des buts recherchés.



Quelles molécules dopantes

Le dopage par les anabolisants
se rencontre essentiellement
dans les sports de force, les
stimulants dans les sports de
vitesse, les sports
d'endurance sont la cible de
produits qui améliorent le
transportde I'oxygene.

Dans la plupart des conditions
d'utilisation I'efficacité du
dopage sur la performance
n'est pas prouvée, ceci
n'empéche pas leur usage au
prix de risques réels.

Russie : le scandale d'un dopage d'Etat
Nombre de résultats falsifiés des athlétes russes de 2011 a 2015

N, 39
I 17

Athlétisme
Haltérophilie

Sports non olympiques
Sports paralympiques
Lutte

Canoé-kayak
Cyclisme

Patinage

Natation

Hockey sur glace

Ski

Football

Aviron

Biathlon

@®O

I -
B
I 2
I 7
I 5
I -
B s
. 4
N

Bk

| EK

B o

@statistaCharts Source : McClaren WADA investigation report

""1—\‘

statista %a



Les molécules de dopage — oLes molécules pour « se

sentir invincible » et pousser

] _ N SALBUTAMOL . o
eLes molécules qui I’érythropoiétine EPO ameliorent e > ses performances aux limites
e%ede -
I’oxygénation, comme le sesesees ttte 02 comme les
57
Salbutamol ou (c’est une hormone <~ B Amphetamlnes (ce
naturelle qui stimule la production de globules rouges sont des substances
et favorise 1’oxygénation des muscles. Ces dopants / psychotropes qui agissent sur
rendent le sang plus visqueux ce qui augmente le / nos désirs,
risque d’accident cardiaque ou cérébral et peut imaginations et
méme entrainer la mort). réactions mentales.
’ =
£ amphetamines
euroleptiques

.Ce sont aussi  des y A
substances psychostimulantes qui 5 \ ,
accroissent I’activit¢ mentale, retarde le 'PSYCHOTROF

besoin de sommeil, par ailleurs, elles
diminuent 1’appétit).

. Les drogues reécreatives, aussi appelées stupefiants
appartiennent a cette catégorie : I’héroine, la morphine, la g
méthadone, les euphorisants (cocaine, caféine, cannabis). ,fswpnufms
Elles agissent sur la chimie du cerveau et du systeme nerveux
et les stimulent.



Les molécules de dopage

Les molécules qui augmentent la puissance musculaire :

— Stéroides anabolisants (souvent des molécules dérivées de la testostérone, comme la nandrolone) ;
-les hormones de croissance qui sont une autre

corporelle.

catégorie de molécules qui accroissent la force

diminution de la
sensation de

Substances Effets Risques

Hormones de Modification de la |Croissance anormale

croissance morphologie des organes,
hypertension,
insuffisance cardiaque,
etc.

Stéroides Augmentation de |Infertilité, lésion de la
la puissance prostate, cancer du
musculaire foie, etc.

Diurétiques Perte de poids Déshydratation,
problémes rénaux,
troubles du rythme
cardiaque, etc.

Amphétamines Concentration, Hypertension artérielle,

modification du
psychisme, état de

fatigue

fatigue grande excitation, etc.
Héroine, Suppression des | Dépendance physique
morphine, sensations de et psychologique,
méthadone douleur diminution du rythme
cardiaque, etc.
Cocaine Suppression de la |Troubles de la

mémoire, problémes
vasculaires,
dépendance, etc.

(Source: http://list.wada-ama.org/fr/)




Les sports les plus fréquentés par le dopage

Russie : le scandale d'un dopage d'Etat
Nombre de résultats falsifiés des athletes russes de 2011 a 2015

athletisme 2~ |, -0
Haltérophilie " | NN 7
Sports non olympiques & | NG 37
Sports paralympiques 6 I -
Lutte & NN 25
Canoé-kayak :.lzf B 27
Cyclisme - NN 26
Patinage .3{_- I 2
Natation 5 |GG 13
Hockey sur glace £~ [N 14
ski = N 13
Football £ | 11
Aviron ﬂ-; -11

Biathion <4/ [l 10
SAOAS statista ¥

@SstatistaCharts Source : McClaren WADA investigation report




Les champions de dopage

La Russie, championne du dopage

Nombre de médailles retirées pour dopage aux Jeux Olympiques de 2000 a 2016

@or @ Argent @ Bronze

v m@ 00000000000
Etats-Unis-"‘.‘."“m
Biélorussie il . ‘ . ’ 4
Bulgarie mm ‘ ‘ . 3

Ukraine == . ‘ . 3
Hongrie mmm ‘ . ‘ 3
Espagne . . . 3
Allemagne R . ’ 2

gag_rc:) Source : Le Monde StatiSta 5




Quels moyens pour lutter contre le dopage?

» Pour lutter contre le dopage, il faut pouvoir détecter, dans le sang, des éventuelles molécules
dopantes au milieu de nombreuses autres molécules présentes dans 1I’organisme des champions.

»  Des techniques toujours plus performantes pour ce faire ont été développées. C’est tres difficile
surtout qu’elles peuvent n’étre qu’en tres faibles concentrations, parfois pas plus d’un nano-gramme
(ng = un milliardieme de gramme) par millilitre — (ng/ml).

Imaginez :détecter un morceau de sucre dans une piscine olympique?!

« Pour les petites molécules, une des techniques les plus utilisées dans les laboratoires d’analyse
s’appelle la chromatographie, aujourd’hui trés performante pour traiter le sang ou les urines.

« La rapidité des analyses est aussi tres importante, car on a besoin de diagnostics « en direct »
pendant les compétitions sportives « immuno-enzymatique ».

*  Pour les grosses molécules dopantes également (comme I’EPO ou I’hormone de croissance), des
techniques tres performantes sont disponibles.
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