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INTRODUCTION

Les enquétes épidémiologiques dans le secteur agrovétérinaire ont pour objectif de dépister la
source microbienne dans les meilleurs délais et surtout d’arriver a bien diagnostiquer le germe en

cause. Ce qui constitue en soi, un défi microbiologique.

Les méthodes classiques dont les tests enzymatiques mettent du temps a identifier les germes
pathogenes et un risque de propagation au sein de la population est majeur (Bascomb, 1998).

Actuellement, il existe beaucoup de techniques en relation avec I’avancée de la biologie
moléculaire RT-PCR, Hybridations moléculaire, MALDI SM, seéquencage a haut débit,
métagénomique, etc. Leur utilisation apporte une aide précieuse aux microbiologistes surtout dans
le cas des bactéries exigeantes voire non cultivables (Chakravorty, 2007). De plus la longue
manipulation par voie classique augmente le risqué de contamination voire d’infection par le
pathogene ( Denis, 2007).

L’entrée en seine de I’analyse bioinformatique des séquences géniques devient de plus en plus
indispensable, car elle apporte des éléments d’informations nécessaires qui aident a la décision dans
le diagnostic bactérien. Elle devient une méthode de contrdle microbiologique dans la filiere agro-
vétérinaire (boutet, 2005).

Dans le cas de notre étude, nous avons posé les objectifs suivants :

— Estimer I’incidence de Staphylococcus sp. Au sein des vaches des wilaya de Batna, Mila et
Constantine,

— Utiliser I’ARNr 16S pour un diagnostic bactérien plus précis, via la prédiction de structure
2D.

Ce travail entre dans le cadre d’une thése de Doctorat réalisée au sein de la faculté SNV,
Université des Fréres Mentouri Constantine.
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1.Profil microbiologique de Staphylococcus

1.1Description du genre Staphylococcus

L'étude comparative des séquences d'ADNr 16S (Ludwig et al., 1981) et d'hybridation ADN-
ADN (Kloos et Schleifer, 1986), montrent que Staphylococcus est un groupe monophylétique. Il
appartient a la famille des Staphylococcaceae (Garrity et Holt, 2001). Phylogénétiquement, il est
relié & la branche "Clostridium, Bacillus, Streptococcus" (Stackebrandter al., 1997).
Phénotypiquement, les staphylocoques sont a Gram positif, groupés en amas, mesurent de 0,8 a
1um, immobiles, non sporulés, catalase positive, non capsulés et halo-tolérants. La plupart des
espéces sont aéro-anaérobies facultatives, a l'exception de S.sacchroyticus et S.aureus subsp.

anaerobius qui sont anaérobies strictes.

De nombreux tests phénotypiques permettent de distinguer les especes du genre Staphylococcus
des autres genres @ Gram positif. Cette distinction est importante entre les genres Micrococcus et
Staphylococcus, du fait de leurs caractéristiques morphologiques et physiologiques proches et des
niches écologiques qu'ils ont en commun. Selon le dictionnaire de bactériologie vétérinaire
(Euzéby, 1997; LPSN 2015), le genre Staphylococcus comprend actuellement 52 especes et sous-
espéces. Les especes les plus caractéristiques du genre sont les SCP et SCN. Les SCN sont
habituellement commensales de la peau ou saprophytes mais leur pouvoir pathogéne est loin d'étre
totalement négligeable(Nauciel, 2000). Les SCN, longtemps considérés comme peu ou pas
pathogenes, sont reconnus comme bactéries pathogeénes opportunistes, notamment les especes

S.epidermidis, S.haemolyticus et S.saprophyticus (Denis et al., 2007).

1.2 Taxinomie (ou Taxonomie)

Les staphylocoques ont été mis en évidence pour la premiére fois en 1878 dans le pus d'abcés par
Koch en Allemagne. La dénomination de Staphylococcus a été introduite en 1883 par Ogston et
provient de l'association des termes grecs staphylé, grappe de raisin et kokkos, grain. Rosenbach fut
le premier, en 1884, a décrire leurs caractéres culturaux. La classification des staphylocoques a

connu de nombreux bouleversements.

Lors de la premiere édition en 1923 du " Bergey's Manual of Determinative Bacteriology", les
staphylocoques étaient classes dans la famille des Streptococcaceae, puis lors de la deuxiéme

édition en 1926, dans la famille des Micrococcaceae.
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Ce n'est qu'en 1957 que les staphylocoques et les microcoques furent séparés sur la base de leur
capacité a utiliser le glucose en anaérobiose. Cependant, ce test amena beaucoup de confusion en
attribuant certaines espéces du genre Staphylococcus au genre Micrococcus (Baird-Parker, 1971 ;
Pulverer et al., 1987). En 1974, avec le début de la biologie moléculaire, Baird-Parker sépare
définitivement le genre Staphylococcus du genre Micrococcus, gréace a la différence du contenu en
guanine et en cytosine de leur ADN: 66-75% pour Micrococcus et 30-39% pour Staphylococcus
(Bascomb et Manafi, 1998).

Avec I'évolution des techniques génomiques, le genre Staphylococcus a été reclassé avec les
bactéries a Gram positif dont 'ADN présente un GC% inférieur a 55. Le GC% et la composition de
la paroi sont des marqueurs robustes pour séparer le genre Staphylococcus des autres coques a
Gram positif et a catalase positive. Ainsi, la famille des Micrococcaceae a été remaniée et dans la
seconde édition du "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology", le genre Staphylococcus a été
reclasse dans l'ordre des Bacillales et dans la famille des Staphylococcaceae.

Le genre Staphylococcus devient taxonomiquement proche des genres Enterococcus, Bacillus,
Listeria et Planococcus. Selon la classification de Garrityer al., (2007) ; Le phylum Firmicutes
(figure 1) est constitué de quatre classes : Clostridia, Mollicutes, Bacilli, Togobacteria. La classe
des Bacilli est constituée de deux ordres: Bacillales et Lactobacillales, dont chacun est divisé en
quatre familles. Staphylococcaceae constitue la quatrieme famille des Bacillales et comprend un

seul genre : Staphylococcus(GC% 30-39).



Synthése Bibliographique

PhylumXIIT
Firmicutes

Classe | Classe 11 Classelll  Classe IV
Clostridia Mollicutes

Bacilli  Togobacteria

Ordre I Ordre Il
Bacillales Lactobacillales
Famille | Famille 11 Famille 111 Famille 1V
Bacillaceae Planococcaceae Listeriaceae Staphylococcaceae
Genre Genre Genre Genre
Bacillus Planococcus Listeria Staphylococcus

Figure 1: La classification hiérarchique du Phylum XIII (Firmicutes) basée sur I'analyse

phylogénétique de 'ADN/ ARN 16S (Garrityet al., 2007)



Synthése Bibliographique

1.3 Pathologie bovine

Les staphylocoques sont des agents pathogénes opportunistes trés répandus dans la nature qui
produisent plusieurs types de toxines, les hémolysines. A la suite d'un traumatisme localisé, ces
bactéries provoquent des folliculites. Les localisations lésionnelles les plus fréquentes se
rencontrent essentiellement a la base de la queue, sur la croupe ou dans la région périanale d'une
part, sur la mamelle et le trayon d'autre part. On observe aussi des affections généralisées au corps
entier. Les animaux affectés sont généralement en bonne santé et la maladie n'entraine aucune chute

de production.

Au niveau de la mamelle et du trayon, on peut observer trois entités :

— La dermatite pustuleuse, dans laquelle la Iésion localisée a I'épiderme, ne se rencontre
généralement que sur les trayons.

— La folliculite, dans laquelle le staphylocoque pénétre a travers le follicule du poil,
provoguant une infection localisée qui n'intéresse pas le derme. Les lésions se rencontrent
donc sur la peau de la mamelle.

— La furonculose qui concerne les poils et les glandes sébacées et, de ce fait, derme et

hypoderme, et qui se localise a la base du pis, voire plus rarement, entre les quartiers.

Ces lésions sont toutes douloureuses et peuvent provoquer une rétention lactée, a l'origine de

mammites subaigués ou chroniques.

Chez les bovins, la folliculite et la furonculose staphylococciques sont souvent liées a de

mauvaises conditions d'hygiene et, parfois, a un mauvais état général de I'animal.

La peau, les narines et l'oropharynx danimaux sains sont fréquemment colonisés par ce
germe.La pénétration transcutanée et la production de lésions cutanées dépendent de nombreux
facteurs, parmi lesquels la macération, les traumatismes, I'état immunitaire de l'animal et la

disparition de la flore bactérienne normale.

L'infection s'installe habituellement a la suite d'une blessure cutanée localisée chez des animaux
vraisemblablement affaiblis et maintenus dans des conditions d'humidité excessive ou de mauvaise

hygiene. L'affection est transmissible a 'hnomme (Gourreau et Bendali, 2008).
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Les souches de S.aureus virulentes produisent de nombreuses enzymes extracellulaires ou des

toxines. Au moins quatre types différents d’hémolysines sont connus. Une méme souche pouvant

en produire plusieurs. La production d'hémolysines est responsable des zones d'hémolyse visibles

autour des colonies de staphylocoques, apres culture sur gélose au sang (Madigan et Martinko,

2007).

2. ARN non codants chez les procaryotes

Un ARN non codant est un ARN issu de la transcription de 'ADN, mais qui ne sera pas traduit

en protéine. L'importance quantitative et fonctionnelle des ARN non codants a été longtemps sous

estimée. On en connait aujourd'hui une grande diversité (figure 2), et il semble qu'une partie

importante des génomes soit transcrite en ARNnc (Dumas, 2012).

ARN total
ARN codant 4% ARN non codant
| 96%
Pre-ARNmM
AR!\Im Pre-ARNr Pre-ARNt SRNA ARNas nanoARN
ARNr ARNt

Figure 2 : Différents ARN chez les procaryotes
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2.1 Les sRNA ou "small RNA"

La découverte des SRNA connait un essor fulgurant depuis 2001 grace a l'amélioration des
techniques prédictives combinés a des tests d'expression in vivo (Wassarman et al., 2001 ; Argaman
et al., 2001 ; Rivas et al., 2001).

Les sSRNA régulent la traduction et la dégradation des ARNm. Ils s'apparient avec des séquences
complémentaires des ARNm cibles et entrainent une inhibition de la traduction de I'ARNm. Les
SARN sont plus grand (80-110 nucléotides) que leurs équivalents fonctionnels chez les eucaryotes
"ARNI" et "miARN" ( 21-30 nucléotides) (Watson et al., 2012).

2.2 Les ARN antisens ou "ARNas"

L'importance de la régulation par les ARNas a été mise a jour grace a I'essor des techniques de
séquencage a haut débit (Sharma et al., 2010) et des puces & ADN couvrant les deux brins du
génome (Georg et al., 2009 ; Guellet al., 2009 ; Toledo-arana et al., 2009). Ces avancées
technologiques ont mis en évidence l'existence d'une transcription d’ARN antisens (ARNas) chez
les bactéries. Depuis, la transcription d'’ARNas a été retrouvée dans plusieurs génomes bactériens
(Georg et Hess, 2011 ; Gottesman et Storz, 2011), et des études récentes menées chez
Staphylococcus aureus (Lasa et al., 2011 ; Lioliou et al., 2012) montrent qu'une transcription
antisens est retrouvée sur presque I'ensemble des deux brins d’ADN.

2.3 Les nano ARN

Les nanoARN ont un rdle clé comme initiateurs de la transcription. Cette voie alternative
d'initiation de la transcription a été mise en évidence chez Pseudomonas aeruginosa (Goldman et
al., 2011).11 a été montré que I'ARN polymérase de la bactérie était capable d'initier la transcription
a partir de nanoARN de 2 & 4 nucléotides. Dans un contexte normal, ces nanoARN sont dégradés
par I'enzyme oligoribonucléase qui joue un réle crucial dans la dégradation des ARN chez les
bactéries a Gram négatif.

L’inhibition de cette enzyme chez P.aeruginosa entraine l'accumulation des nanoARN qui
servent alors d'amorce a I'ARN polymérase pour initier la transcription des génes. L'utilisation des
nanoARN comme amorce influencerait l'efficacité d'initiation de la transcription, et le niveau des
ARN transcrits (Goldman et al., 2011).
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2.4 Les ARNr ou ARN ribosomiques

Les ARNr possedent plusieurs caractéristiques qui en font d'excellents indicateurs de I'évolution
moléculaire des espéces bactériennes. Ils sont universellement distribués et contiennent plusieurs

régions dans lesquelles la sequence nucléotidique est fortement conservee.

Il existe trois molécules d'’ARNr différentes qui ont, chez les procaryotes, les tailles de 5S, 16S et
23S (S étant I’'unité de masse de Svedberg fondée sur la sédimentation de la molécule). Le ribosome
des procaryotes est formé de deux sous-unités : la petite sous-unité (30S) est composée de I'ARNr
16S (codé par un gene d'environ 1500 nucléotides) et 21 protéines, la grande sous-unité (50S)
contient respectivement deux ARNr différents, 23S (codé par un gene d'environ 2900 nucléotides)
et 5S (codé par un géne d'environ 120 nucléotides) et 31 protéines (Mears et al., 2002 ; Schmeing et
Ramakrishnan, 2009) (figure3). Ces ARNr jouent un role essentiel dans la structure et le maintien
de l'intégrité des ribosomes, en association avec les protéines ribosomales (Schneider ez al., 2003).

Ribosome assemblé Sous-unités Protéines ARNr

‘ /"_> o ) h
\ 305 L

\J — lotal: 21

Figure 3 : Structure du ribosome procaryote et de ses sous-unités S23, S16 et S5 (Madigan et
Martinko., 2007)
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Les génes codant pour les ARNr des bactéries sont organisés en opéron, appelé "Opéron rrn”,
localisé sur le chromosome bactérien (Watson et al., 1987 ; Gurtler et Stanisich, 1996 ; Garcia-
Martinez et al., 1996) (figure 4). Sa structure est semblable chez toutes les bactéries, de 1 a 11
copies de l'opéron sont présentes dans les différentes especes bactériennes (Gdrtler, 1993 ; Garcia-
Martinez et al., 1996).

3’
.
[

ADNr 58 “

Transcription

v

ARN\/ -

Maturation

16S

— h v~ b

58S ARNt

Figure 4 : Représentation schématique de I'opéron »rn chez les procaryotes (Garcia-Martinez et
al., 1996)

P1 : Promoteur; P2: Opérateur ; t1, t2 : Terminateurs.

Les genes ribosomaux sont présents chez tous les organismes, et possedent la méme fonction
vitale "synthése des protéique”. Ces caractéristiques font des ribosomes d'excellents candidats
d'études pour les taxonomistes. Ces molécules possedent un niveau d'évolution assez élevé pour
assurer une variabilité entre les différentes espéces ; mais avec un degré de conservation suffisant
pour assurer que ces différences correspondent a des catégories taxonomiques stables comme les

genres et les espéces.
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Parmi tous les ARN ribosomaux, seul le gene ARNr 16S rempli ces deux caractéristiques ; le
géne ARNr 23S est extrémement conservé alors que le géne ARNr 5S est trop petit (Peix et al.,
2009). C'est pourquoi le gene ARNr 16S est devenu la molécule clé sur laquelle sont basés les
efforts de séquencage et la classification des procaryotes (Anzaiet al., 2000 ; Palleroni, 2005 ;
Madigan et Martinko., 2007).

Sur le plan bioinformatique, il existe plusieurs bases de données de séquences d'’ARNTr. Par
exemple, le projet RDP (Ribosomal Database Project) contient une collection de plus de 100
000avec des informations phylogénétiques, des références bibliographiques, des séquences
nouvellement établies et de nombreuses autres données (Madigan et Martinko., 2007).

2.4.1 ARNr 16S

Le géne codant pour cet ARNr est le "16S rRNAgene"” (Clarridge, 2004) (figure 5), présent dans
I'ensemble des espéeces bactériennes en un nombre variable de copies (Petti, 2007;Woese, 1987). Il
est constitué de sept régions conservées et neuf hypervariables (Chakravorty et al., 2007). Sa
composition en nucléotides hautement conservées aux extrémités 5' et 3' permet I'emploi d’amorces

universelles (tableau 1).

0 250 500 750 1000 1250 1542
- 355F 533F 806F 926F 1194F 1492R
338R 515R 787R 907R 1175R

L1 BN E—

Régions conservées ciblées par les amorces universelles

Figure 5 :Exemple d’une représentation schématique du géne ARNr 16S

Les bandes rouges représentent les régions conservées utilisées pour désigner les amorces nécessaires a I'amplification
et au séquencage (Petti, 2007).
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L’ARNr 16S posséde de nombreuses fonctions parmi lesquelles :

- ROle structural : définissant les positions des protéines ribosomales,

- Pextrémité 3’ contient une séquence "anti-Shine-Dalgarno” (AGGAGGUAA) qui se lie en
amont du codon AUG (start codon) de I’ARNmM.

- interagit avec le 23S, contribuant ainsi a la liaison des deux sous-unités ribosomiques (30S
et 50S),
- stabilise I’appariement codon-anticodon sur le site A du ribosome par I’intermédiaire de la

formation d’une liaison hydrogéne entre I’atome N1 des résidus Adénine 1492 et 1493 et le
groupe 2’0OH de I’épine de I’ARNmM.

Tableau 1 : Les amorces les plus fréquemment utilisées et leurs séquences

Amorces | Sequences (5’-3”) Réfeérences
8F AGA GTT TGATCC TGG CTC AG
Eden P.A. et al.(1991)
U1492R | GGT TACCTT GTTACGACT T
928F TAA AAC TYA AAK GAATTG ACG GG
Weidner S. et al. (1996)
336R ACT GCT GCSYCC CGT AGG AGT CT
1100F YAA CGA GCG CAACCC
1100R |GGG TTGCGC TCGTTG
337F GAC TCC TAC GGG AGG CWG CAG
907R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT
785F GGATTA GAT ACCCTG GTA
805R GAC TAC CAG GGT ATCTAATC
533F GTG CCA GCM GCC GCG GTAA
518R GTATTACCG CGGCTGCTG G
27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG .
Jiang, H. et al. (2006)
1492R CGGTTACCTTGTTACGACTT

R (puRines) = A,G; Y (pYrimidines) = T,C ; K (Keto) = T,G ; M (aMino) = A,C; S (Strong) = G,C; W (Weak) =

AT.

11



Synthése Bibliographique

Au cours des années 1980, il a été montré que les relations phylogéniques entre les étres vivants
pouvaient étre déterminées en comparant leurs séquences nucléiques (Clarridge, 2004). Des travaux
préliminaires ont pu montrer que le "16S rRNA gene" code pour un ARN ribosomal de fonction

constante dans I'évolution bactérienne.

Les séquences du gene 16S ont ainsi joué un rdle majeur dans I'étude de la phylogénie et de la
taxinomie bactérienne (Janda et Abbott, 2007; Olsen et Woese, 1993). Ce gene a d'abord été utilisé
a la fin des années 1980 par Carl Woese comme outil d'étude de I'évolution bactérienne (Woese,
1987). En 1991, Weisburg et al. ont décrit des amorces dites "universelles” permettant d'amplifier
I'intégrité du gene codant pour 'ARNr 16S de la plupart des bactéries (Weisburg et al., 1991). En
partant de la caractéristique d'universalité dans le monde bactérien, I'amplification suivie du
séquencage du "16S rRNA gene" a été utilisée pour identifier des souches bactériennes jusque 13,
mal identifiées par techniques conventionnelles(Petti, 2007).

Carl Woese et George E. Fox (1977) ont été les premiers a avoir utilisé I’ARNr 16S en
phylogénie. Cependant, son utilisation a des fins taxinomiques présente des limites. En effet, malgré
sa structure composée d'une alternance de régions variables et trés conservées, le nombre de
substitutions nucléotidiques est trop faible pour permettre une analyse phylogénétique entre des
espéces tres proches (Garcia-Martinez et al., 1999 ; Kolbert et Persing, 1999). Pour pallier cette
insuffisance, en plus de I’analyse du gene ADNr 16S, il existe d’autres marqueurs phylogénétiques
tels que les régions ITS, présentant une grande variabilité tant du point de vue taille que séquence ;
ce qui permet une distinction entre des espéces phylogénétiquement trés proches (Gurtler et
Stanisich, 1996), ainsi que les " genes de ménage".

Actuellement, avec les avancées technologiques en terme de séquencage et l'existence de bases
de données accessibles via Internet, des séquences de nombreuses espéces, le séquengage est utilisé
de facon routiniere en taxinomie et il est recommandé pour la souche type d'une nouvelle espece
(Stackebrandt et al., 2002). Il est admis qu'en dessous de 97% d'homologie deux bactéries ne

peuvent appartenir a la méme espéce (Marchandin ez al., 2003).

Les séquences types de I’ARNr 16S des souches bactériennes sont disponibles sur les bases de
données publiques telles que GenBank hébergée sur le portail du NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Cependant, la qualité de ces séquences n’est pas validée pour la plupart d’entre elles. Par
conséquent, les bases de données spécifiques qui recueillent seulement les séquences d'’ARNr 16S,
sont plus fiables.

12
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Les bases de données les plus utilisées sont :

EzTaxon-e (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/),
RDP ( http://rdp.cme.msu.edu/),
SILVA (www.arb-silva.de),

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/)

o M w D P

Greengenes (http://greengenes.secondgenome.com).

3. Structure des ARN

3.1 Structure primaire

La structure primaire d'un ARN correspond a I’enchainement (ou succession) des nucléotides
constitutifs de la séquence prise dans la direction conventionnelle de 5” ~P vers 3’-OH. C’est un
brin monocaténaire qui se replie sur lui-méme pour adopter plusieurs conformations possibles
intramoléculaires dans I’espace cellulaire (Boudar, 2016).

3.2 Structure secondaire 2d

L'ARN, sous forme simple brin, se replie sur lui méme et des interactions fortes se créent entre
nucléotides ; ce qui conduit & la formation de régions complémentaires. Cette topologie des
appariements constitue ce qu'on appelle la structure secondaire de 'ARN (Doty et al., 1959). Cette
structure est due aux différents appariements internes entre les bases complémentaires grace aux

liaisons Hydrogéne (Boudar, 2016).

Plusieurs types d’appariements peuvent étre rencontrées dans la structure 2d des ARN (Lemieux
et Major, 2002 ; Leontis et Westhof, 2001) :

— Appariements Watson-Crick (ou liaisons canoniques) sont les liaisons majoritaires. Se font
entre AetUetentreCetG (A=U et G=C) :
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— Les liaisons de Wobble entre G et U, plus faibles que celles de Watson-Crick. Ces liaisons

sont dites non-canoniques :

G Q
N\
N O-----H—N
~ N
11{,,N / %N_H ...... 0% N\
—
NH, U

— D'autre liaisons plus rares telles que les liaisons G-A (Noller, 1984) et les liaisons C-U
(Holbrook et al., 1991).

3.3 Les pseudo-nceuds

Les pseudo-nceuds sont des liaisons entre des nucléotides non appariées dans aucun élément de
la structure secondaire (Saenger, 1984) (figure 6).

Un pseudo-nceud se forme a partir d'une structure en tige et boucle, lorsque des nucléotides de la
boucle s'apparient avec une autre région de I'ARN situé a I'extérieur de la tige (Staple et Butcher,
2005).

Il en résulte une structure avec deux hélices dans laquelle un seul des brins d'une des hélices
correspond a une région située entre les deux segments correspondant aux brins de l'autre hélice
(Rietveld et al., 1982).

On les appelle des pseudo-nceuds, car I'enlacement de structures auquel ils donnent naissance ne
correspond pas a un nceud, au sens topologique du terme : si on "tire" sur les deux extrémités de
I'ARN, la structure se défait. Ceci impose une contrainte sur les pseudo-nceuds : ils sont forcément
de taille limitée, la plus courte des deux hélices ne pouvant dépasser neuf a dix paires de bases. Au
dela, le pas de I'nélice d'/ARN étant de 10 a 11 paires de bases par tour, I'enlacement des brins du
duplex conduit a la formation d'un véritable nceud au sens topologique.
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Figure 6 : Exemple d'un pseudo-nceud : les liaisons qui forment le pseudo-nceud sont dans les
régions v et v’.

4. Représentation des structures secondaires

La représentation graphique des structures 2d des ARN peut se faire de plus d’une maniere. Elle
peut étre représentée par :

a- des diagrammes en arcs (figure 7 ) ou la séquence est écrite sur une ligne et ou les paires de

bases sont matérialisées par des arcs tracés au-dessus :

ACGGAGUGCUAAUGGACGUAUUGCCUCAGCUACUGCAAGGUAUACUGU

Figure 7 : Représentation en arc de la structure 2d d’une portion d’ARN

15
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b- annotée a I’aide de parenthéses ouvrantes et fermantes, chacune représentant une des deux bases

d’une méme paire. Les bases libres sont représentées par des points. C’est le format Vienna :

ACGGAGUGCUAAUGGACGUAUUGCCUCAGCUACUGCAAGGUAUACUGU

¢ C C (( )))) ((( (( )) )) )

c- la représentation type des structures 2d est une structure primaire représentée dans un espace a
deux dimensions (figure 8 ). Dans cette représentation, plusieurs motifs (éléments) apparaissent.
Les plus rencontrés sont :

1. Une hélice qui est une suite continue entre nucléotides complémentaires.

2. Une boucle terminale est la suite de bases non appariées formant une boucle a I'extrémité
d'une hélice.
Une boucle multiple désigne le point de rencontre d'au moins trois hélices.

4. Une boucle interne est formée par deux suites de bases reliant deux hélices. Une boucle
interne peut étre vue comme un cas particulier d'une boucle multiple.

5. Un renflement est une boucle interne nichée dans une hélice.

6. Une tige dénote une suite d'hélice(s) / boucle interne (s) / renflement (s).

16
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Boucle interne

Renfl
Boucles multiples 5 <—— Renflement
K —

T

Boucles terminales

Hélices .

Figure 8 : Topologie des différents motifs de la structure secondaire d'un ARN
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4.1 Prédiction des structures 2d des ARN

Un bon nombre de méthodes permettent de prédire la structure 2d d’une molécule d’ARN. Mais
deux principales méthodes de prédiction de structure sont les plus employées pour des fins
d’annotation :

a. Analyse comparative des séquences / Analyse de covariation : prend en compte les modeles
de paires de bases conservés durant I’évolution moléculaire des séquences, car celles-ci
varient en méme temps au cours de I’évolution tout en maintenant I’intégrité structurelle.

b. Méthode du minimum d’énergie libre (AG®): détermine la structure des régions
complémentaires qui sont énergétiquement stables. La structure 2d selon cette procédure est
la celle avec le minimum d’énergie libre. L’hypothése fondamentale de cette théorie est que
I’énergie de chaque paire de bases est indépendante de toutes les autres paires; en
conséquences de quoi, I’énergie libre totale de toute la molécule est la somme de toutes les
énergies des paires de bases. Les programmes (logiciels) les plus performants sont :

- RNAFold Web Server (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi)
- MFold (http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold).

&S ’M\\

> \ }

Figure 9 :Naissance des interactions entre les nucléotides pour former la structure 2d ayant le
minimum d’énergie libre
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L’estimation de I’énergie pour une structure 2d donnée est calculée a la base des valeurs d’énergies
standards ( tableaux 2 et 3) calculées pour les différentes paires de bases possibles selon Turner, et
al. (1988).

Tableau 2 : Energie d’empilement de paires de base (kcal/mole & 37°C) (Turner et al., 1980)

A/U | C/IG | G/IC | UA | G/U | UG

AU |-09|-18 | -23 (-11 |-11 | -0.8

C/G|-17|-29 |-34 |-23|-21|-14

G/C|-21(-20]-29 |-18 | -19 | -12

UA|-09(-17]-211]-09]|-10 |-05

GU|-05(-12]-14]|-08|-04 |-02

uG|-10(|-19]-21|-11|-15 | -04

Tableau 3 : Energie de déstabilisation pour les autres boucles (kcal/mole & 37°C) (Serra et Turner,
1995)

Nombre de bases 1 5 10 | 20 | 30

Boucle interne - 53166 |70]| 74
Bulge 39148 (55|63 6.7
Epingle a cheveux | - 44 153|61]|65
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MATERIEL ET METHODE

A. MATERIEL
1. Echantillonnage

Le prélevement des échantillons a été effectué sur des abceés de la peau et des mamelles de cing
vaches de race Holstein dans une ferme située a Grarem (Wilaya de Mila) (36, 31° N latitude ;
6,20° E longitude) , en Hiver 2016 en présence d’un Docteur vétérinaire. L'entourage des abces a
été nettoyé afin d'éviter une éventuelle contamination par la flore normale de la peau. Des

écouvillons stériles, contenant chacun 0,5 mL de BN, ont servi aux différents prélevements.

Les écouvillons ayant servi a prélever les vaches ont été analysés au laboratoire de microbiologie
au centre universitaire de Mila; lequel nous a aimablement fourni deux souches supposées
staphylococciques pathogenes parmi les cing isolées. Ces deux isolats feront I’objet d’identification
au niveau de notre faculté SNV au laboratoire de microbiologie.

Ce travail faisant partie d’une thése de Doctorat, la candidate Assia G encadrée par le Pr
HAMIDECHI nous a confié neuf séquences rRNA 16S isolats staphylococciques pour des
prédictions structurelles 2D.

Ces neuf isolats sont géographiquement distribués comme suit :

- Wilaya de Batna : Six souches dont quatre S. hominis, une souche S. cohnii et une souche
S. haemolyticus

- Wilaya de Constantine : Trois souches dont S. haemolyticus, S. saprophyticus et
S. equorum.
2. Outils bioinformatiques

Des programmes informatiques et des bases de données génomiques ont servi aux différentes

analyses des séquences ARN 16S et prédictions des structures secondaires d’ARN 16S :

— Portails bioinformatique NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/) et Mobyle
(www.Mobyle.Pasteur.fr)

— Logiciel de prédiction des structures secondaires des ARN : RNAFold
(http://ma.tbi.univie.ac.at/cgibin/RNAfold.cgi)

— Logiciel de phylogénie moléculaire et d’alignements multiples : MEGA 5.2

— Emboss Seqret (http://www.ebi.ac.uk/Tools/sfc/emboss_seqret/)
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B. METHODES
1. Analyse microbiologique
- Ensemencements

Les souches fournies dans des tubes Eppendorf (1,5 mL)ont été ensemencées dans des tubes de
BN et placées a I'étuve pendant deux heures a 37°C, afin de revivifier et stimuler leur croissance.
Une fois la durée écoulée, les isolats ont été ensemencés sur milieu Chapman par la technique des

quadrants et incubés 24 heures a 37°C.
- Isolement des souches et purification

Aprés croissance sur Chapman, des repiquages ont été effectués sur les mémes types de colonies
afin d'obtenir des individus de plus en plus d'aspect homogene, pures et bien isolés.

2. Caractérisation bactérienne

Des tests morphologiques, physiologiques et biochimiques ont été réalisés pour une
caractérisation présomptives des isolats.

2.1 Etude des caracteres morphologiques

Cette étude c'est basé sur des observations macroscopiques et microscopiques (Gx100) pour
différencier l'aspect des colonies sur boites de Pétri, le type de Gram, la forme cellulaire et le mode
de regroupement des bactéries.

-Examen macroscopique

L'observation de l'aspect macroscopique des colonies sur Chapman a concerné la forme des

colonies, leur couleur et I'aspect de leur surface.
- Examen microscopique

L'observation des bactéries a été effectuée au microscope (Gx100) aprés coloration de Gram selon
le protocole de Nicole (1895) :

— Préparer et fixer le frottis bactérien a la chaleur du bec Bunsen,

— Recouvrir au violet de Gentiane pendant 1 min et éliminer l'exces par I'eau courante,
— Ajouter le Lugol : deux bains de 4 & 6 secondes et laver I'excés par I'eau courante,

— Traiter au mélange alcool/acétone puis rincer a I'eau,

— Recolorer a la Fuschine pendant 20 secondes puis rincer a l'eau,
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— Séchage avec du papier absorbant,

— Observation a I'huile d'immersion.
2.2 Métabolisme glucidique
-Utilisation du Mannitol
2.3 Etude des enzymes respiratoires terminales
-Recherche de I'oxydase
-Recherche de la catalase
2.4 Métabolisme protéique
-Recherche des décarboxylases LDC, ODC et ADH
-Recherche de la Lécithinase et réduction du Tellurites
-Recherche de la coagulase
3. Analyse protéomique des isolats bactériens

Afin de différencier nos bactéries a base de leurs profil protéomique, une électrophorese sur gel
de polyacrylamide en présence de SDS a été réalisée au niveau du laboratoire de recherche a
I'INAATA, Université Fréres Mentouri Constantine. Durant un mois de stage, nous avons été bien
recus au sein du laboratoire du Dr Gagaoua M. qui n’a pas manqué de nous réserver le meilleur

accueil et les meilleurs encadrements.
3.1 Extraction et précipitation des protéines bactériennes

Plusieurs étapes ont été réalisées avant de procéder directement a I'électrophorese. La démarche
suivante a été effectuée dans le but d'extraction et précipitation des protéines bactériennes.
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Suspension bactérienne

!

Traitement thermique pour éclater les cellules : 70°C /20 min

|

1%¢ Précipitation & l'ammonium Sulfate 30%

|

Centrifugation a 4000 RPM, 10°C pendant 10 min

|

Récupérer le surnagent

|

2°™ Précipitation & 'ammonium Sulfate 75%

|

Centrifugation a 4000 RPM, 10°C pendant 10 min

|

Récupérer le culot

|

Solubilisation
Ajouter 500l Tampon Phosphate pH: 6.5, 30mM

|

Dénaturation des protéines, 95°C pendant 5 min.

|

Ajouter une goute de bleu de bromophénol dans chaque tube afin de
visualiser la présence des protéines "couleur bleu-violette".

23



Partie Expérimentale

3.2 Electrophorese "SDS-PAGE"
- Préparation de la cuve d'électrophorése et des gels

Selon le protocole du Dr.Gagaoua (2016) :

- monter les plaques de la cuve avec toutes les précautions d'usage en utilisant les espaceurs
adéquats. Vérifier la propreté des plaques.

- Préparer le gel de séparation ou Resolving gel (12 %) dans un petit bécher de 25mL avec un
barreau magnétique selon le tableau ci-dessous :

Tableau 4: VVolumes des composants ajoutés pour préparer le gel de séparation

Volumes
pour 2 gels (mL)
Acrylamide / Bisacrylamide 6.0
Tris 1.5 M pH 8.8 3.75
Eau bi-distillée 4.95
SDS 10% 0.1
Agiter avant d'ajouter le TEMED et I’APS en pL
TEMED 12
APS 30 mg/mL 100
Volume final (mL) ~15

- Couler 5000 pl de cette solution pour un gel
- en fin de coulage recouvrir le gel avec 400 pL d'éthanol a 70 %.

- laisser polymériser environ 25-30 minutes.
- Préparerle gel de concentration ou Stacking gel (3.75 %) dans un petit bécher de 25mL avec un
barreau magnétique selon le tableau ci-dessous :

Tableau 5 : VVolumes des composants ajoutés pour préparer le gel de concentration

Volumes
pour 2 gels (mL)
Acrylamide / Bisacrylamide 0.75
Tris 0.5 M pH 6.8 15
Eau bi-distillée 3.6
SDS 10% 0.6
Agiter avant d'ajouter le TEMED et I’APS en pL
TEMED 10
APS 30 mg/mL 80
Volume final (mL) ~6.55
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- couler le stacking.

- insérer immédiatement les peignes appropriés et laisser polymeériser au moins 15 a 20 minutes.
- Déposer avec précaution 100uL de chaque culot de nos échantillons dans son puits approprié.
- Déposer la solution de migration dans la chambre extérieur et intérieur de la cuve.

- Ajouter 200uL de solution 3 mercaptoéthanol dans la solution de migration.

- Brancher et allumer le générateur a 80V pendant 30min, puis 145V pendant 3 heures.

- Fixation des gels
Apres 3 heures les puits ont accomplie leur migration, les gels sont alors récupérés de la cuve et
placer dans un bac contenant une solution de fixation ( 40% alcool, 10% acide acétique) pendant 10

min.

- Préparation des solutions de coloration
Apreés fixation, les gels seront colorés au nitrate d'argent. Pour cela, une préparation des solutions
a été faite selon le protocole suivant:

Solution de fixation :

Acide acétique 10% 10 mL
Ethanol 40% 40 mL
H.0 50 mL

Solution de sensibilisation pour 50 mL :

Ethanol 30% 15mL

Sodium thiosulfate 0.2 % 0,19 +2mL H,0
Sodium acétate 6,8 % 3449
H.0 33mL

Solution de coloration au nitrate d'argent :

Nitrate d'argent 0,25% 0,125g + 5 mL H,O
H.0 45 mL
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Solution de développement :

Sodium carbonate 2,5 %
H,O
Formaldéhyde 0,04 %

Solution stop :

EDTA 1,46 %
H>0

1,25¢g
50 mL
20pL

0,73 g
50 mL

- Coloration au nitrate d'argent

Adapté aux petit gels (50mL), notre gel a été mis successivement dans plusieurs solutions selon

le protocole de : Yan et al. Electrophoresis 21 (2000) 3666-3672.

Fixation :

- 15 min dans la solution de fixation, jeter la solution.

- 15 min dans une nouvelle solution de fixation.

Sensibilisation :

- 30 min dans la solution de sensibilisation.

Lavage:

- 5 min dans I'eau distillée, jeter I'eau.

- 5 min dans I'eau distillée, jeter I'eau.

- 5 min dans I'eau distillé.

Coloration au nitrate d'argent :

- 20 min dans la solution nitrate d'argent.

Lavage :

- 1 min dans I'eau distillée, jeter I'eau.

- 1 min dans I'eau distillée.

Développement:

- Mettre le gel dans la solution de développement jusqu'a I'apparition des bandes protéiques.

Stop:

- Mettre le gel dans la solution stop pendant 10 min.
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Lavage :
- 5 min dans I'eau distillée, jeter I'eau.

- 5 min dans I'eau distillée, jeter I'eau.

- 5 min dans I'eau distillé.

4. Analyse biomoléculaire par séquencage rRNA 16s
- Préparation des échantillons pour PCR et séquencage

Tous les isolats ont été traités (figure 10). communication personnelle, Dr Kerkoud M.
Responsable Scientifigue DIAG-GENE, Angers Technopole), avant [I’amplification et le
séquencage, dans le but de détruire les cellules bactériennes et d’en extraire le génome total :

Préparer une suspension bactérienne dans 1mL d'eau distillée stérile

4

Placer au Bain-Marie : 90°C / 10min

4

Placer immédiatement dans de la glace pour provoquer un choc thermique

. 4

Conserver a -20°C

Figure 10 : Etapes préliminaires pour extraction de I’ADN bactérien

Les deux isolats ont été envoyés au laboratoire d’Angers Technopole pour séquencage du géne
rRNA 16S. L’amorce universelle employée pour tous les isolats est la 16S-
27f :AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (M étant souvent une Cytosine). C’est une amorce
spécifique aux séquences moyennement dépassant les 1466 pb. Son amorce inverse est la 1492R :
TACGGYTACCTTGTTACGACTT(Y étant souvent une Cytosine).

Les séquences 16 rRNA des deux isolats ont été alignées sur NCBI pour vérifier leur homologie
avec les séquences de GenBank. L’approche employée est un BLAST contre la base de données
16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea).
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5. Analyse bioinformatique des séquences 16S
- Acquisition des séquences 16S
Les séquences récupérees appartiennent a des souches Staphylococcus isolées a partir des bovins,
des deux régions de Batna et Constantine, et préalablement séquencées. en total il y a 9 séquences
16S, 6 séquences des Staphylocoques de Batna, et 3 séquences de Constantine.

5.1 Analyse thermodynamique de la structure secondaire des ARNr 16S
La structure secondaire de I'ARNr 16S et I'énergie libre ont été prédites par logiciel RNAFold
dont l'interface est représentée sur la photo 1

! 3165 salmonella spp - Nuc! X / #6# RNAfold web server A i

M > C [D rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi ] ﬂﬂ =

RNAfold \NebServer Pt 2

[Home|New job|Help]

The RNAfold web server will predict secondary structures of single stranded RNA or DNA sequences. Current limits are 7,500 nt for partition function calculations and 10,000 nt for
minimum free energy only predicitions.

Simply paste or upload your sequence below and click Proceed. To get more information on the meaning of the options click the @) symbols. You can test the server using this sample
sequence.

Paste or type your sequence here: [clear]

B Show constraint folding

Or upload a file in FASTA format: | Choisissez un fichier | Aucun fichier choisi

- Fold algorithms and basic options

® minimum free energy (MFE) and partition function @)
Q minimum free energy (MFE) only @)

(B} no GU pairs at the end of helices @)

W avoid isolated base pairs @)

 Show advanced options

- Output options
73]} interactive RNA secondary structure plot €)

W RNA secondary structure plots with reliability annotation (Partition function folding only) @)
7} Mountain plot @)

Notification via e-mail upen completion of the job (optional): |your e-mail e

Photo 1 : Interface du site Internet de RNA Fold web server
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-Matrice thermodynamique des différences des énergies libres : a été calculée sur le portail
Mobyle ( Photo 2).

| = 165 salmonella spp - Nud xY [* Mobyle portal

L € [1 mobyle.pasteur.fr/c

(guest)
set email | sign-in | activate | sign-out
Mobyle @Pasteur refresh workspace
I Welcome to Mobyle, a portal for bioinformatics analyses
alignmen

a asssl*bly

database

E‘S?‘SL Mobyle 1.5 is now available on Mobyle@Pasteur!

hmm

information = Create your workflows and save them in your Mobyle workspace for fast and easy reuse with BMPS. Please refer to our BMPS

nucleic tutorial for more details!

& phylegeny = Rename your jobs and data for easier navigation in your workspace. Just hover the job or bookmark you'd like to bookmark (either
bayesian on the left menus or in the data overview or jobs overview panels), a pencil will appear on the right, enabling you to rename your
display data and jobs.

8 distance
@ bienj
= distmat Portal news
© dnadist
o iten New services available:
@ kitsch
jl}fo‘f':"ztw « blast2: The Protein Data Bank is now available via "Protein db" parameter (14/05/2013)
o etree = T-Coffee is now available, imported from the mobyle@rpbs portal (14/02/2013)
o weighbor = CLUSTAL-OMEGA update to version 1.1.0 which add the support of DNA/RNA. (29/07/2011)
likelihood o clustalO-multialign aligns a set of protein sequences.
others o clustalO-sequence adds new sequences to an existing alignment
parsimony o clustalo profile aligns 2 prefiles (alignments)

. trEtE—E‘"E'VSEV rmatique Structurale, is a tool for protein secondary structure assignment from
@ protein
zfriﬁ{: . from the Ressource Par nne en Bioinformatique Structurale, a tool for Hydrophobic Cluster Analysis.(20/07/2012)

« Alignments and Phylogenetic trees can now be edited using Jalview and Archaecpteryx and directly bookmarked in your workspace
or chained to another program (22/05/2012)
alignment e transcript_or_bacteria_contig_analysis, a workflow developed in the context of the MobyleNet initiative, is dedicated to the

C‘ata‘baﬁ detection of CDSs on trancript or bacterial genomic contigs and to the annotation of peptidic translations (07/12/2011) e
@ phylogeny
@ blast_to_muiltialion credit
& hmm_build_search > X X X
& mafft-cons-tree Mobyle is a platform developed jointly by the Institut Pasteur Biclogy IT Center and the Ressource Parisienne en Bioinformatique Structurale -

Photo 2 : Interface principale du Portail Mobyle

5.2 Analyse phylogénétique des isolats
Le phylogramme des deux souches a été construit par la méthode des ditances Neighbor Joining en

utilisant le logiciel Mega 5.2 (Photo 3).

MEGA 5.2.2 (5130611)

= It £ B i = &) & e = < @
Mign 7| Data T Models T Distance T Diversty ~ Phylogerny T UserTree T Ancestors T Selection T Rates T Clocks T Links
- =]
el g | s | el | mwens | sty | Somesieb o
MEGE, (elease #5130611 ]

Photo 3 : Interface de Mega 5.2
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RESULTATS

1. Analyse microbiologique des souches bactériennes
1.1 Caractérisation bactériennes

Les résultats de l'analyse des caracteres morphologique, biochimiques et physiologiques sont
portés sur le tableau 6. Ces derniers ont permis une identification présomptive des deux isolats ( S1
et S2).

- Aspects macro et microscopique

Les aspects des colonies: colonies assez grandes (Imm de diamétre environ), rondes et
réguliéres caractéristiques des staphylocoques et de couleur creme.

La coloration de Gram est positive pour les deux souches. Cependant, ces derniers possedent des
formes sphériques, ce sont des cocci. Seul le mode de regroupement differe les deux bactéries :
mode de regroupement en grappe de raisin ( S1), et mode de regroupement irrégulier pour (S2)
(tableau 7).

Tableau 6: Résultats des caractéres phénotypiques des deux isolats

Morphologigue Biochimique Physiologique

Gram Mannitol | Lécithinase] LDC | ODC | ADH | Catalase | Oxydase| Coagulase

S1 + + + + +

S2 + + + + + +

(+) : présence du caractére étudié ; (-) : absence du caractére étudié
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Tableau 7 : Aspects macro et microscopiques des isolats.

Aspect macroscopigue

Aspect microscopique

S1

S2

1.1.1 Les caractéres biochimiques

Fermentation du mannitol "milieu Chapman"”

Seulement la souche S1 a fermentée le mannitol du gélose Chapman, S2 a utilisé le mannitol

comme source de carbone et production d'acides dans le milieu, ce qui explique le virage de la

couleur de l'indicateur de pH du milieu du rouge au jaune-orangé (photo 4).
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Photo 4 : Aspect du gélose Chapman avec fermentation du mannitol de l'isolat S1

-Production des décarboxylases LDC, ODC et ADH

L'isolat S1 présente un résultat positif des deux enzymes : ODC et ADH, se traduisant par une
ré-alcalinisation du milieu (milieu violacé), et un résultat négatif pour I'enzyme LDC, se montrant

par acidification du milieu (milieu jaune), le témoin présente aussi un résultat négatif.

L'isolat S2 présente un résultat positif pour chacune des trois enzymes testés, se traduisant par une
ré-alcalinisation du milieu (milieu violacé), le témoin présente un résultat négatif.

-Production de la |écithinase

Les deux isolats ont montré une croissance de colonies blanches sur milieu Baird-Parker, sans
présence de tellure noire ni d'un halo autour des colonies.

1.1.2 Les caractéres physiologiques
-Production de la catalase : Les deux souches sont catalase positive.
-Production de I'oxydase : Seul I'isolat S2 a donné un résultat positif.

-Production de la coagulase : Les deux isolats ont montré un résultat négatif (pas de
coagulation du sérum de lapin) apres 5h d'incubation au bain Mairie & 37°C.
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2. Analyse protéomique des isolats bactériens

-Profil protéique des deux isolats S1 et S2: La lecture des deux gels (figure 11) montre des
bandes concentrées et identiques chez les deux souches. Ces résultats ne nous permettent pas de

procédé a une taxinomie binaire.

Figure 11 : Profil électrophorétique des deux souches S1 et S2

3. Analyse bioinformatique des séquences 16S des isolats
3.1 Résultat de Blast

Les séquences 16S des deux isolats ont été alignees par le programme Blast afin de déterminer
les espéces qui leurs sont homologues (tableau 8).

La souche S1 est homolgue a Staphylococcus haemolyticus, avec une E-value synonyme d'une
bonne identification de notre isolat (E=0,0) et une identité des deux séquences de 99%.

La souche S2, cependant, est un Macrococcus brunensis. C’est une espéce apparenté a
Staphylococcus du fait qu’elles font partie de la méme famille des Staphylococcaceae.
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Tableau 8 : Résultats de I'identification des séquences 16S par Blast

Isolats BLAST E Value Identité Accession
S1 Staphylococcus haemolyticus 1262/1272 KU179371,1
0.0
(99%)
Macrococcus brunensis 0.0 1261/1270
(99%) HQ696456,1
S2

3.2 Prédiction structurale secondaire et énergie libre des ARNr 16S

Aprés récupération des séquences d’ARNr 16S au format Fasta, la structure secondaire des ARNr

16S ainsi que les énergies libres AR, AR et les énergies du désordre moléculaire AZlont été prédites.

Les résultats sont portés sur le tableau 9.

Tableau 9 : Structures secondaires d’ARNr 16S et I’énergie libre des souches identifiées

Staphylococcus haemolyticus  MILA

Macrococcus brunensis

MILA

AG°=-239,50 kcal/mol
AH°=-2241,90 kcal/mol
AS°=-6456,20 cal/(K.mol)

AG°=-247,10 kcal/mol
AH°=-2308,50 kcal/mol
AS°=-6646,40 cal/(K.mol)
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Staphylococcus cohnii
BATNA

Staphylococcus hominis
BATNA

Staphylococcus haemolyticus

CONSTANTINE

AG°=-246,30 kcal/mol
AH°= -2322,90kcal/mol
AS°= -6695,40cal/(K.mol)

AG°= -244,10 kcal/mol
AH°=-2325,30 kcal/mol
AS°=-6710,30cal/(K.mol)

AG°= -198,70kcal/mol
AH°=-2152,40 kcal/mol
AS°=-6299,20cal/(K.mol)

Staphylococcus hominis
BATNA

Staphylococcus hominis
BATNA

Staphylococcus saprophyticus
CONSTANTINE

AG°= -244,60kcal/mol
AH°=-2331,80 kcal/mol
AS°=-6729,60 cal/(K.mol)

AG°= -244 0kcal/mol
AH°=-2276,60 kcal/mol
AS°=-6553,60 cal/(K.mol)

AG°= -223,0kcal/mol
AH°=-2028,90 kcal/mol
AS°=-5822,60 cal/(K.mol)
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Staphylococcus
haemolyticus BATNA

Staphylococcus equorum
CONSTANTINE

Staphylococcus hominis
BATNA

AG°= -199,10kcal/mol
AH°=-2194,70 kcal/mol
AS°=-6434,30 cal/(K.mol)

AG°= -194,30kcal/mol
AH°=-2024,30 kcal/mol
AS°=-5900,30cal/(K.mol)

AG°=-199,0kcal/mol
AH°=-2196,80 kcal/mol
AS°=-6441,40 cal/(K.mol)

3.3 Analyse phylogénétique des isolats

L’analyse du phylogramme (figure 12) indique un partage phylogénétique en deux groupes

distincts :

Groupe 1 constitué des individus 1, 11, 6 et 10 et incluant les deux souches isolées de Grarem.

Groupe 2 contenant les individus 8, 9, 3 et 7.

La souche N°8 Staphylococcus equorum de Constantine peut étre considérée comme un out
group vue sa position sur I’arbre phylogénétique. Cette supposition est corroborée par la valeur du

bootstrap égale a 100.
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21- 118, Haemolyticus

j 1 Staphylococcus conmi BATNA
6 Staphylococcus saprophyticus CONSTA..

— 10 Macrococcus brunensis
- & Staphviococcus equorum CONSTANTINE

01

3 Staphylococcus haemolyiicus CONSTA..
/ Staphyiococcus haemolviicus BATNA

bl

- 9 Staphvlococcus homins BATNA
ML

Figure 12 : Phylogramme construit selon le modéle de Kimura a deux parametres

37



Partie Expérimentale

DISSCUSSION GENERALE

Les deux souches isolées durant notre travail, ont été caractérisées sur la base de leurs caracteres
phénotypiques. Cette approche a elle seule n’est pas suffisante pour prétendre a une identification
définitive et formelle (Holt er al., 1994 ; Prescott et al., 2003 ; Joffin et al., 2006). Certains
caracteres, tels que la fermentation du mannitol qui est positive chez I'isolat S1, et négative chez S2.

La production de la catalase chez nos deux isolats indique que les isolats sont pathogénes d'aprés
Schleifer et al.(1982) et Brun et Bes, (2000). La production d'oxydase est négative chez l'isolat S1
comme le confirment les études de Schleifer et a/.(1982) et Brun et Bes, (2000) mais elle est
positive chez l'isolat S2 ce qui un peu rare chez les staphylocoques. Ce résultat est identique chez
aux travaux de Kloos et Bannerman (1994) et Freney et al. (1999).

Le caractere négatif de la coagulase de nos souches ne rend pas leur pathogénicité négligeable,
ils sont reconnus comme bactéries pathogenes opportunistes comme le confirment Denis et al.
(2007).

Les profils électrophorétiques des deux souches renseignent sur la possibilité d’utiliser cette
technique en microbiologie afin de confirmer la place systématique des germes isolés. Cependant, il

faut améliorer la qualité des gels pour faire meilleure distinction entre les individus bactériens.

L’identification par le géne 16S rRNA a révéle la présence de deux especes bovines différentes
(S. haemolyticus et M. brunensis). Ce reésultat est corroboré par Gourreau (2008) car il note une

large distribution de ces germes au sein de la communauté bovines.

La prédiction des structures 2D des rRNA 16S a révélé des structures avec des topologies
totalement éloignées avec des énergies libres différentes (AG° = -239,50 Kcal/mol et AG® = -247,10
Kcal/mol. Respectivement pour S1 et S2).

Ce résultat exprime la possibilité d’inclure cette approche 2D comme outil d’aide a la
détermination des isolats bactériens comme le préconise Giitler (1996).
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CONCLUSION

Les deux objectifs définis en début de travail étaient d’estimer I’incidence staphylococcique chez
les vaches prélevées a Grarem (Wilaya Mila) et d’utiliser les séquences rRNA 16S afin d’identifier
les isolats et d’en prédire les structures 2D. Notons que neuf isolats staphylococciques (Six de
Batna et trois de Constantine) déja prélevés dans le cadre de Doctorat nous ont été fournis afin d’en

estimer la structure secondaire et de les comparer avec les isolats de Grarem.

Au vu des résultats phénotypiques et biomoléculaires obtenus, il ressort que les deux souches
isolées des vaches de Grarem sont Staphylococcus haemolyticus et Macrococcus brunensis. Les
souches entrant dans I’enquéte rétrospective du Doctorat sont : Quatre souches S. hominis, une S.

cohnii et une S. haemolyticus.

L’analyse des protéines totales a donné un début de résultat qu’il faut développer plus avec le Dr
Gagaoua M. pour affiner la séparation des protéines dans le but d’étudier les isolats selon
I’approche taxinomique binaire pour faire office d’une valeur ajouter a la détermination de la place

systématique des différents isolats.

La prédiction des structures 2D des isolats a montré une topologie structurale avec des motifs

structuraux similaires pour les mémes especes et différentes pour les espéces éloignées.

Enfin, nous considérons que I’incidence des isolats ne peut étre mesurée ni comparée aux
références du fait de la faible taille car, il est difficile de récolter des pathogenes en toutes
dimensions spatio-temporelles. 1l est important d’en utiliser des effectifs de vaches et de fermes
plus importants pour mieux apprécier I’incidence staphylococcique bovine.

Une analyse bioinformatique des structures 2D plus approfondie pourrait apporter d’autres
éléments d’identification bactérienne, dont I’alignement des images par des programmes de
traitement informatique et confirmer les résultats par la prédiction 3D qui fait I’objet de travaux trés
récents a I’échelle des laboratoires de recherche microbiologiques.
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Annexes

Annexe 1: Séquence 16S de Staphylococcus haemolyticus en format EMBL

>1 Staphylococcus haemolyticus MILA

ID S1-16S-27f; SV 1; linear; unassigned DNA; STD; UNC; 1280 BP.
SO Sequence 1280 BP; 345 A; 278 C; 379 G; 278 T; 0 other;
GGCGATGCGG TGCTATACAT GCAGTCGAGC GGACAGATAA GGAGCTTGCT CCTTTGACGT 60
TAGCGGCGGA CGGGTGAGTA ACACGTGGGT AACCTACCTA TAAGACTGGG ATAACTTCGG 120
GAAACCGGAG CTAATACCGG ATAATATTTC GAACCGCATG GTTCGATAGT GAAAGATGGT 180
TTTGCTATCA CTTATAGATG GACCCGCGCC GTATTAGCTA GTTGGTAAGG TAACGGCTTA 240
CCAAGGCGAC GATACGTAGC CGACCTGAGA GGGTGATCGG CCACACTGGA ACTGAGACAC 300
GGTCCAGACT CCTACGGGAG GCAGCAGTAG GGAATCTTCC GCAATGGGCG AAAGCCTGAC 360
GGAGCAACGC CGCGTGAGTG ATGAAGGTCT TCGGATCGTA AAACTCTGTT ATTAGGGAAG 420
AACATACGTG TAAGTAACTG TGCACGTCTT GACGGTACCT AATCAGAAAG CCACGGCTAA 480
CTACGTGCCA GCAGCCGCGG TAATACGTAG GTGGCAAGCG TTATCCGGAA TTATTGGGCG 540
TAAAGCGCGC GTAGGCGGTT TTTTAAGTCT GATGTGAAAG CCCACGGCTC AACCGTGGAG 600
GGTCATTGGA AACTGGAAAA CTTGAGTGCA GAAGAGGAAA GTGGAATTCC ATGTGTAGCG 660
GTGAAATGCG CAGAGATATG GAGGAACACC AGTGGCGAAG GCGACTTTCT GGTCTGTAAC 720
TGACGCTGAT GTGCGAAAGC GTGGGGATCA AACAGGATTA GATACCCTGG TAGTCCACGC 780
CGTAAACGAT GAGTGCTAAG TGTTAGGGGG TTTCCGCCCC TTAGTGCTGC AGCTAACGCA 840
TTAAGCACTC CGCCTGGGGA GTACGACCGC AAGGTTGAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA 900
CCCGCACAAG CGGTGGAGCA TGTGGTTTAA TTCGAAGCAA CGCGAAGAAC CTTACAAAT 960
CTTGACATCC TTTGACAACT CTAGAGATAG AGCTTTCCCC TTCGGGGGAC AAAGTGACAG 1020
GTGGTGCATG GTTGTCGTCA GCTCGTGTCG TGAGATGTTG GGTTAAGTCC CGCAACGAGC 1080
GCAACCCTTA AGCTTAGTTG CCATCATTAA GTTGGGCACT CTAAGTTGAC TGCCGGTGAC 1140
AAACCGGAAG GAAGGGGGGG GATGACGTCA AATCATCATG CCCCTTATGA TTTGGGCTAC 1200
ACACGTGCTA CAATGGACAA TACAAAGGGT ACCGAAACCG CGAGGTCAAG CAAATCCCAT 1260
AAAATTTGTC TCCAGTTCGG 1280

//

Annexe 2 : Séquence 16S de Staphylococcus haemolyticus en format Vienna



Annexe 3 : Séquence 16S de Macrococcus brunensis en format EMBL

>2 Macrococcus brunensis

ID
SQ

//

S2-16s-27f;

Sequence 1298 BP;

CTATAACTGC
ACGGGTGAGT
GCTAATACCG
CACATAAAGA
ACGATGCGTA
CTCCTACGGG
GCCGCGTGAG
GGATAGGAAA
CAGCAGCCGC
GCGTAGGCGG
GAAACTGGGG
CGCAGAGATA
AGGTGCGAAA
ATGAGTGCTA
TCCGCCTGGG
AGCGGTGGAG
CCTCTGACAA
TGTCGTCAGC
ATTAGTTGCC
GGTGGGGATG
GGATAGGAAC
AGTTCGGATT

SV 1;
356
AGTCGAGCGC
AACACGTAGG
GATAAGATTT
TGGACCTGCG
GCCGACCTGA
AGGCAGCAGT
TGAAGAAGGT
TGATCGATGG
GGTAATACGT
TTTCTTAAGT
AACTTGAGTA
TGGAGGAACA
GCGTGGGGAT
AGTGTTAGGG
GAGTACGGCC
CATGTGGTTT
CTTTAGAGAT
TCGTGTCGTG
ATCATTCAGT
ACGTCAAATC
AAAGGGTGGC
GGACCCCGCA

MILA

linear; unassigned DNA;
392 G; 266 T;

A; 284 C;

GTTTCGAAGG
TAACCTACCT
AGCTTCGCAT
GCGCATTAGC
GAGGGTGATC
AGGGAATCTT
TTTCGGATCG
ATGACGGTAC
AGGTGGCAAG
CTGATGTGAA
CAGAAGAGGA
CCAGTGGCGA
CAAACAGGAT
GGTTTCCGCC
GCAAGGTTGA
AATTCGAAGC
AAAGTGTCCC
AGATGTTGGG
TGGGCACTCT
ATCATGCCCC
GAAATCCTGG
CTCCGCTACG

TGCTTGCACC
TTATGACTGG
GAAGCAGAAG
TAGTTGGAGA
GGCCACACTG
CCGCAATGGA
TAAAGCTCTG
TTAACCAGAA
CGTTATCCGG
AGCCCCCGGC
GAGTGGAATT
AGGCGGCTCT
TAGATACCCT
CCTTAGTGCT
AACTCAAAGG
PAACGCGAAGA
TTCGGGGCAG
TTAAGTCCCG
AATGTGACTG
TTATGATTTG
AAATGAACCA
TGAAAGGG

STD; UNC;

0 other;
TTCAATGAAA
GATAACCACG
TAAAAGGCAG
GGTAAGAGCT
GGACTGAGAC
CGAAAGTCTG
TTGTTAAGGA
AGCCACGGCT
AATTATTGGG
TCAACCGGGG
CCATGTGTAG
CTGGTCTGAA
GGTAGTCCAC
GCAGTAAACG
AATTGACGGG
ACCTTACCAA
AGAGACAGGT
CAACGAGCGC

1298 BP.

CGAGCGGCGG
GGAAACCGGG
TTTCGGCTGT
CCCCAAGGCG
ACGGCCCAGA
ACGGAGCAAC
AGAACACCAT
AACTACGTGC
CGTAAAGCGC
AGGGTCATTG
CGGTGAAATG
ACTGACGCTG
GCTGTAAACG
CATTAAGCAC
GACCTGCACA
ATCTTGACAT

GGTGCATGGT
AACCCTTAAC

CCGTGACAA ACCGGAAGAA

GGCTACACAC
AATCCCATAA

Annexe 4 : Séquence 16S de Macrococcus brunensis en format Vienna.

GTGCTACAAT
AACTATTCCC

60
120
BO
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1298



Annexe 5 : Séquence 16S de Staphylococcus cohnii en format EMBL

>3 Staphylococcus cohnii BATNA

SO Sequence 1517 BP; 410 A; 334 C; 442 G; 331 T; 0 other;
TAGAGTTTGA TCCTGGCTCA GGATGAACGC TGGCGGCGTG CCTAATACAT GCAAGTCGAG 60
CGAACAGATA AGGAGCTTGC TCCTTTGACG TTAGCGGCGG ACGGGTGAGT AACACGTGGG 120
TAACCTACCT ATAAGACTGG AATAACTCCG GGAAACCGGG GCTAATGCCG GATAACATTT 180
AGAACCGCAT GGTTCTAAAG TGAAAGATGG TTTTGCTATC ACTTATAGAT GGACCCGCGC 240
CGTATTAGCT AGTTGGTAAG GTAACGGCTT ACCAAGGCAA CGATACGTAG CCGACCTGAG 300
AGGGTGATCG GCCACACTGG AACTGAGACA CGGTCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTA 360
GGGAATCTTC CGCAATGGGC GAAAGCCTGA CGGAGCAACG CCGCGTGAGT GATGAAGGTC 420
TTCGGATCGT AAAACTCTGT TATTAGGGAA GAACAAATGT GTAAGTAACT ATGCACGTCT 480
TGACGGTACC TAATCAGAAA GCCACGGCTA ACTACGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGTA 540
GGTGGCAAGC GTTATCCGGA ATTATTGGGC GTAAAGCGCG CGTAGGCGGT TTCTTAAGTC 600
TGATGTGAAA GCCCACGGCT CAACCGTGGA GGGTCATTGG AAACTGGGAA ACTTGAGTGC 660
AGAAGAGGAA AGTGGAATTC CATGTGTAGC GGTGAAATGC GCAGAGATAT GGAGGAACAC 720
CAGTGGCGAA GGCGACTTTC TGGTCTGTAA CTGACGCTGA TGTGCGAAAG CGTGGGGATC 780
AAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG CCGTAAACGA TGAGTGCTAA GTGTTAGGGG 840
GTTTCCGCCC CTTAGTGCTG CAGCTAACGC ATTAAGCACT CCGCCTGGGG AGTACGACCG 900
CAAGGTTGAA ACTCAAAGGA ATTGACGGGG ACCCGCACAA GCGGTGGAGC ATGTGGTTTA 960
ATTCGAAGCA ACGCGAAGAA CCTTACCAAA TCTTGACATC CTTTGACAAC TCTAGAGATA 1020
GAGCCTTCCC CTTCGGGGGA CAAAGTGACA GGTGGTGCAT GGTTGTCGTC AGCTCGTGTC 1080
GTGAGATGTT GGGTTAAGTC CCGCAACGAG CGCAACCCTT AAACTTAGTT GCCAGCATTT 1140
AGTTGGGCAC TCTAAGTTGA CTGCCGGTGA CAAACCGGAG GAAGGTGGGG ATGACGTCAA 1200
ATCATCATGC CCCTTATGAT TTGGGCTACA CACGTGCTAC AATGGACAAT ACAAAGGGCA 1260
GCTAAACCGC GAGGTCATGC AAATCCCATA AAGTTGTTCT CAGITCGGAT TGTAGTCTGC 1320
AACTCGACTA CATGAAGCTG GAATCGCTAG TAATCGTAGA TCAGCATGCT ACGGTGAATA 1380
CGTTCCCGGG TCTTGTACAC ACCGCCCGTC ACACCACGAG AGTTTGTAAC ACCCGAAGCC 1440
GGTGGAGTAA CCATTTATGG AGCTAGCCGT CGAAGGTGGG ACAAATGATT GGGGIGAAGT 1500
CGTAACAAGG TAGCCGT
//

Annexe 6 : Séquence 16S de Staphylococcus cohnii en format Vienna



Annexe 7 : Séquence 16S de Staphylococcus hominis en format EMBL

>4 Staphylococcus hominis BATNA

SO Sequence 1505 BP; 406 A; 331 C; 440 G; 327 T; 1 other;
AGAGTTTGAT CCTGGCTCAG GATGAACGCT GGCGGCGTGC CTAATACATG CAAGTCGAGC 60
GAACAGACGA GGAGCTTGCT CCTTTGACGT TAGCGGCGGA CGGGTGAGTA ACACGTGGGT 120
AACCTACCTA TAAGACTGGG ATAACTTCGG GAAACCGGAG CTAATACCGG ATAATATTTC 180
GAACCGCATG GTTCGATAGT GAAAGATGGC TYTGCTATCA CTTATAGATG GACCTGCGCC 240
GTATTAGCTA GTTGGTAAGG TAACGGCTTA CCAAGGCAAC GATACGTAGC CGACCTGAGA 300
GGGTGATCGG CCACACTGGA ACTGAGACAC GGTCCAGACT CCTACGGGAG GCAGCAGTAG 360
GGAATCTTCC GCAATGGGCG AAAGCCTGAC GGAGCAACGC CGCGTGAGTG ATGAAGGTCT 420
TCGGATCGTA AAACTCTGTT ATTAGGGAAG AACAAACGTG TAAGTAACTG TGCACGTCTT 480
GACGGTACCT AATCAGAAAG CCACGGCTAA CTACGTGCCA GCAGCCGCGG TAATACGTAG 540
GTGGCAAGCG TTATCCGGAA TTATTGGGCG TAAAGCGCGC GTAGGCGGTT TTTTAAGTCT 600
GATGTGAAAG CCCACGGCTC AACCGTGGAG GGTCATTGGA AACTGGAAAA CTTGAGTGCA 660
GAAGAGGAAA GTGGAATTCC ATGTGTAGCG GTGAAATGCG CAGAGATATG GAGGAACACC 720
AGTGGCGAAG GCGACTTTCT GGTCTGTAAC TGACGCTGAT GTGCGAAAGC GTGGGGATCA 780
AACAGGATTA GATACCCTGG TAGTCCACGC CGTAAACGAT GAGTGCTAAG TGTTAGGGGG 840
TTTCCGCCCC TTAGTGCTGC AGCTAACGCA TTAAGCACTC CGCCTGGGGA GTACGACCGC 900
AAGGTTGAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA CCCGCACAAG CGGTGGAGCA TGTGGTTTAA 960
TTCGAAGCAA CGCGAAGAAC CTTACCAAAT CTTGACATCC TTTGACCCTT CTAGAGATAG 1020
AAGTTTCCCC TTCGGGGGAC AAAGTGACAG GTGGTGCATG GTTGTCGTCA GCTCGTGTICG 1080
TGAGATGTTG GGTTAAGTCC CGCAACGAGC GCAACCCTTA AGCTTAGTTG CCATCATTAA 1140
GTTGGGCACT CTAAGTTGAC TGCCGGTGAC AAACCGGAGG AAGGTGGGGA TGACGTCAAA 1200
TCATCATGCC CCTTATGATT TGGGCTACAC ACGTGCTACA ATGGACAATA CAAAGGGCAG 1260
CGAAACCGCG AGGTCAAGCA AATCCCATAA AGTTGTTCTC AGTTCGGATT GTAGTCTGCA 1320
ACTCGACTAC ATGAAGCTGG AATCGCTAGT AATCGTAGAT CAGCATGCTA CGGTGAATAC 1380
GTTCCCGGGT CTTGTACACA CCGCCCGTCA CACCACGAGA GTTTGTAACA CCCGAAGCCG 1440
GTGGAGTAAC CATTTGGAGC TAGCCGTCGA AGGTGGGACA AATGATTGGG GTGAAGTCGT 1500
AACAA 1505
//

Annexe 8 : Séquence 16S de Staphylococcus hominis en format Vienna



Annexe 9 : Séquence 16S de Staphylococcus haemolyticus en format EMBL

>5 Staphylococcus haemolyticus CONSTANTINE

SQ

//

Sequence 1516 BP;

CGGCTACCTT
ATGGTTACTC
AAGACCCGGG
CATGTAGTCG
CCTCGCGGTT
AGGGGCATGA
TAGAGTGCCC
ACCCAACATC
GAAGGGGAAG
GCGTTGCTTC
GAGTTTCAAC
TAAGGGGCGG
ATCTAATCCT
CGCCTTCGCC
CACTTTCCTC
GGGCTTTCAC
TAACGCTTGC
ATTAGGTACC
TTTTACGATC
TGCGGAAGAT
TGGCCGATCA
AACTAGCTAA
AACCATGCGG
TTATAGGTAG
TCCTTATCTG
AGGATCAAAC

331
GTTACGACTT
CACCGGCTTC
AACGTATTCA
AGTTGCAGAC
TCGCTGCCCT
TGATTTGACG
AACTTAATGA
TCACGACACG
GCTCTATCTC
GAATTAAACC
CTTGCGGTCG
AAACCCCCTA
GTTTGATCCC
ACTGGTGTTC
TTCTGCACTC
ATCAGACTTA
CACCTACGTA
GTCAAGACGT
CGAAGACCTT
TCCCTACTGC
CCCTCTCAGG
TACGGCGCGG
TTCGAAATAT
GTTACCCACG
TTCGCTCGAC
TCTATA

A; 444 C;

CACCCCAATC
GGGTGTTACA
CCGTAGCATG
TACAATCCGA
TTGTATTGTC
TCATCCCCAC
TGGCAACTAA
AGCTGACGAC
TAGAGTTGTC
ACATGCTCCA
TACTCCCCAG
ACACTTAGCA
CACGCTTTCG
CTCCATATCT
AAGTTTTCCA
AAAAACCGCC
TTACCGCGGC
GCACAGTTAC
CATCACTCAC
TGCCTCCCGT
TCGGCTACGT
GTCCATCTAT
TATCCGGTAT
TGTTACTCAC
TTGCATGTAT

333 G;

ATTTGTCCCA
AACTCTCGTG
CTGATCTACG
ACTGAGAACA
CATTGTAGCA
CTTCCTCCGG
GCTTAAGGGT
AACCATGCAC
AAAGGATGTC
CCGCTTGTGC
GCGGAGTGCT
CTCATCGTTT
CACATCAGCG
CTGCGCATTT
GTTTCCAATG
TACGCGCGCT

TGCTGGCACG
TTACACGTAT
GCGGCGTTGC
AGGAGTCTGG
ATCGTCGCCT
AAGTGATAGC
TAGCTCCGGT
CCGTCCGCCG
TAGGCACGCC

408 T;

0 other;
CCTTCGACGG
GTGTGACGGG
ATTACTAGCG
ACTTTATGGG
CGTGTGTAGC
TTTGTCACCG
TGCGCTCGTT
CACCTGTCAC
AAGATTTGGT
GGGTCCCCGT
TAATGCGTTA
ACGGCGTGGA
TCAGTTACAG
CACCGCTACA
ACCCTCCACG
TTACGCCCAA
TAGTTAGCCG
GTTCTTCCCT
TCOGTCAGGC
ACCGTGTCTC
TGGTAAGCCG
AAAACCATCT
TTCCCGAAGT
CTAACGTCAA
GCCAGCGTTC

CTAGCTCCAA
CGGTGTGTAC
ATTCCAGCTT
ATTTGCTTGA
CCAAATCATA
GCAGTCAACT
GCGGGACTTA
TTTGTCCCCC
AAGGTTCTTC
CAATTCCTTT
GCTGCAGCAC
CTACCAGGGT
ACCAGAAAGT
CATGGAATTC
GTTGAGCCGT
TAATTCCGGA
TGGCTTTCTG
AATAACAGAG
TTTCGCCCAT
AGTTCCAGTG
TTACCTTACC
TTCACTATCG
TATCCCAGTC
AGGAGCAAGC
ATCCTGAGCC

Annexe 10 : Séquence 16S de Staphylococcus haemolyticus en format Vienna

1
1

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
020
080

1140

1
1

200
260

1320

1
1
1

380
440
DO



Annexe 11 : Séquence 16S de Staphylococcus hominis en format EMBL

>6 Staphylococcus hominis BATNA

//

SQ
TGATCCTGGC
ACGAGGAGCT
CCTATAAGAC
CATGGTTCGA
GCTAGTTGGT
TCGGCCACAC
TTCCGCAATG
CGTAAAACTC
ACCTAATCAG
AGCGTTATCC
AAAGCCCACG
GAAAGTGGAA
GAAGGCGACT
ATTAGATACC
CCCCTTAGTG
GAAACTCAAA
GCAACGCGAA
CCCCTTCGGG
GTTGGGTTAA
CACTCTAAGT
TGCCCCTTAT
CGCGAGGTCA
CTACATGAAG
GGGTCTTGTA
TAACCATTTG
GTAGCCGT

Sequence 1508 BP;

TCAGGATGAA
TGCTCCTTTG
TGGGATAACT
TAGTGAAAGA
AAGGTAACGG
TGGAACTGAG
GGCGAAAGCC
TGTTATTAGG
AAAGCCACGG
GGAATTATTG
GCTCAACCGT
TTCCATGTGT
TTCTGGTCTG
CTGGTAGTCC
CTGCAGCTAA
GGAATTGACG
GAACCTTACC
GGACAAAGTG
GTCCCGCAAC
TGACTGCCGG
GATTTGGGCT
AGCAAATCCC
CTGGAATCGC
CACACCGCCC
GAGCTAGCCG

405 A;
CGCTGGCGGC
ACGTTAGCGG
TCGGGAAACC
TGGCTYTGCT
CTTACCAAGG
ACACGGTCCA
TGACGGAGCA
GAAGAACARA
CTAACTACGT
GGCGTAAAGC
GGAGGGTCAT
AGCGGTGAAA
TAACTGACGC
ACGCCGTAAA
CGCATTAAGC
GGGACCCGCA
AAATCTTGAC
ACAGGTGGTG
GAGCGCAACC
TGACAAACCG
ACACACGTGC
ATAAAGTTGT
TAGTAATCGT
GTCACACCAC
TCGAAGGTGG

333 C;

442 G;
GTGCCTAATA
CGGACGGGTG
GGAGCTAATA
ATCACTTATA
CAACGATACG
GACTCCTACG
ACGCCGCGTG
CGTGTAAGTA
GCCAGCAGCC
ACGCGTAGGC
TGGAAACTGG
TGCGCAGAGA
TGATGTGCGA
CGATGAGTGC
ACTCCGCCTG
CAAGCGGTGG
ATCCTTTGAC
CATGGTTGTC
CTTAAGCTTA
GAGGAAGGTG
TACAATGGAC
TCTCAGTTCG
AGATCAGCAT
GAGAGTTTGT
GACAAATGAT

327 T;
CATGCAAGTC
AGTAACACGT
CCGGATAATA
GATGGACCTG
TAGCCGACCT
GGAGGCAGCA
AGTGATGAAG
ACTGTGCACG
GCGGTAATAC
GGTTTTTTAA
AAAACTTGAG
TATGGAGGAA
AAXCGTGGGG
TAAGTGTTAG
GGGAGTACGA
AGCATGTGGT
CCTTCTAGAG
GTCAGCTCGT
GTTGCCATCA
GGGATGACGT
AATACAAAGG
GATTGTAGTC
GCTACGGTGA
AACACCCGAA
TGGGGTGAAG

Annexe 12 : Séquence 16S de Staphylococcus hominis en format Vienna

1 other;

GAGCGAACAG
GGGTAACCTA
TTTCGAACCG
CGCCGTATTA
GAGAGGGTGA
GTAGGGAATC
GTCTTCGGAT
TCTTGACGGT
GTAGGTGGCA
GTCTGATGTG
TGCAGAAGAG
CACCAGTGGC
ATCAAACAGG
GGGGTTTCCG
CCGCAAGGTT
TTAATTCGAA
ATAGAAGTTT
GTCGTGAGAT
TTAAGTTGGG
CAAATCATCA
GCAGCGAAAC
TGCAACTCGA
ATACGTTCCC
GCCGGTGGAG
TCGTAACAAG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1508



Annexe 13 : Séquence 16S de Staphylococcus hominis en format EMBL

>7 Staphylococcus hominis BATNA

SQ

//

Sequence 1502 BP;

TTGATCCTGG
GACGAGGAGC
ACCTATAAGA
GCATGGTTCG
AGCTAGTTGG
ATCGGCCACA
CTTCCGCAAT
TCGTAAAACT
TACCTAATCA
AAGCGTTATC
GAAAGCCCAC
GGAAAGTGGA
CGAAGGCGAC
GATTAGATAC
GCCCCTTAGT
TGAAACTCAA
AGCAACGCGA
TCCCCTTCGG
TGTTGGGTTA
GCACTCTAAG
ATGCCCCTTA
CCGCGAGGTC
ACTACATGAA
CGGGTCTTGT
GTAACCATTT
GT

405
CTCAGGATGA
TTGCTCCTTT
CTGGGATAAC
ATAGTGAAAG
TAAGGTAACG
CTGGAACTGA
GGGCGAAAGC
CTGTTATTAG
GAAAGCCACG
CGGAATTATT
GGCTCAACCG
ATTCCATGTG
TTTCTGGTCT
CCTGGTAGTC
GCTGCAGCTA
AGGAATTGAC
AGAACCTTAC
GGGACAAAGT
AGTCCCGCAA
TTGACTGCCG
TGATTTGGGC
AAGCAAATCC
GCTGGAATCG
ACACACCGCC
GGAGCTAGCC

A; 331 C;

ACGCTGGCGG
GACGTTAGCG
TTCGGGAAAC
ATGGCTTTGC
GCTTACCAAG
GACACGGTCC
CTGACGGAGC
GGAAGAACAA
GCTAACTACG
GGGCGTAAAG
TGGAGGGTCA
TAGCGGTGAA
GTAACTGACG
CACGCCGTAA
ACGCATTAAG
GGGGACCCGC
CAAATCTTGA
GACAGGTGGT
CGAGCGCAAC
GTGACAAACC
TACACACGTG
CATAAAGTTG
CTAGTAATCG
CGTCACACCA
GTCGAAGGTG

438 G;

CGTGCCTAAT
GCGGACGGGT
CGGAGCTAAT
TATCACTTAT
GCAACGATAC
AGACTCCTAC
AACGCCGCGT
ACGTGTAAGT
TGCCAGCAGC
CGCGCGTAGG
TTGGAAACTG
ATGCGCAGAG
CTGATGTGCG
ACGATGAGTG
CACTCCGCCT
ACAAGCGGTG
CATCCTTTGA
GCATGGTTGT
CCTTAAGCTT
GGAGGAAGGT
CTACAATGGA
TTCTCAGTTC
TAGATCAGCA
CGAGAGTTTG
GGACAAATGA

328 T;

0 other;
ACATGCAAGT
GAGTAACACG
ACCGGATAAT
AGATGGACCT
GTAGCCGACC
GGGAGGCAGC
GAGTGATGAA
AACTGTGCAC
CGCGGTAATA
CGGTTTTTTA
GAAAACTTGA
ATATGGAGGA
AAAGCGTGGG
CTAAGTGTTA
GGGGAGTACG
GAKCATGTGG
CCCTTCTAGA
CGTCAGCTCG
AGTTGCCATC
GGGGATGACG
CAATACAAAG
GGATTGTAGT
TGCTACGGTG
TAACACCCGA
TTGGGGTGAA

Annexe 14 : Séquence 16S de Staphylococcus hominis en format Vienna

CGAGCGAACA
TAGGTAACCT
ATTTCGAACC
GCGCCGTATT
TGAGAGGGTG
AGTAGGGAAT
GGTCTTCGGA
GTCTTGACGG
CGTAGGTGGC
AGTCTGATGT
GTGCAGAAGA
ACACCAGTGG
GATCAAACAG
GGGGGTTTCC
ACCGCAAGGT
TTTAATTCGA
GATAGAAGTT
TGTCGTGAGA
ATTAKGTTGG
TCAAATCATC
GGCAGCGAAA
CTGCAACTCG
AATACGTTCC
AGCCGGTGGA
GTCGTAACAA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
120
1380
1440
1500
1502



Annexe 15 : Séquence 16S de Staphylococcus saprophyticus en format EMBL

>8 Staphylococcus saprophyticus CONSTANTINE

SO Sequence 1518 BP; 410 A; 332 C; 443 G; 332 T; 1 other;
TAGAGTTTGA TCCTGGCTCA GGATGAACGC TGGCGGCGTG CCTAATACAT GCAAGTCGAG 60
CGAACAGATA AGGAGCTTGC TCCTTTGACG TTAGCGGCGG ACGGGTGAGT AACACGTGGG 120
TAACCTACCT ATAAGACTGG GATAACTTCG GGAAACCGGA GCTAATACCG GATAACATTT 180
GGAACCGCAT GGTTCTAAAG TGAAAGATGG TTTTGCTATC ACTTATAGAT GGACCCGCGC 240
CGTATTAGCT AGTTGGTAAG GTAACGGCTT ACCAAGGCAA CGATACGTAG CCGACCTGAG 300
AGGGTGATCG GCCACACTGG AACTGAGACA CGGTCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTA 360
GGGAATCTTC CGCAATGGGC GAAAGCCTGA CGGAGCAACG CCGCGTGAGT GATGAAGGGT 420
TTCGGCTCGT AAAACTCTGT TATTAGGGAA GAACAAATGT GTAAGTAACT RTGCACATCT 480
TGACGGTACC TAATCAGAAA GCCACGGCTA ACTACGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGTA 540
GGTGGCAAGC GTTATCCGGA ATTATTGGGC GIAAAGCGCG CGTAGGCGGT TTCTTAAGTC 600
TGATGTGAAA GCCCACGGCT CAACCGTGGA GGGTCATTGG AAACTGGGAA ACTTGAGTGC 660
AGAAGAGGAA AGTGGAATTC CATGTGTAGC GGTGAAATGC GCAGAGATAT GGAGGAACAC 720
CAGTGGCGAA GGCGACTTTC TGGTCTGTAA CTGACGCTGA TGTGCGAAAG CGTGGGGATC 780
AAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG CCGTAAACGA TGAGTGCTAA GTGTTAGGGG 840
GTTTCCGCCC CTTAGTGCTG CAGCTAACGC ATTAAGCACT CCGCCTGGGG AGTACGACCG 900
CAAGGTTGAA ACTCAAAGGA ATTGACGGGG ACCCGCACAA GCGGTGGAGC ATGTGGTTTA 960
ATTCGAAGCA ACGCGAAGAA CCTTACCAAA TCTTGACATC CTTTGAAAAC TCTAGAGATA 1020
GAGCCTTCCC CTTCGGGGGA CAAAGTGACA GGTGGTGCAT GGTTGTCGTC AGCTCGTGTC 1080
GTGAGATGTT GGGTTAAGTC CCGCAACGAG CGCAACCCTT AAGCTTAGTT GCCATCATTA 1140
AGTTGGGCAC TCTAGGTTGA CTGCCGGTGA CAAACCGGAG GAAGGTGGGG ATGACGTCAA 1200
ATCATCATGC CCCTTATGAT TTGGGCTACA CACGTGCTAC AATGGACAAT ACAAAGGGCA 1260
GCTAAACCGC GAGGTCATGC AAATCCCATA PAAGTTGTTCT CAGTTCGGAT TGTAGTCTGC 1320
AACTCGACTA CATGAAGCTG GAATCGCTAG TAATCGTAGA TCAGCATGCT ACGGTGAATA 1380
CGTTCCCGGG TCTTGTACAC ACCGCCCGTC ACACCACGAG AGTTTGTAAC ACCCGAAGCC 1440
GGTGGAGTAA CCATTTATGG AGCTAGCCGT CGAAGGTGGG ACPAATGATT GGGGTGAAGT 1500
CGTAACAAGG TAGCCGTA 1518
//

Annexe 16 : Séquence 16S de Staphylococcus saprophyticus en format Vienna



Annexe 17 : Séquence 16S de Staphylococcus haemolyticus en format EMBL.

>9 Staphylococcus haemolyticus BATNA

SO Sequence 1508 BP; 328 A; 440 C; 334 G; 406 T; 0 other;
ACGGCTACCT TGTTACGACT TCACCCCAAT CATTTGTCCC ACCTTCGACG GCTAGCTCCA 60
AATGGTTACT CCACCGGCTT CGGGTGTTAC AAACTCTCGT GGTGTGACGG GCGGTGTGTA 120
CAAGACCCGG GAACGTATTC ACCGTAGCAT GCTGATCTAC GATTACTAGC GATTCCAGCT 180
TCATGTAGTC GAGTTGCAGA CTACAATCCG AACTGAGAAC AACTTTATGG GATTTGCTTG 240
ACCTCGCGGT TTCGCTGCCC TTTGTATTGT CCATTGTAGC ACGTGTGTAG CCCAAATCAT 300
AAGGGGCATG ATGATTTGAC GTCATCCCCA CCTTCCTCCG GTTTGTCACC GGCAGTCAAC 360
TTAGAGTGCC CAACTTAATG ATGGCAACTA AGCTTAAGGG TTGCGCTCGT TGCGGGACTT 420
AACCCAACAT CTCACGACAC GAGCTGACGA CAACCATGCA CCACCTGTCA CTTTGTCCCC 480
CGAAGGGGAA GGCTCTATCT CTAGAGTTGT CAAAGGATGT CAAGATTTGG TAAGGTTCTT 540
CGCGTTGCTT CGAATTAAAC CACATGCTCC ACCGCTTGTG CGGGTCCCCG TCAATTCCTT 600
TGAGTTTCAA CCTTGCGGTC GTACTCCCCA GGCGGAGTGC TTAATGCGTT AGCTGCAGCA 660
CTAAGGGGCG GAAACCCCCT AACACTTAGC ACTCATCGTT TACGGCGTGG ACTACCAGGG 720
TATCTAATCC TGTTTGATCC CCACGCTTTC GCACATCAGC GTCAGTTACA GACCAGAAAG 780
TCGCCTTCGC CACTGGTGTT CCTCCATATC TCTGCGCATT TCACCGCTAC ACATGGAATT 840
CCACTTTCCT CTTCTGCACT CAAGTTTTAC AGTTTCCAAT GACCCTCCAC GGTTGAGCCG 900
TGGGCTTTCA CATCAGACTT AAAAAACCGC CTACGCGCGC TTTACGCCCA ATAATTCCGG 960
ATAACGCTTG CCACCTACGT ATTACCGCGG CTGCTGGCAC GTAGTTAGCC GTGGCTTTCT 1020
GATTAGGTAC CGTCAAGACG TGCATAGTTA CTTACACGTA TGTTCTTCCC TAATAACAGA 1080
GTTTTACGAT CCGAAGACCT TCATCACTCA CGCGGCGTTG CTCCGTCAGG CTTTCGCCCA 1140
TTGCGGAAGA TTCCCTACTG CTGCCTCCCG TAGGAGTCTG GACCGTGTCT CAGTTCCAGT 1200
GTGGCCGATC ACCCTCTCAG GTCGGCTACG TATCGTCGCC TTGGTAAGCC GTTACCTTAC 1260
CAACTAGCTA ATACGGCGCG GGTCCATCTA TAAGTGATAG CAAAACCATC TTTCACTATC 1320
GAACCATGCG GTTCGAAATA TTATCCGGTA TTAGCTCCGG TTTCCCGAAG TTATCCCAGT 1380
CTTATAGGTA GGTTACCCAC GTGTTACTCA CCCGTCCGCC GCTAACGTCA AAGGAGCAAG 1440
CTCCTTGTCT GTTCGCTCGA CTTGCATGTA TTAGGCACGC CGCCAGCGTT CATCCTGAGC 1500
CAGGATCA 1508
//

Annexe 18 : Séquence 16S de Staphylococcus haemolyticus en format Vienna.



Annexe 19 : Séquence 16S de Staphylococcus equorum en format EMBL.

>10 Staphylococcus equorum CONSTANTINE

SQ

//

Sequence 1517 BP;

CGGCTACCTT
AAATGGTTAC
ACAAGACCCG
TTCATGTAGT
GACCTCGCGG
TAAGGGGCAT
CCTAGAGTGC
TAACCCAACA
CCGAAGGGGA
TCGCGTTGCT
TTGAGTTTCA
ACTAAGGGGC
GTATCTAATC
GTCGCCTTCG
TCCACTTTCC
GTGGGCTTTC
GATAACGCTT
TGATTAGGTA
AGTTTTACGA
ATTGCGGAAG
TGTGGCCGAT
CCAACTAGCT
AGAACCATGC
TCTTATAGGT
GCTCCTTATC
CCAGGATCAA

332
GTTACGACTT
TCCACCGGCT
GGAACGTATT
CGAGTTGCAG
TTTAGCTGCC
GATGATTTGA
CCAACTAAAT
TCTCACGACA
AGGCTCTATC
TCGAATTAAA
ACCTTGCGGT
GGAAACCCCC
CTGTTTGATC
CCACTGGTGT
TCTTCTGTAC
ACATCAGACT
GCCACCTACG
CCGTCAAGAT
TCCGAAAACC
ATTCCCTACT
CACCCTCTCA
AATACGGCGC
GGTTCCAAAT
AGGTTACCCA
CGTTCGCTCG
ASKSTWR

A; 439 C;

CACCCCAATC
TCGGGTGTTA
CACCGTAGCA
ACTACAATCC
CTTTGTATTG
CGTCATCCCC
GCTGGCAACT
CGAGCTGACG
TCTAGAGTTT
CCACATGCTC
CGTACTCCCC
TAACACTTAG
CCCACGCTTT
TCCTCCATAT
TCAAGTTTCC
TAAGAAACCG
TATTACCGCG
GTGCACAGTT
TTCATCACTC
GCTGCCTCCC
GGTCGGCTAC
GGGTCCATCT
GTTATCCGGC
CGTGTTACTC
ACTTGCATGT

329 G;

ATTTGTCCCA
CAAACTCTCG
TGCTGATCTA
GAACTGAGAA
TCCATTGTAG
ACCTTCCTCC
AAGTTTAAGG
ACAACCATGC
TCAAAGGATG
CACCGCTTGT
AGGCGGAGTG
CACTCATCGT
CGCACATCAG
CTCTGCGCAT
CAGTTTCCAA
CCTACGCGCG
GCTGCTGGCA
ACTTACACAT
ACGCGGCGTT
GTAGGAGTCT
GTATCGTTGC
ATAAGTGATA
ATTAGCTCCG
ACCCGTCCGC
ATTAGGCACG

412 T;

5 other;
CCTTCGACGG
TGGTGTGACG
CGATTACTAG
CAACTTTATG
CACGTGTGTA
GGTTTGTCAC
GTTGCGCTCG
ACCACCTGTC
TCAAGATTTG
GCGGGTCCCC
CTTAATGCGT
TTACGGCGTG
CGTCAGTTAC
TTCACCGCTA
TGACCCTCCA
CTTTACGCCC
CGTAGTTAGC
TTGTTCTTCC
GCTCCGTCAG
GGACCGTGTC
CTTGGTAAGC
GCAAAACCAT
GTTTCCCGAA
CGCTAACTTC
CCGCCAGCGT

Annexe 20 : Séquence 16S de Staphylococcus equorum en format Vienna.

CTAGCTCCAT
GGCGGTGTGT
CGATTCCAGC
GGATTTGCAT
GCCCAAATCA
CGGCAGTCAA
TTGCGGGACT
ACTTTGTCCC
GTAAGGTTCT
GTCAATTCCT
TAGCTGCAGC
GACTACCAGG
AGACCAGAAA
CACATGGAAT
CGGTTGAGCC
AATAATTCCG
CGTGGCTTTC
CTAATAACAG
ACTTTCGTCC
TCAGTTCCAG
CGTTACCTTA
CTTTTACTTT
GTTATTCCAG
AAAGGAGCAA
TCATCCTGAG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
130
1517



Annexe 21 : Séquence 16S de Staphylococcus hominis en format EMBL.

>11 Staphylococcus hominis BATNA

ID
DE
SQ

//

9; SV 1;

linear;

Staphylococcus hominis BATNA
Sequence 1516 BP; 331

TACGGCTACC
AAATGGTTAC
ACAAGACCCG
TTCATGTAGT
GACCTCGCGG
TAAGGGGCAT
CTTAGAGTGC
TAACCCAACA
CCGAAGGGGA
TCGCGTTGCT
TTGAGTTTCA
ACTAAGGGGC
GTATCTAATC
GTCGCCTTCG
TCCACTTTCC
GTGGGCTTTC
GATAACGCTT
TGATTAGGTA
AGTTTTACGA
ATTGCGGAAG
TGTGGCCGAT
CCAACTAGCT
CGAACCATGC
TCTTATAGGT
GCTCCTCGTC
CCAGGATCAA

TTGTTACGAC
TCCACCGGCT
GGAACGTATT
CGAGTTGCAG
TTTCGCTGCC
GATGATTTGA
CCAACTTAAT
TCTCACGACA
AACTTCTATC
TCGAATTAAA
ACCTTGCGGT
GGAAACCCCC
CTGTTTGATC
CCACTGGTGT
TCTTCTGCAC
ACATCAGACT
GCCACCTACG
CCGTCAAGAC
TCCGAAGACC
ATTCCCTACT
CACCCTCTCA
AATACGGCGC
GGTTCGAAAT
AGGTTACCCA
TGTTCGCTCG
ACTCTA

A; 444 C;

TTCACCCCAA
TCGGGTGTTA
CACCGTAGCA
ACTACAATCC
CTTTGTATTG
CGTCATCCCC
GATGGCAACT
CGAGCTGACG
TCTAGAAGGG
CCACATGCTC
CGTACTCCCC
TAACACTTAG
CCCACGCTTT
TCCTCCATAT
TCAAGTTTTC
TAAAAAACCG
TATTACCGCG
GTGCACAGTT
TTCATCACTC
GCTGCCTCCC
GGTCGGCTAC
AGGTCCATCT
ATTATCCGGT
CGTGTTACTC
ACTTGCATGT

333 G;

unassigned DNA; STD; UNC;

TCATTTGTCC
CAAACTCTCG
TGCTGATCTA
GAACTGAGAA
TCCATTGTAG
ACCTTCCTCC
AAGCTTAAGG
ACAACCATGC
TCAAAGGATG
CACCGCTTGT
AGGCGGAGTG
CACTCATCGT
CGCACATCAG
CTCTGCGCAT
CAGTTTCCAA
CCTACGCGCG
GCTGCTGGCA
ACTTACACGT
ACGCGGCGTT
GTAGGAGTCT
GTATCGTTGC
ATAAGTGATA
ATTAGCTCCG
ACCCGTCCGC
ATTAGGCACG

408 T;

1516 BP.

0 other;
CACCTTCGAC
TGGTGTGACG

GGCTAGCTCC
GGCGGTGTGT

CGATTACTAG CGATTCCAGC

CAACTTTATG
CACGTGTGTA
GGTTTGTCAC
GTTGCGCTCG
ACCACCTGTC
TCAAGATTTG
GCGGGTCCCC
CTTAATGCGT
TTACGGCGTG
CGTCAGTTAC
TTCACCGCTA
TGACCCTCCA
CTTTACGCCC
CGTAGTTAGC
TTGTTCTTCC
GCTCCGTCAG
GGACCGTGTC
CTTGGTAAGC
GCAAAGCCAT

GTTTCCCGAA
CGCTAACGTC
CCGCCAGCGT

Annexe 22 : Séquence 16S de Staphylococcus hominis en format Vienna.

GGATTTGCTT
GCCCAAATCA
CGGCAGTCAA
TTGCGGGACT
ACTTTGTCCC
GTAAGGTTCT
GTCAATTCCT
TAGCTGCAGC
GACTACCAGG
AGACCAGAAA
CACATGGAAT
CGGTTGAGCC
AATAATTCCG
CGTGGCTTTC
CTAATAACAG
GCTTTCGCCC
TCAGTTCCAG
CGTTACCTTA
CTTTCACTAT
GTTATCCCAG
AAAGGAGCAA
TCATCCTGAG

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1516
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Annexe 24 : Structure secondaire 2D 16S de Macrococcus brunensis
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Annexe 25 : Structure secondaire 2D 16S de Staphylococcus cohnii
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Annexe 26 : Structure secondaire 2D 16S de Staphylococcus hominis BATNA
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Annexe 27 : Structure secondaire 2D 16S de Staphylococcus haemolyticus CONSTANTINE
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Annexe 28 : Structure secondaire 2D 16S de Staphylococcus hominis
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BAT NA

Structure secondaire 2D 16S de Staphylococcus hominis

Annexe 29

v
e T gl e
7 Y wd@“%.ﬂr u_Q_ u/:M i
L AT % Lt 9,
e \r Awr u.nuu g bt
HW e 5

i nm
Y
Py
m.M_..M_w.___ ]
T Ao
tned N
T Ty
w.rM_, u/m_dx
i&Lau.ffc o
L

LN B4 rwwfa
\n_lum_v 7
51 iAn
L A J
B e
g = s
T _.._N..m 9= o< ch
e mL MM T, F i 1
u:.._.__n__ ) .v 2 nxr\ufn_n
Ir R
m_.J....m_ M.l..u mxnfcnn_
= Ex
] e
24 % e
T i3

= m/um_.niiﬁ
AN ot B ot o
HIJL hw..ﬂ.n._r;\w.c_u.o.n__m.h 1 e
EH 4
! o



CONSTANTINE

Annexe 30 : Structure secondaire 2D 16S de Staphylococcus saprophyticus
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Annexe 31 : Structure secondaire 2D 16S de Staphylococcus haemolyticus BATNA
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CONSTANTINE

Structure secondaire 2D 16S de Staphylococcus equorum

Annexe 32
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Annexe 33 : Structure secondaire 2D 16S de Staphylococcus hominis BATNA
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Annexe 34 : Concentration initiale d'ammonium Sulfate.

Initial concentration of
ammonium sulfate

Percentage saturation at 25 °C

(percentage saturation 10 15 20 25 30 33 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
at 25°C) Solid ammonium sulfate (g) to be added to 1 I of initial solution

0 56 84 114 144 176 196 209 243 277 313 351 390 430 472 516 561 610 662 713 767
10 0 28 57 86 118 137 190 183 216 251 288 326 365 406 449 494 540 592 640 694
15 0 28 57 88 107 120 153 185 220 256 294 333 373 415 459 506 556 605 657
20 0 29 59 78 91 123 155 189 225 262 300 340 382 424 471 520 569 619
25 0 30 49 71 93 125 158 193 230 267 307 348 390 436 485 533 583
30 0 19 30 62 94 127 162 198 235 273 314 356 401 449 496 546
33 0 12 43 74 107 142 177 214 252 292 333 378 426 472 522
35 0 31 63 94 129 164 200 238 278 319 364 411 457 506
40 0 31 63 97 132 168 205 245 285 328 375 420 469
45 0 32 65 99 134 171 210 250 293 339 383 431
50 0 33 66 101 137 176 214 256 302 345 392
55 0 33 67 103 141 179 220 264 307 353
60 0 34 69 105 143 183 227 269 314
65 0 34 70 107 147 190 232 275
70 0 35 72 110 153 194 237
75 0 36 74 115 155 198
80 0 38 77 117 157
85 0 39 77 118
90 0 38 77
95 0 39

(a) : This table was based on Green and Hughes in Methods Enzymol. 1, 67-90 (1955). Mr Mohammed GAGAOUA/INATAA/2011



Résumé

L'objectif de ce travail est de proposer une approche combinée (phénotypique et biomoléculaire)

pour la caractérisation des Staphylocoques isolées des bovins.

Ces phases sont la caractérisation phénotypique classique (morphologie, biochimie et
physiologie des isolats), phase génotypique par séquengage du géne 16S et une analyse protéomique
des isolats par une électrophorése SDS-PAGE ainsi que l'analyse bioinformatique des séquences
16S par prédiction des structures 2D des ARNr 16S et la détermination des liens phylogénétiques.

Les souche isolées sont : Staphylococcus haemolyticus et Macrococcus brunensis.
Mots clés: Staphylococcus, ARNr 16S, Structure 2D, SDS-PAGE.
Abstract

The aim of this work is to propose a combined approach (phenotypic and biomolecular) for the

characterization of Staphylococci isolated from cattle.

These phases are the classic phenotypic characterization (morphology, biochemistry and
physiology of isolates), genotypic phase sequencing of the 16S gene and proteomic analysis of
isolates by SDS-PAGE electrophoresis as well as bioinformatics analysis of sequences 16S
structure prediction 2D 16S rRNA and determination of phylogenetic relationships. The isolated

strains are: Staphylococcus haemolyticus and Macrococcus brunensis
Keywords: Staphylococcus, 16S rRNA, 2DStructure, SDS-PAGE
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L'objectif de ce travail est de proposer une approche combinée (phénotypique et biomoléculaire) pour la
caractérisation des Staphylocoques isolées des bovins.

Ces phases sont la caractérisation phénotypique classique (morphologie, biochimie et physiologie des
isolats), phase génotypique par séquencage du géne 16S et une analyse protéomique des isolats par une
électrophorése SDS-PAGE ainsi que l'analyse bioinformatique des séquences 16S par prédiction des
structures 2D des ARNr 16S et la détermination des liens phylogénétiques. Les souche isolées sont :

Staphylococcus haemolyticus et Macrococcus brunensis.
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