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INTRODUCTION ET OBJECTIFS 
 

 Mycoplasma hominis est un mycoplasme humain retrouvé à l’état commensal dans le 

tractus urogénital de l’homme et de la femme. Cette bactérie opportuniste peut être responsable 

d’infections du tractus urogénital, principalement chez la femme, d’infections néonatales ou 

d’infections disséminées notamment chez les immunodéprimés (Bébéar and Bébéar, 2017; 

Pereyre and Bébéar, in press; Waites and Bébéar, in press). Elle appartient à la classe des 

Mollicutes, bactéries sans paroi, et possède un génome de très petite taille. Le génome de la 

souche de référence M. hominis PG21 (ATCC 23114) a été entièrement séquencé par le 

laboratoire en 2009 (Pereyre et al., 2009) et présente une taille de 665 kb. C'est une bactérie 

difficile à manipuler sur le plan génétique puisque non transformable à ce jour, ce qui limite les 

recherches concernant sa pathogénicité et son métabolisme particulier basé sur l’arginine. Des 

travaux récents, reposant sur des approches dites de biologie de synthèse (BS) ont ouvert des 

perspectives nouvelles en termes d’édition de génomes chez les mollicutes. L’originalité de ces 

approches, mises au point sur d’autres génomes de mycoplasmes, repose sur l’utilisation de la 

levure Saccharomyces cerevisiae comme un hôte intermédiaire pour modifier les génomes de 

mollicutes (Lartigue et al., 2009).  

 L’objectif principal de mon doctorat a été d’étendre ces nouvelles technologies à 

M. hominis et de développer des méthodes de modification de génome efficaces qui permettront 

à terme d’explorer la fonction de gènes d’intérêt, comme ceux impliqués dans le pouvoir 

pathogène (Figure 1). La mise en place de ce cycle d’ingénierie, nécessite (i) de cloner le 

génome entier de M. hominis dans la levure S. cerevisiae par la technique de « Transformation-

Associated Recombination cloning » (Larionov et al., 1997), (ii) d’utiliser les outils génétiques 

disponibles chez cet organisme comme le système d’édition CRISPR/Cas9 (Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas), (DiCarlo et al., 2013; Tsarmpopoulos 

et al., 2016) et (iii) de transplanter le génome modifié dans une espèce receveuse adéquate 

(M. hominis ou M. arthritidis, espèce transformable la plus proche phylogénétiquement de 

M. hominis, si nous n’arrivons pas à transformer M. hominis) et (iv) d’obtenir des mycoplasmes 

génétiquement modifiés qui peuvent être caractérisés au niveau génotypique et phénotypique 

(Figure 1).  

 Au début de mon doctorat, deux transformants de levure contenant le génome de 

M. hominis PG21, B3-2 et B3-4, avaient déjà été obtenus au laboratoire. Le premier axe de mes 

travaux a été d’étudier la stabilité de ces génomes au sein la levure. Le deuxième axe concernait 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 1. Clonage et modification du génome de M. hominis dans la levure S. cerevisiae. 

Adapté de Lartigue et al. (2009). 
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la modification du génome cloné dans la levure et le troisième, le développement de la 

technique de transformation/transplantation chez M. hominis. 

 Afin d’étudier la stabilité du génome de M. hominis PG21 cloné dans S. cerevisiae, les 

clones obtenus B3-2 et B3-4 ont été mis en culture en milieu sélectif pendant 30 passages. 

L’intégrité des génomes a été déterminée par PCR multiplex et électrophorèse en champ pulsé 

(PFGE). Nous avons observé que le génome de M. hominis était maintenu dans les levures 

jusqu’au 10ème passage pour le clone B3-2 et jusqu’au 20ème passage pour le clone B3-4. Il était 

ensuite progressivement dégradé au cours des passages. Ces données indiquent l’importance de 

travailler avec des clones à faibles passages et de vérifier l’intégrité des génomes clonés à 

chaque étape expérimentale. En outre, les analyses de génomique comparées réalisées sur des 

sous-clones possédant des génomes incomplets ont suggéré que l’environnement génomique 

pourrait favoriser la perte de certaines régions du génome, notamment par le manque de 

séquences ARS (« yeast Autonomously Replicative Sequences ») et/ou la présence de longues 

séquences répétées dans le génome. 

 Le clonage du génome de M. hominis PG21 a donc été réalisé avec succès. L’étape 

suivante a été de démontrer que la modification de ce génome était possible par les outils 

génétiques disponibles chez la levure. Pour cela, nous avons choisi de supprimer un gène 

impliqué dans le pouvoir pathogène : le gène vaa codant pour une adhésine putative majeure 

du mycoplasme (Henrich et al., 1996). La délétion du gène a été faite par la technique 

CRISPR/Cas9 (DiCarlo et al., 2013; Tsarmpopoulos et al., 2016) chez les clones B3-2 et B3-4 

au passage 2. Grâce à cet outil, 13 transformants B3-4 Δvaa ont pu être obtenus et confirmés 

par PCR simplex et multiplex, par séquençage du locus et par PFGE. Ces travaux ont été 

publiés dans un premier article en 2017 (Rideau et al., 2017). 

 En parallèle des deux premiers axes une technique de transformation a été élaborée chez 

M. hominis, adaptée du protocole réalisé chez Ureaplasma parvum (Aboklaish et al., 2014) et 

chez M. arthritidis (Voelker and Dybvig, 1996). La technique a été mise au point chez la souche 

de référence M132 (ATCC 43521, numéro d’accession SRA : SRX4047436) et non pas la 

souche type PG21, qui reste non transformable à ce jour. Après de nombreuses tentatives et 

plus de 150 conditions testées, un protocole reproductible a été mis au point, permettant 

l’obtention de transformants avec des efficacités de transformation faible (de 10-10 à 10-9 

transformants/UFC/µg de plasmide). L’hypothèse avancée pour justifier la difficulté à 

transformer M. hominis concerne la présence de multiples systèmes de restriction-modification 

chez ce mycoplasme. Nous avons pu comparer les génomes de la plupart des espèces de 

mycoplasmes transformables à celui de M. hominis grâce à des analyses bio-informatiques et 
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constater in silico la diversité (types I, II et III) et le nombre important de ces systèmes chez 

M. hominis. Actuellement, le plasmide utilisé est méthylé avant transformation par la CpG 

méthyltransférase SssI, qui permet de contrer seulement une partie des systèmes de type II. Ce 

protocole nous a permis d’obtenir un mutant possédant un transposon dans le gène codant la 

protéine P75, adhésine majeure M. hominis (Henrich et al., 2017). Une analyse de l’expression 

du gène par RT-PCR a permis de montrer l’inactivation du gène. Un test d’adhésion a été mis 

en place mais aucune différence d’adhésion n’a été observée entre le mutant et la souche 

parentale. 

 Enfin une analyse par séquençage du génome de deux transformants a mis en évidence 

l’intégration de multiples copies du transposon chez ces clones, ainsi qu’une intégration du 

plasmide entier au cours de la transformation. Ces analyses ont également montré des 

réarrangements de grands fragments d’ADN, notamment une inversion de 300 kb chez le clone 

28-1 et une duplication de 9 kb chez le clone 29-1. Ces travaux sont soumis à publication et 

sont présentés dans le chapitre 2 de ce document. 
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ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE 
 

Mon projet a été d’appliquer les outils de biologie de synthèse chez M. hominis, c’est pourquoi 

je développerai quatre axes dans mon étude bibliographique : les mycoplasmes et M. hominis, 

la biologie de synthèse, les systèmes de défense des bactéries contre l’ADN exogène et les outils 

génétiques chez les mycoplasmes. 

1. Les mycoplasmes et Mycoplasma hominis 

 

1.1 Les mycoplasmes 

 Les mycoplasmes sont des microorganismes ubiquitaires retrouvés chez l’homme, les 

animaux vertébrés, les arthropodes et les plantes. Le terme « mycoplasma » (du grecque mykes 

qui signifie « fungus » et plasma  qui signifie « forme ») a été employé dans les années 1950 et 

a remplacé le terme de PPLO (« PleuroPneumonia-Like Organisms »). Ils appartiennent à la 

classe des Mollicutes (du latin mollis « souple » et cutis « peau ») qui regroupe des bactéries 

sans paroi. Cette classe comprend actuellement quatre ordres, les Mycoplasmatales, les 

Entomoplasmatales, les Acholeplasmatales et les Anaeroplasmatales. Cette classification a été 

établie en 1993, sur la base d’études phylogénétiques et phénotypiques (Tully et al., 1993). Le 

terme « mycoplasme » est souvent employé pour désigner l’ensemble des mollicutes ; sur un 

plan taxonomique, il ne s’applique cependant qu’à l’ordre des Mycoplasmatales, qui contient 

une famille, les Mycoplasmataceae, qui comprend les genres Mycoplasma et Ureaplasma. C’est 

l’usage qui en sera fait dans ce manuscrit. Les mycoplasmes sont les plus petits procaryotes 

capables de se multiplier de façon autonome. Ils ont initialement été confondus avec des virus, 

en raison de leur filtrabilité. C’est le cas de M. pneumoniae cultivé en 1944 sur oeuf embryonné 

(Eaton et al., 1944) et identifié comme un mycoplasme en 1962, après culture sur milieu 

acellulaire (Chanock et al., 1962). 

 L’étude des séquences d’ADN ribosomique (ADNr) 16S permet de penser que les 

mycoplasmes sont des formes évoluées, dérivées de bactéries à Gram positif à faible teneur en 

guanine + cytosine (G+C%), tels que Clostridia innocum et Clostridia ramosum (Woese et al., 

1980; Weisburg et al., 1989). Les mycoplasmes auraient évolué depuis ces ancêtres par 

réduction de leur génome et pertes successives de gènes, ayant, entre autre, pour conséquence 

la perte de la paroi. D’après les séquences d’ADNr 16S, les mollicutes sont séparés en cinq 

groupes phylogénétiques, le groupe Anaeroplasma (appelé sous-groupe AAP pour 

Acholeplasma, Anaeroplama et Phytoplasma), le groupe Spiroplasma, le groupe Hominis, le 



 

Figure 2. Arbre phylogénétique des mollicutes adapté de Grosjean et al., 2014 . L'arbre 

phylogénétique a été réalisé par la méthode du maximum de vraisemblance à partir des 

alignements multiples concaténés de 79 protéines codées par des gènes présents en une copie dans 

chaque génome. Les principaux groupes phylogénétiques sont les suivants : S, Spiroplasma ;         

H, Hominis ; P, Pneumoniae ; AAP, Acholeplasma/Phytoplasma.  
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groupe Pneumoniae et le groupe Asteroleplasma (Weisburg et al., 1989) (Figure 2). M. hominis 

appartient au groupe phylogénétique Hominis tandis que les autres principaux mycoplasmes 

pathogènes humains appartiennent au groupe Pneumoniae. 

 Les mycoplasmes sont largement répandus dans la nature. Chez l'homme, ils colonisent 

les muqueuses respiratoires et génitales. Dix-huit des 107 espèces connues chez les 

mycoplasmes ont été isolées chez l’homme (Waites and Bébéar, in press). À l’exception des 

espèces animales détectées occasionnellement, en général chez les patients immunodéprimés, 

elles sont classées selon leur site d’isolement ; on distingue ainsi les mycoplasmes respiratoires 

et les mycoplasmes génitaux. La plupart des mycoplasmes respiratoires n'ont pas de pouvoir 

pathogène connu. Seul M. pneumoniae colonise les voies respiratoires basses et possède un 

pouvoir pathogène certain (Tableau 1) (Bébéar and Bébéar, 2017; Waites and Bébéar, in press). 

Parmi les mycoplasmes génitaux, M. genitalium, Ureaplasma spp. et M. hominis ont un pouvoir 

pathogène avéré. Leur rôle est reconnu dans les infections génito-urinaires. Le diagnostic 

microbiologique est souvent difficile du fait du caractère fastidieux de la croissance de certaines 

espèces ou en raison de problèmes d'interprétation.  

 Les mollicutes sont de très petites bactéries (entre 0,3 et 0,8 µm de diamètre) et 

possèdent un génome réduit avec des tailles comprises entre 580 kb pour M. genitalium et 2 200 

kb pour Spiroplasma ixodeti. Ces organismes ont un pourcentage en G+C faible de 27,3 % en 

moyenne, allant de 23,7 % pour M. capricolum subsp. capricolum à 40 % pour M. pneumoniae. 

Enfin, les mollicutes utilisent un code génétique spécifique, dans lequel le codon UGA code un 

tryptophane au lieu d’un codon stop dans le code génétique universel, exceptés pour les groupes  

Acholeplasma et Phytoplasma (Blanchard, 1990).   

 Ces génomes réduits font l’objet d’un grand intérêt scientifique à propos du concept de 

cellule minimale et de génome synthétique. C’est ainsi qu’en 2007, a été fabriqué au John Craig 

Venter Institute (JCVI), le premier génome de synthèse, copie quasi exacte du génome de 

M. genitalium (Gibson et al., 2008a). Depuis, la première bactérie contrôlée par un génome de 

synthèse, appelé Syn 1.0, a été obtenue après synthèse et transplantation du génome de 

M. mycoides subsp. capri (Gibson et al., 2010). Plus récemment, la synthèse d’un génome 

minimal de M. mycoides subsp. capri ainsi que sa transplantation, ont permis la création de la 

bactérie minimale Syn 3.0 (Hutchison et al., 2016). 



Tableau 1. Mycoplasmes isolés chez l'homme. 

 

Espèce 
Site primaire 

d’isolement 

Pouvoir 

pathogène 

Fermentation 

glucose 

Hydrolyse 

arginine 

Hydrolyse 

urée 

M. pneumoniae respiratoire + + - - 

M. hominis génital + - + - 

M. genitalium génital + + - - 

M. amphoriforme respiratoire ? + - - 

M. fermentans génital ? + + - 

M. penetrans génital ? + + - 

M. salivarium respiratoire - - + - 

M. orale respiratoire - - + - 

M. buccale respiratoire - - + - 

M. faucium respiratoire - - + - 

M. lipophilum respiratoire - - + - 

M. primatum respiratoire - - + - 

M. spermatophilum génital ? - - - 

M. pirum ? ? + + - 

U. parvum génital + - - + 

U. urealyticum génital + - - + 

A. laidlawii 1 respiratoire - + - - 

A. oculi ? - + - - 

 A : Acholeplasma ; M : Mycoplasma ; U : Ureaplasma 
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 1.2 Mycoplasma hominis  

 

  1.2.1 Caractéristiques du génome 

 M. hominis est considéré comme le deuxième plus petit génome capable de se répliquer 

de façon autonome après M. genitalium. En effet, le génome de la souche type PG21 (ATCC 

23114) a été séquencé au laboratoire en 2009 et possède une taille de 665 445 pb, un 

pourcentage en G+C de 27,1 %, et code seulement 537 gènes ; 345 codent des protéines de 

fonctions connues, 86 codent des protéines hypothétiques conservées et 106 des protéines 

hypothétiques (Pereyre et al., 2009). Aucun transposon, séquence d’insertion ou plasmide n’a 

été retrouvé dans le génome de la souche PG21. Cinq clusters de gènes auraient été échangés 

par transfert horizontal avec U. parvum, phylogénétiquement éloigné de M. hominis, mais 

partageant la même niche naturelle, le tractus urogénital humain (Pereyre et al., 2009), comme 

cela a pu être montré chez d’autres mycoplasmes (Sirand-Pugnet et al., 2007a; Sirand-Pugnet 

et al., 2007b). L’espèce M. hominis apparait hétérogène, des analyses en électrophorèse en 

champs pulsé ont montré des écarts de taille de génome de plus de 15 % selon les souches 

(Ladefoged and Christiansen, 1992). Ces variations de taille peuvent être liées à des éléments 

génétiques mobiles rapportés dans les souches plus récemment séquencées. Il a ainsi été décrit 

un prophage de 15,9 kb avec 14 gènes, MhoV-1, dans la souche LBD4 (ATCC 27545) (Calcutt 

and Foecking, 2015a), un transposon de 25,3 kb portant le gène tet(M) dans la souche Sprott 

(ATCC33131) (Calcutt and Foecking, 2015b), un prophage putatif de 15,2 kb chez la souche 

AF1 (Allen-Daniels et al., 2015), similaire à celui de M. fermentans phiMFV1 et un transposon 

de 26,6 kb contenant le gène tet(M) et similaire à celui de la souche Sprott dans la souche PL5 

(Allen-Daniels et al., 2015). La présence de nombreuses séquences répétées peut également 

expliquer la variation de taille du génome de ces souches. Enfin, il est intéressant de noter 

qu’aucun plasmide n’est présent chez les mycoplasmes humains alors qu’il en existe chez 

certains mycoplasmes du groupe mycoides (groupe comprenant M. leachii, M. capricolum, 

M. mycoides subsp. mycoides et M. mycoides subsp. capri) et les spiroplasmes (Renaudin et al., 

2014). 

 La composition du génome minimal nécessaire à la réplication des mycoplasmes a été 

évaluée par la comparaison du génome de M. hominis PG21 avec celui de M. genitalium et de 

U. parvum (Pereyre et al., 2009). Ces trois espèces sont des bactéries pathogènes urogénitales 

de l’homme présentant des petits génomes. Elles partagent un groupe de gènes communs 

constituant un « core » de 247 gènes codant pour des protéines intervenant dans les grandes 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Métabolisme de l'arginine chez M. hominis.  

ADI, arginine déiminase ; OCT, ornithine carbamoyl transférase ; CK, carbamate transférase. 
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fonctions cellulaires comme le métabolisme de l’ADN, la synthèse des protéines, la synthèse 

des nucléotides, les systèmes de transport, la capture de substrats et le métabolisme des acides 

gras et des phospholipides. La plupart de ces 247 gènes communs sont susceptibles d'être 

essentiels. En effet, 213 d’entre eux (86,2 %) ne pouvaient pas être inactivés par mutagénèse 

aléatoire chez M. genitalium (Glass et al., 2006). Les gènes spécifiques de M. hominis, 

M. genitalium et U. parvum codent essentiellement pour les enzymes intervenant dans les voies 

métaboliques et énergétiques telles que l’hydrolyse de l’arginine pour M. hominis, l’hydrolyse 

du glucose pour M. genitalium et l’hydrolyse de l’urée pour U. parvum. Parmi les gènes non 

essentiels retrouvés chez M. hominis, un certain nombre sont impliqués dans la virulence et 

l’adhésion de M. hominis. Ce sont par exemple les gènes codant les lipoprotéines P120, P120’, 

Vaa et les lipoprotéines de la famille des « large membrane proteins » (Lmp). 

 

  1.2.2 Métabolisme énergétique 

 M. hominis fait partie des mycoplasmes non fermentants, incapables de métaboliser le 

glucose. L’analyse de son génome a révélé que les voies des pentoses phosphates, du glucose 

et du fructose sont incomplètes (Pereyre et al., 2009). M. hominis PG21 produit son énergie 

principalement par hydrolyse de l’arginine, considérée comme son nutriment essentiel (Hahn 

and Kenny, 1974; Johansson and Pettersson, 2002). Ce métabolisme le distingue des autres 

mycoplasmes urogénitaux, M. genitalium et Ureaplasma spp., qui respectivement, fermentent 

le glucose et hydrolysent l’urée. Cette voie d’hydrolyse de l’arginine est mise à profit pour 

l’identification de l’espèce M. hominis. Elle est composée de trois enzymes, l’arginine 

déiminase (MHO_0690), l’ornithine carbamoyl transferase (MHO_0640) et la carbamate 

kinase (MHO_0630) (Figure 3). 

 L’arginine déiminase catalyse la transformation de l’arginine en citrulline par la 

modification du groupement guanidium. La citrulline est catabolisée par l’ornithine carbamoyl 

transférase en carbamoylphosphate et ornithine. Le carbamoylphosphate est à son tour dégradé 

par la carbamate transférase en CO2 et NH3 avec production d’une molécule d’ATP. 

L’inhibition de l’arginine déiminase par la canavanine, inhibiteur compétitif, empêche la 

multiplication de M. hominis en milieu de culture liquide (Pereyre et al., 2009). De plus, une 

N-diméthylarginine diméthylaminohydrolase (MHO_2540) a été identifiée dans le génome de 

M. hominis PG21 (Pereyre et al., 2009). Cette enzyme pourrait compléter cette voie énergétique 

en permettant l’utilisation d’un deuxième substrat, la diméthylarginine, qu’elle convertirait en 

citrulline. Cette enzyme n’est pas présente chez U. parvum et M. genitalium. 



18 
 

1.2.3 Pouvoir pathogène et facteurs de virulence 

 La plupart des mycoplasmes vivent à l’état commensal, étant même considérés comme 

symbiontes chez certains arthropodes. Vivant en harmonie avec leur hôte, les mycoplasmes se 

rapprochent même du concept de parasite idéal (Razin et al., 1998). Ces microorganismes 

possèdent des mécanismes évolués permettant l’échappement au système immunitaire de 

l’hôte, ainsi que le transfert et la colonisation d’un nouvel hôte. Ces mécanismes incluent le 

mimétisme des antigènes de l’hôte, la survie dans les cellules phagocytaires et non 

phagocytaires et la génération d’une plasticité phénotypique (Rottem, 2003). Parmi les 

mécanismes d’échappement au système immunitaire, un complexe de protéine nommé MIB-

MIP a été mis en évidence chez M. mycoides subsp. capri, l’association de ces deux protéines 

permettant la capture et le clivage des IgG produites par l’hôte (Arfi et al., 2016). Les infections 

à mycoplasmes sont souvent asymptomatiques, ce qui rend l’identification des facteurs de 

virulence de mycoplasmes difficile (Citti and Blanchard, 2013). L’absence de réels outils 

génétiques efficaces rend également compliquée la validation de potentiels gènes impliqués 

dans la pathogénicité et la virulence (Voir section 4, modification génétique chez les 

mycoplasmes). De plus, les espèces de mycoplasmes sont reconnues pour avoir une stricte 

spécificité d’hôte, rendant difficile la mise en place de modèles animaux en laboratoire pour les 

étudier.  

 La virulence chez les humains et les animaux est due aux réponses inflammatoire et 

immune de l’hôte, ainsi qu’à un effet toxique direct des cellules bactériennes. Un moyen connu 

par lequel les mycoplasmes causent des dommages à leur hôte, est la production de composés 

toxiques en tant que sous-produits de leur métabolisme, tels que le peroxyde d'hydrogène ou 

l’ammoniaque, produit par l’hydrolyse de l’urée ou de l’arginine. Ces produits peuvent causer 

des dommages oxydatifs aux membranes de l'hôte (Almagor et al., 1986; Pilo et al., 2007; 

Hames et al., 2009; Blotz and Stulke, 2017; Tsarmpopoulos, 2017). Une cytotoxine unique a 

été identifiée chez M. pneumoniae avec des homologues retrouvés chez M. penetrans et 

M. iowae. Il s’agit de la toxine CARDS (« Community Acquired Respiratory Distress 

Syndrome ») en rapport avec le syndrome clinique parfois associé à M. pneumoniae. Cette 

protéine possède une séquence d’acides aminés similaires à celle de la sous-unité S1 de la toxine 

pertussique (Kannan and Baseman, 2006).  

 Un autre facteur important de la pathogénicité des bactéries est la formation de biofilms 

(Wang et al., 2017). Il permet une meilleure adhésion aux cellules hôtes et est généralement 

suivi par la formation d’une matrice de polysaccharides qui entoure les cellules. Ce mécanisme 
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a été décrit chez certains mycoplasmes tels que M. pneumoniae, M. pulmonis, M. bovis, 

M. putrefaciens et M. agalactiae (McAuliffe et al., 2006; Simmons and Dybvig, 2009; 2015).  

 L’adhérence aux cellules est un des facteurs de virulence avéré des mycoplasmes. En 

effet, l’adhésion est un pré-requis pour la colonisation et l’infection. La perte de la capacité 

d’adhésion résulte en une baisse d’infectiosité et la restauration de cette capacité est 

accompagnée par un regain de virulence. Les adhésines, protéines membranaires responsables 

de l’adhésion, les mieux décrites chez les mycoplasmes sont les adhésines P1 et MgPa, 

respectivement retrouvée chez M. pneumoniae et M. genitalium (Razin et al., 1998).  

 Enfin, la plupart des espèces de mycoplasmes sont capables d’exprimer des antigènes 

de surfaces de façon variable. Ces variations de protéines de surface contribuent à la 

pathogénicité en permettant aux mycoplasmes de survivre dans différentes niches et/ou 

d’échapper au système immunitaire de l’hôte. Plusieurs mécanismes de variations ont pu être 

observés, la variation de phase, mécanisme le plus courant correspondant à une commutation 

ON/OFF et des variations antigéniques comme le remaniement de domaines, la dérive 

antigénique ou la variation de taille (Citti et al., 2010). Les gènes codant des protéines de taille 

variable contiennent des régions répétées en tandem et la variation du nombre de répétitions 

entrainent une variation de la taille de l’antigène (Dybvig and Voelker, 1996). 

 Concernant M. hominis, c’est une bactérie extracellulaire qui adhère à la surface des 

cellules-hôtes. Elle peut cependant pénétrer dans les cellules, avec 0,5 % de mycoplasmes 

retrouvés en position intracellulaire après 24-48h d’infection et jusqu’à 10 % en cas d’infection 

chronique de lignées cellulaires (Hopfe et al., 2013). Chez la souche type PG21, des gènes 

codant 48 lipoprotéines ont été rapportés (Pereyre et al., 2009; Goret et al., 2016). Parmi ces 

protéines exposées à la surface du mycoplasme, certaines présentent des variations antigéniques 

(Ladefoged, 2000) et sont associées à l’adhésion et à la virulence de M. hominis. Peuvent être 

citées par exemple P120, P120’ (Mardassi et al., 2007), Vaa (Boesen et al., 2004) ou les 

lipoprotéines de la famille des Lmp. Un grand nombre de protéine de cette famille a été mis en 

évidence chez PG21 par séquençage, certaines présentant jusqu’à 15 fois un motif de 57 acides 

aminés (Pereyre et al., 2009; Goret et al., 2016). Cette variabilité génétique pourrait jouer un 

rôle dans l’adaptation de la réponse du mycoplasme aux mécanismes de défense de l’hôte. La 

protéine Vaa est une protéine de surface abondante capable d’interagir avec les cellules 

épithéliales humaines notamment celles de la lignée HeLa (Henrich et al., 1996; Zhang and 

Wise, 1997). Le gène vaa codant cette protéine possède une variabilité de séquence suivant les 

différentes souches de M. hominis (Zhang and Wise, 1996). Quarante-deux souches cliniques 

ont été analysées in silico, montrant que les 42 gènes vaa correspondants sont tous constitués 



 

 

 

Figure 4. Représentation des séquences en acides aminés des six variants alléliques du gène 

vaa. Adapté d’après Henrich et al. (1998) et Boesen et al. (1998). Les modules I, II et II" forment 

l'extrémité N-terminale conservée de la protéine et le module VI représente les 10 acides aminés 

conservés à l'extrémité C-terminale. Les modules III, IV, V, VII et VIII forment les cassettes 

interchangeables. 

 



20 
 

d’une région conservée à l’extrémité N-terminale suivie par un nombre variable de cassettes 

interchangeables codant environ 110 acides aminés puis d’une région C-terminale codant 10 

acides aminés (Boesen et al., 1998; Boesen et al., 2004) (Figure 4). Un mécanisme 

d’expression ON/OFF de la lipoprotéine Vaa, suite à une mutation ponctuelle entrainant 

l’apparition d’un codon stop a également été décrit (Zhang and Wise, 1997). La variation de la 

taille de Vaa contribuerait à l’évasion de l’immunité humorale et à l’adaptation de l’organisme 

chez son hôte.  

 M. hominis peut également produire une inflammation chez l’homme, certainement par 

l’intermédiaire de ses lipoprotéines. Il entraine une production dose-dépendante de TNFα par 

les macrophages via la stimulation des Toll-like récepteurs de type 2 (Peltier et al., 2005; 

Truchetet et al., 2011). Il induit aussi une réponse immunitaire innée avec sécrétion d’IL1β par 

les cellules dendritiques et une réponse immunitaire adaptative avec sécrétion d’IL23 polarisant 

la réponse immunitaire vers la voie Th17 (Truchetet et al., 2011; Goret et al., 2017).  

 M. hominis pourrait aussi participer à la formation de biofilms puisqu’il a été associé à 

des biofilms microbiens lors d’une infection intra-amniotique (Romero et al., 2008). 

L’hydrolyse de l’arginine, voie métabolique principale (Pereyre et al., 2009), peut aussi avoir 

un rôle dans la physiopathologie de ce mycoplasme en raison de l’ammoniaque produit.  

 Enfin, M. hominis est retrouvé comme parasite intracellulaire de Trichomonas vaginalis, 

parasite humain infectant le même site urogénital. Jusqu’à 90% des souches isolées de 

T. vaginalis sont naturellement infectées avec M. hominis, mais la nature exacte de la symbiose 

entre ces deux organismes est encore peu comprise (Furnkranz et al., 2018b). Comme 

M. hominis, T. vaginalis peut, dans certaines conditions, utiliser l’arginine comme source 

d’énergie et la présence intracellulaire de M. hominis chez T. vaginalis est associée à une 

déplétion de l’arginine extracellulaire et à une augmentation intracellulaire de l’ornithine, 

produit de catabolisme de l’arginine (Morada et al., 2010). M. hominis pourrait se trouver 

protégé par sa position intracellulaire dans T. vaginalis et pourrait augmenter la virulence des 

souches de T. vaginalis infectées (Vancini et al., 2008). Comme l’arginine est le substrat 

exclusif pour la synthèse d’oxyde nitrique (NO) par les macrophages de l’hôte lors de la réponse 

immunitaire, M. hominis pourrait protéger T. vaginalis en accentuant la déplétion en arginine 

et donc diminuer la production de NO par les macrophages de l’hôte. Jusqu’à aujourd’hui, il a 

été montré que M. hominis influençait la croissance de T. vaginalis, sa production d’ATP ainsi 

que son activité hémolytique (Margarita et al., 2016). Il a également été déterminé que 

M. hominis pouvait influencer l’expression des gènes de T. vaginalis et notamment l’expression 

de ceux impliqués dans la résistance au métronidazole (Furnkranz et al., 2018a). 



Tableau 2. Importance de l’association des mycoplasmes génitaux à différents tableaux 

cliniques, d’après Bébéar et Bébéar (2017).  

 

Pathologie  M. hominis Ureaplasma sppa M. genitalium 

Infections génitales masculines  

UNGb  - +c + 

Epididymites, prostatites  -   
Infertilités -   
Infections gynécologiques 

Vaginoses bactériennes  +   
Cervicites - - + 

Endométrites  + - + 

Salpingites  + - + 

Infections au cours de la grossesse 

Chorioamniotites  + + ? 

Fièvres, endométrites post-partum  + + - 

Avortements spontanés    
Retards de croissance intra-utérins -  ? 

Atteintes néonatales 

Prématurités - Faibles poids de 

naissance  

- +  

Infections respiratoires, 

neurologiques, bactériémies, 

abcès  

+ + ? 

Dysplasies broncho-pulmonaires -  ? 

Infections extragénitales 

Arthrites septiques  + + + 

Arthrites réactionnelles  - + + 

Pyélonéphrites + - - 

Autres localisations  

(surinfections de plaies sternales, 

abcès rétropéritonéaux, abcès du 

cerveau, septicémies…)  

+ + - 

a Comprend 2 espèces, U. urealyticum et U. parvum ; b UNG : urétrite non gonococcique. 
c + : association certaine ou rôle causal démontré ;  : association non démontrée; - : pas 

d’association documentée ; ? : inconnu. 
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L’augmentation des CMI du métronidazole vis-à-vis de T. vaginalis pourrait en partie être 

expliquée par le fait que M. hominis n’est pas affecté par cette drogue in vitro, donnant lieu à 

de grandes densités de bactéries et à une diminution de la concentration finale du métronidazole 

(Furnkranz et al., 2018a). Les mêmes auteurs montrent également un effet in vitro de cette 

symbiose sur le niveau de sensibilité de M. hominis aux antibiotiques, avec une augmentation 

allant jusqu’à un facteur 2 des CMI de la gentamicine, de la moxifloxacine et de la 

ciprofloxacine pour deux des trois souches de M. hominis infectant T. vaginalis étudiées 

(Furnkranz et al., 2018b). 

 

1.2.4 Infections à M. hominis 

 

   1.2.4.1 Présence à l’état commensal 

 M. hominis et Ureaplasma spp. appartiennent à la flore commensale du tractus génital. 

Il existe des différences entre les deux espèces, la colonisation étant nettement plus importante 

pour Ureaplasma spp. que pour M. hominis. Cette colonisation peut varier en fonction de l’âge, 

l’état hormonal (menstruations, ménopause et contraception), la race, le niveau socio-

économique et l’activité sexuelle (Bébéar and Bébéar, 2017; Pereyre and Bébéar, in press; 

Waites and Bébéar, in press). Concernant M. hominis, le taux de colonisation chez les femmes 

reste assez faible, de 5 à 10 %, alors que pour Ureaplasma spp., il peut atteindre 30 à 50 % 

(Bébéar and Bébéar, 2017). Le taux est nettement moins élevé chez les hommes, en effet, les 

femmes sont plus souvent colonisées que les hommes et la grossesse est un facteur favorisant. 

L’enfant peut être colonisé au moment de l’accouchement par contact direct avec les muqueuses 

génitales de sa mère, au niveau du nez, de la gorge et des voies génitales. Dans ce cas, les 

mycoplasmes disparaissent alors assez vite pour réapparaitre à la puberté. 

 

   1.2.4.2 Manifestations cliniques des infections à M. hominis  

 A propos des infections urogénitales, M. hominis peut être mis en cause dans les 

infections féminines, contrairement aux uréaplasmes qui ne sont peu ou pas impliqués dans les 

infections gynécologiques en dehors de la grossesse (Tableau 2). M. hominis n’est pas l’agent 

de la vaginose bactérienne, mais y est fortement associé car il fait partie des bactéries qui 

prolifèrent au cours de ce syndrome caractérisé par un déséquilibre de la flore vaginale. En 

effet, il est retrouvé avec des charges jusqu’à 10 000 fois plus élevées chez deux tiers des 

patientes atteintes de vaginose, contre moins de 10 % chez les femmes saines (Waites and 
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Talkington, 2005; Foschi et al., 2018; Pereyre and Bébéar, in press). La présence d’un grand 

nombre de mycoplasmes au niveau vaginal peut être le point de départ d’infections des voies 

génitales hautes ou d’infections pendant la grossesse. M. hominis ne cause pas de cervicite mais 

peut causer des endométrites. Il peut aussi être responsable de salpingites, mais plutôt comme 

agent de surinfection que comme agent pathogène primaire (Taylor-Robinson et al., 1999). 

Chez l’homme, la présence de M. hominis au niveau urogénital est le reflet d’une colonisation. 

Il est parfois suspecté dans les cas d’urétrites non gonococciques ou d’épididymites mais sa 

responsabilité n’est pas démontrée, contrairement à M. genitalium ou Ureaplasma spp. (Srugo 

et al., 2003; Zdrodowska-Stefanow et al., 2006). M. hominis peut être responsable d’un petit 

nombre de pyélonéphrites aiguës chez les sujets immunocompétents (Waites and Talkington, 

2005). Une obstruction ou un geste invasif au niveau du tractus urinaire pourrait être un facteur 

prédisposant. 

 Puisqu’il colonise le tractus génital, M. hominis peut être associé aux infections durant 

la grossesse. Cette bactérie pouvant résider dans la flore vaginale normale, la présence seule de 

cet organisme est donc insuffisante pour expliquer les pathologies (Capoccia et al., 2013). 

M. hominis est associé à des chorioamniotites, mais moins fréquemment que Ureaplasma spp., 

avec isolement de mycoplasmes à partir du liquide amniotique malgré des membranes intactes, 

en l'absence de toute autre bactérie et en association à des lésions histologiques (Waites et al., 

2009; Cao et al., 2018). L’atteinte initiale du chorion peut évoluer vers une invasion de la cavité 

amniotique et une infection du fœtus, responsables d’avortements spontanés. M. hominis est, 

en outre, un agent de poussées fébriles post-partum ou post-abortum dont le point de départ est 

une endométrite. Il s'agit souvent de simples décharges bactériémiques survenant lors du travail, 

ou alors de véritables septicémies avec hémocultures positives répétées, à distance du travail. 

Un retentissement sur le bébé est souvent noté, le mycoplasme étant retrouvée dans le sang de 

la mère et dans le prélèvement endotrachéal du bébé (Waites et al., 2009). Les infections 

in utero à M. hominis sont plus fréquentes après une rupture prématurée des membranes. En 

effet, plus l’avortement spontané apparaît tôt pendant la grossesse, plus la fréquence de 

positivité des cultures de liquide amniotique est élevée (Taylor-Robinson and Lamont, 2011).  

 Concernant les infections chez les nouveaux-nés, la colonisation par les mycoplasmes 

génitaux peut se faire in utero mais elle a lieu plus fréquemment au moment de l’accouchement 

par voie basse, les taux de colonisation étant plus élevés chez les enfants hypotrophiques. 

M. hominis, tout comme Ureaplasma spp., est un agent de méningites chez les nouveaux-nés 

très prématurés et hypotrophiques (Waites et al., 2009). Il peut aussi être responsable de 
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bactériémies (Goldenberg et al., 2008) et de pneumonies (Waites and Talkington, 2005) 

(Tableau 2). 

 Enfin, M. hominis peut entrainer des infections extra-génitales (Pereyre and Bébéar, in 

press). C’est l’espèce la plus souvent en cause dans les infections systémiques à mycoplasmes, 

ce type d’infections survenant essentiellement chez les patients immunodéprimés, transplantés 

ou présentant des ruptures majeures des barrières anatomiques. Elles sont certainement sous-

estimées car la responsabilité des mycoplasmes est évoquée tardivement, en l’absence d’autres 

étiologies ou lors d’échecs thérapeutiques. Les infections extra-génitales à M. hominis incluent 

bactériémies, ostéomyélites, abcès rétro-péritonéaux et péritonites, surinfections d’hématomes, 

infections vasculaires et sur cathéter, surinfections de plaies sternales avec médiastinites après 

chirurgie thoracique, pneumonies, endocardites, péricardites et abcès du cerveau (Pereyre and 

Bébéar, in press; Waites and Bébéar, in press). Dans le cas d’infections dues à des greffons, la 

relation entre infection du receveur et du donneur a pu être établie par technique de séquençage 

de génome complet de M. hominis (Novosad et al., 2017; Smibert et al., 2017). Les 

mycoplasmes peuvent aussi être responsables d’arthrites septiques chez les patients 

hypogammaglobulinémiques puisque 40 % des cas d’arthrites chez ce type de patients 

immunodéprimés seraient dues aux mycoplasmes (Pereyre and Bébéar, in press). M. hominis a 

été détecté par culture ou PCR, mais Ureaplasma spp. reste l’espèce la plus fréquemment 

retrouvée. M. hominis a aussi été mis en cause dans des cas d’arthrites septiques pour d’autres 

types d’immunodépressions spontanées ou induites, mais pas dans les arthrites réactionnelles.  

 

  1.2.5 Diagnostic des infections à M. hominis 

 Il s’agit d’un diagnostic direct détectant la présence de la bactérie ou de ses composants. 

La présence des mycoplasmes à l’état commensal au niveau du tractus urogénital rend difficile 

l’appréciation de leur pouvoir pathogène. Le diagnostic a donc pour but de mettre en évidence 

les mycoplasmes responsables d’une pathologie en tenant compte de leur présence à l’état 

commensal. Une appréciation quantitative peut aider à l’interprétation des résultats 

bactériologiques. 

 

   1.2.5.1 Culture, croissance et identification 

 Les fluides biologiques, les écouvillonnages et les biopsies de tissus sont appropriés à 

la recherche et à la culture de mycoplasmes. Les mycoplasmes étant des bactéries adhérentes 

aux cellules, tout prélèvement par écouvillonnage doit retenir des cellules. Quel que soit la 



  

A 

B 

Figure 5. Culture de M. hominis. (A) Culture liquide de M. hominis en milieu Hayflick 

supplémenté en arginine. Le tube témoin est le tube orangé et le tube de culture est le tube devenu 

rose framboise par alcalinisation du milieu de culture. (B) Culture solide de M. hominis sur gélose 

Hayflick. Les colonies ont un aspect typique en œuf sur le plat (Photographies H. Renaudin).  

0,5 µm 
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méthode, le prélèvement doit être adapté à la localisation de l’infection. M. hominis peut être 

recherché à partir de prélèvements vaginaux, cervico-vaginaux, endométriaux, brossage 

tubaire, liquide de Douglas, sperme, liquide amniotique, placenta, prélèvements endo-trachéaux 

et liquide gastrique chez le nouveau-né, mais aussi selon la localisation de l’infection, liquide 

céphalo-rachidien, liquides articulaires, biopsies synoviales, prélèvements cutanéo-muqueux 

ou de sang (Bébéar et al., 2015; Pereyre and Bébéar, in press). Pour les milieux classiques pour 

hémocultures contenant des anticoagulants, inhibiteurs des mycoplasmes, il est recommandé 

d’ensemencer rapidement le sang sur des milieux adaptés à la culture des mycoplasmes. Les 

mycoplasmes étant sensibles à la dessiccation, l’utilisation de milieux de transport adapté est 

nécessaire. Pour la mise en culture et le diagnostic par PCR, plusieurs milieux de transport 

peuvent être utilisés, comme le milieu saccharose-phosphate (2SP) enrichi de 5 % de sérum de 

veau fœtal ou le milieu de transport universel UTM (Copan) (Waites et al., 2001; Bébéar et al., 

2015). Les échantillons peuvent être conservés à +4°C pendant 48h maximum, et à -80°C au-

delà. 

 M. hominis croit sur milieu Hayflick modifié supplémenté avec 20 % de sérum de 

poulain ou sur le milieu commercialisé SP4, plus complexe, renfermant du sérum de veau fœtal 

(Waites et al., 2001; Bébéar et al., 2015; Pereyre and Bébéar, in press). Les milieux liquides à 

pH 7-7,2 contiennent de l’arginine et du rouge de phénol comme indicateur coloré. Il peut aussi 

occasionnellement pousser sur des géloses au sang ou sur des milieux plus acides utilisés pour 

Ureaplasma spp. tel que le milieu Shepard contenant de l’urée (Waites et al., 2001). En pratique 

au laboratoire, des cultures liquides et solides sont effectuées en parallèle. En milieu liquide, la 

détection de la croissance se fait en 18 à 48h par virage de l’indicateur coloré de l’orange vers 

le rose framboise, dû au fait que M. hominis hydrolyse l’arginine en ammoniaque, entrainant 

l’alcalinisation du milieu de culture (Figure 5). Le prélèvement est dilué en série dans du milieu 

Hayflick afin de quantifier le nombre d’organismes. La positivité de la culture s’exprime en 

unités de changement de couleur (UCC) par mL. Sur milieu gélosé, une atmosphère enrichie en 

CO2 facilite la croissance de M. hominis. L’apparition de colonies de petite taille (50 à 300 µM 

de diamètre), d’aspect typique en « œuf sur le plat » avec un centre pénétrant la gélose doit être 

observée à la loupe binoculaire après 2 à 5 jours d’incubation (Figure 5). M. hominis se 

distingue des autres mycoplasmes urogénitaux par sa capacité à hydrolyser l’arginine et à 

alcaliniser le milieu alors que Ureaplasma spp. hydrolyse l’urée et forment des colonies noires 

ponctiformes sur milieux solides. L’identification d’espèce se fait par la capacité à alcaliniser 

le milieu liquide ainsi que par l’aspect des colonies sur milieux solides. La technique de 

spectrométrie de masse de type MALDI-TOF permet aussi d’identifier M. hominis à partir d’un 



   

Figure 6. Différentes trousses commerciales permettant la détection, la numération et/ou l’étude 

de la sensibilité aux antibiotiques de Ureaplasma spp. et M. hominis. (A) Sir MYCOPLASMA, 

Bio-Rad (antibiogramme seul). (B) IST2, bioMérieux. (C) MYCOFAST-RevolutioN, Elitech.             

(D) Myco well D-One,CPM, SAS. (E) Mycoplasma IES, Autobio. 
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milieu de culture (Pereyre et al., 2013). Différentes trousses commerciales existent pour la 

détection, la numération et/ou l’étude de la sensibilité aux antibiotiques de Ureaplasma spp. et 

M. hominis à partir de prélèvements génitaux (Figure 6). Elles donnent généralement des 

résultats similaires aux méthodes standard de culture en milieu liquide.  

 L’interprétation est aisée pour les prélèvements stériles car la présence de M. hominis 

confirme l’infection. Elle est plus délicate pour les prélèvements en contact avec une flore 

commensale car il devient important de distinguer colonisation et infection. Si la présence de 

M. hominis chez l’homme est le reflet d’une colonisation, une évaluation quantitative peut 

s’avérer nécessaire chez la femme (Bébéar et al., 2015). Une quantité de M. hominis 

≥ 104 UCC/mL dans un prélèvement cervico-vaginal est fréquemment retrouvée au cours de 

vaginoses bactériennes, mais peut aussi évoquer une infection des voies génitales hautes. Chez 

le nouveau-né, la présence de mycoplasmes dans des prélèvements périphériques peut être due 

à une contamination. L’isolement de M. hominis à partir d’un prélèvement endotrachéal ou d’un 

liquide gastrique en quantité suffisante (≥104 UCC/mL) est plus significatif mais doit être relié 

à l’état clinique du nouveau-né. 

 

   1.2.5.2 Diagnostic moléculaire 

 Les techniques de PCR pour détecter M. hominis sont recommandées dans les 

échantillons où la culture manque de sensibilité, comme les liquides amniotiques, les 

échantillons génitaux hauts et extra-génitaux. Plusieurs protocoles de PCR « maison » en point 

final puis en temps réel ont été élaborés. Elles ciblent principalement l’ADNr 16S (Blanchard 

et al., 1993; Grau et al., 1994; Pascual et al., 2010) et le gène gap (glycéraldehyde-3-phosphate 

deshydrogenase) (Baczynska et al., 2004), mais des variabilités de séquences de ces gènes entre 

les souches limitent la sensibilité de ces techniques. Une PCR ciblant le gène conservé et 

spécifique yidC, codant pour une translocase membranaire, a aussi été mise au point (Férandon 

et al., 2011). Cette PCR, plus sensible que la technique conventionnelle, est utilisée pour 

déterminer des quantités de M. hominis dans les prélèvements urogénitaux. M. hominis pouvant 

être associé à d’autres germes urogénitaux, tels que Chlamydia trachomatis, 

Neisseria gonorrhoeae, M. genitalium, U. urealyticum, T. vaginalis, et Herpes simplex, des 

PCR multiplexs ont été commercialisées pour leur détection simultanée (Waites and Bébéar, 

2016). Enfin, bien qu’il y ait une diversité au sein de l’espèce M. hominis, quelques méthodes 

de typage moléculaire ont été élaborées par Multi-Locus Variable-Number Tandem-Repeat 

Analysis (MLVA) (Férandon et al., 2013), Multi-Locus Sequence Typing (MLST) (Jironkin et 
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al., 2016) ou séquençage de génome complet (Novosad et al., 2017; Smibert et al., 2017). Elles 

restent cependant du domaine de la recherche fondamentale et de laboratoires spécialisés. 

 

1.2.6 Etude de la sensibilité aux antibiotiques 

 Compte tenu des exigences nutritionnelles des mycoplasmes, les méthodes d’études de 

la sensibilité aux antibiotiques sont très différentes des conditions standard recommandées pour 

les bactéries classiques. Le CLSI (« Clinical and Laboratory Standards Institute ») a établi des 

recommandations en 2011 (Waites et al., 2011) qui donnent des indications concernant la 

réalisation et l’interprétation des antibiogrammes. Elles incluent également les souches de 

référence contrôles à utiliser, les concentrations minimales inhibitrices attendues pour ces 

dernières, ainsi que les concentrations critiques nécessaires à la catégorisation des principaux 

antibiotiques actifs sur M. hominis (Tableau 3). Les tests de sensibilité aux antibiotiques 

peuvent être réalisés par des méthodes de dilution en milieu liquide et gélosé (Waites et al., 

2011). Elles utilisent un milieu adapté supplémenté en arginine avec une incubation à 35-37 °C 

sous 5 % de CO2 pour les milieux gélosés pendant 48 à 72 h. Un inoculum de départ de 104 à 

105 UCC/mL est recommandé (Waites et al., 2011).  

 Les méthodes de dilution en milieu liquide sont les plus fréquemment utilisées. La CMI 

est définie comme la plus faible concentration inhibant le changement de couleur de l’indicateur 

de pH quand le témoin de croissance sans antibiotique a changé de couleur. Des trousses 

adaptées à Ureaplasma spp. et M. hominis sont disponibles dans le commerce, seules ou au sein 

de trousses réalisant en parallèle l’identification et la numération de ces espèces. Il s’agit de 

microplaques contenant des antibiotiques déshydratés à une ou deux concentrations 

correspondant aux valeurs critiques recommandées pour les bactéries standard pour les trousses 

les plus anciennes ou recommandées par le CLSI pour les trousses les plus récentes (Waites et 

al., 2001; Waites et al., 2011; Bébéar et al., 2015). Elles peuvent être réalisées après culture 

primaire de l’échantillon ou directement à partir du prélèvement. Dans ce dernier cas, les 

résultats peuvent pécher par le manque de standardisation de l’inoculum de départ. 

 La méthode de dilution en milieu solide est plus lourde à réaliser (Waites et al., 2001; 

Waites et al., 2011). La CMI est alors définie comme la plus faible concentration inhibant la 

formation de colonies quand le témoin de croissance a poussé. 

 

 



Tableau 4. Ecart des concentrations minimales inhibitrices en µg/mL de différents 

antibiotiquesa vis-à-vis des mycoplasmes urogénitaux ne possédant pas de résistance aux 

antibiotiques étudiés, d’après Waites et Bébéar (2013). 

 

 
aCompilation de données issues de publications dans lesquelles différentes méthodologies ont été 

utilisées pour l’étude de la sensibilité aux antibiotiques.  

ND = données non disponibles. 

Antibiotiques M. hominis M. genitalium Ureaplasma spp. 

Tétracyclines    

Tétracycline 0,2 - 2   0,01 – 0,05 0,05 – 2  

Doxycycline 0,1 - 2   0,01 – 0,3 0,02 – 1  

Minocycline 0,03 – 1 < 0,01–0,2 0,06 – 1 

Tigécycline 0,125 – 0,5 ND 1 – 16 

Macrolides-lincosamides-streptogramines-kétolides 

Erythromycine 32 - > 1000  0,01 0,02 – 16 

Roxithromycine >16 0,01 0,1 – 2 

Dirithromycine > 64 < 0,015 – 0,125 0,25 – 4 

Clarithromycine 16 – > 256  0,01 – 0,06  0,004 – 2 

Azithromycine 4 – >64 0,01 – 0,03 0,06 – 4 

Josamycine 0,05 – 2 0,01 – 0,02  0,03 – 4 

Pristinamycine 0,1 – 0,5  0,01 – 0,02 0,1 – 1 

Quinupristine-

Dalfopristine 

0,03 – 0,3 0,05 0,05 – 0,5 

Clindamycine  0,008 – 2 0,2 – 1 0,2 – 64 

Télithromycine  2 – 32 < 0,015 < 0,015 – 0,25 

Céthromycine < 0,008 – 0,031 ND < 0,008 – 0,031 

Fluoroquinolones    

Ofloxacine 0,1 – 4 1 – 2 0,2 – 4 

Ciprofloxacine 0,1 – 4 2 0,1 – 16 

Lévofloxacine 0,1 – 2 0,5 – 1 0,2 – 2 

Moxifloxacine 0,06 – 0,125 0,03 – 0,06 0,125 – 1 

Chloramphenicol 2 – 25 0,5 – 25 0,4 – 8 

Aminosides    

Gentamicine 2–16 ND 0,1 – 13 
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  1.2.7 Résistance aux antibiotiques   

 

   1.2.7.1 Résistance naturelle et antibiotiques actifs 

 Du fait de l’absence de paroi, tous les organismes appartenant à la classe des mollicutes 

sont naturellement résistants aux antibiotiques inhibiteurs de la synthèse de la paroi bactérienne, 

comme les β-lactamines, les glycopeptides et la fosfomycine. Ils résistent également aux 

polymixines, sulfamides, triméthoprime, acide nalidixique et rifampicine (Bébéar and Kempf, 

2005; Bébéar, 2006). La résistance à ce dernier antibiotique consiste, au niveau moléculaire, en 

une mutation ponctuelle naturelle du gène rpoB codant pour la sous-unité β de l’ARN 

polymérase, cible de la rifampicine, empêchant la fixation de l’antibiotique à sa cible. Les 

classes Macrolides-Lincosamides-Streptogramines et Kétolides (MLSK) sont également 

concernées par les résistances naturelles liées à l’espèce. M. hominis résiste aux macrolides 

ayant un cycle à 14 et 15 chaînons. Il est sensible à certains macrolides à 16 chaînons tel que la 

josamycine, mais pas à la spiramycine. A l’inverse de Ureaplasma spp., M. hominis est sensible 

à la clindamycine mais résiste à la télithromycine (Tableau 4). La résistance intrinsèque de 

M. hominis à l’érythromycine est liée à une transition G  A en position 2057 de la boucle 

peptidyltransférase du domaine V de l’ARNr 23S (numérotation Escherichia coli) entrainant 

une diminution de la fixation de l’érythromycine aux ribosomes (Pereyre et al., 2002). Cette 

transition présente au niveau des deux opérons ribosomiques de M. hominis a été associée à une 

résistance aux macrolides chez d’autres bactéries. Elle est absente chez M. pneumoniae, espèce 

naturellement sensible à l’érythromycine. 

 Les antibiotiques potentiellement actifs sur M. hominis et utilisés en thérapeutique sont 

les tétracyclines, certains antibiotiques du groupe des MLSK, et les fluoroquinolones (Bébéar 

and Kempf, 2005; Bébéar, 2006; Waites and Bébéar, 2013)(Tableau 4). Seules les 

fluoroquinolones ont un effet bactéricide in vitro. La tigécycline est aussi active que la 

tétracycline sur les souches sauvages de M. hominis mais présente l’avantage de conserver une 

activité sur les souches ayant acquis une résistance aux tétracyclines (Bébéar and Kempf, 2005). 

Les aminosides et le chloramphénicol peuvent être actifs sur les mycoplasmes mais ne sont 

qu’exceptionnellement utilisés en raison de leur potentielle toxicité et de leurs CMI plus élevées 

que les autres antibiotiques actifs.  
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   1.2.7.2 Résistance acquise   

 Des résistances aux trois grandes classes d’antibiotiques actifs utilisées en thérapeutique 

sont décrites chez M. hominis. Le support génétique de la résistance peut être soit des mutations 

de la cible, les mycoplasmes étant caractérisés par des fréquences de mutations élevées, soit un 

transfert de gène par transposon. Un mécanisme d’efflux actif a également été démontré in vitro 

(Bébéar and Kempf, 2005; Bébéar, 2006; Waites and Bébéar, 2013). La présence de plasmides 

de résistance n’a jamais été observée chez M. hominis. L’ensemble des mécanismes de 

résistance sont répertoriés dans le Tableau 4. 

 Concernant la résistance aux tétracyclines, la résistance la plus fréquente est due à la 

présence du déterminant tet(M) situé sur un transposon conjugatif, le Tn916. Ce gène code la 

protéine Tet(M) qui protège la sous-unité 30S du ribosome de l’action des tétracyclines et donne 

une résistance de haut niveau (CMI ≥ 8 µg/mL), tout en conférant une résistance croisée à toutes 

les tétracyclines (Waites et al., 2014). De telles souches sont facilement détectées à 

l’antibiogramme et sont donc rendues résistantes à la tétracycline, à la doxycycline et à la 

minocycline. La détection génotypique peut se faire par amplification du gène tet(M) (de 

Barbeyrac et al., 1996). Les glycylcylines comme la tigécycline conservent une activité vis-à-

vis des souches possédant le gène tet(M) (Bébéar and Bébéar, 2002). Des souches possédant 

une résistance de bas niveau (CMI ≤ 2 µg/mL), ont été obtenues in vitro en présence de 

concentrations croissantes de tétracyclines (Dégrange et al., 2008). La diminution de sensibilité 

était associée à des mutations de l’ADNr 16S au niveau de la poche de fixation des tétracyclines 

(Tableau 5). La prévalence de la résistance acquise aux tétracyclines varie selon les pays et 

l’exposition aux antibiotiques des populations. Une étude récente en France a montré une 

prévalence de la résistance aux tétracyclines chez M. hominis de près de 15 % entre 2010 et 

2015 (Meygret et al., 2018). 

 Quelques résistances aux MLSK ont été décrites chez M. hominis (Tableau 5). Deux 

souches cliniques multi-résistantes possédant une résistance aux macrolides à 16 chaînons et 

aux lincosamides ont été rapportées. La résistance était liée à des mutations ponctuelles dans le 

domaine V de l’ARNr 23S (Pereyre et al., 2002). Ce profil a pu être retrouvé par des études en 

sélection in vitro, permettant d’obtenir des mutants résistants avec des mutations de l’ARNr 

23S et des protéines ribosomiques L4 et L22 associées aux résistances aux MLSK (Pereyre et 

al., 2006). La résistance acquise aux macrolides reste très rare et sa prévalence est inconnue. 

 Enfin, les principaux mécanismes entrainant une résistance acquise aux 

fluoroquinolones sont des mutations dans les gènes cibles de l’ADN gyrase, gyrA et gyrB, et 

de la topoisomerase IV, parC et parE. Cette résistance est croisée entre toutes les 
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fluoroquinolones et le niveau de résistance dépend des positions et du nombre de mutations. 

Certaines fluoroquinolones, comme la moxifloxacine, restent les plus efficaces contre les 

mutants, bien qu’elles perdent leur effet bactéricide in vitro (Bébéar et al., 2008). La prévalence 

de cette résistance a été recherchée pour la lévofloxacine et la moxifloxacine entre 2010 et 2015 

en France, et a été évaluée à respectivement 2,7 % et 1,6 % (Meygret et al., 2018). Il a été 

montré, in vitro seulement, une résistance par efflux actif augmentant la CMI pour la 

ciprofloxacine et la norfloxacine (Waites and Bébéar, 2013). Les facteurs de risque 

d’acquisition de résistance aux fluoroquinolones sont un traitement antérieur par 

fluoroquinolones et une immunodépression. 

  

 1.2.8 Traitements des infections à M. hominis  

 Le choix des antibiotiques utilisés pour le traitement des infections à mycoplasmes 

génitaux doit tenir compte de l’espèce isolée, de ses associations possibles à d’autres              

micro-organismes et du terrain sur lequel interviennent ces infections.  

 Les tétracyclines sont le traitement de première intention des infections urogénitales à 

M. hominis chez l’adulte (Waites and Bébéar, 2013; Pereyre and Bébéar, in press). En cas 

d’échec thérapeutique, la clindamycine est un traitement de deuxième intention, efficace sur les 

souches résistantes à la tétracycline. Malgré la sensibilité in vitro des mycoplasmes vaginaux, 

les traitements à base de tétracyclines ou de clindamycine n’arrivent pas toujours à éradiquer le 

microorganisme. Les fluoroquinolones, seuls antibiotiques bactéricides in vitro pour 

M. hominis, sont une alternative intéressante.  

 Aucune publication ne compare à ce jour l’efficacité clinique des différents traitements 

antibiotiques pour les infections extra-génitales de l’adulte et les infections néo-natales. Des 

recommandations de traitement, essentiellement basées sur les données de sensibilité in vitro et 

les publications de cas cliniques, ont été émises en 2013 (Waites and Bébéar, 2013). Bien que 

contre-indiquées chez l’enfant avant huit ans, plusieurs publications démontrent l’efficacité de 

la doxycycline dans le traitement des infections du système nerveux central chez le nouveau-né. 

La clindamycine a aussi été utilisée avec succès et le chloramphénicol peut être 

exceptionnellement envisagé en raison de sa bonne diffusion dans le LCR. Enfin, la 

lévofloxacine et la moxifloxacine représentent une alternative intéressante dans le traitement des 

infections systémiques chez le patient immunodéprimé en raison de leur activité bactéricide in 

vitro (Waites and Bébéar, 2013; Pereyre et al., 2015). Des associations de deux antibiotiques 

parmi la clindamycine, la doxycycline, et les fluoroquinolones peuvent aussi être envisagées 
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dans les infections systémiques graves ou en cas de suspicion de souches résistantes aux 

antibiotiques.  

 

2. La biologie de synthèse 

 

 2.1 Généralités  

 La plupart des écrits place l’origine de la biologie de synthèse, ou biologie synthétique 

(BS) dans les années 1990, mais les prémices de cette discipline ont pu être observées dès le 

début du XXe siècle. En effet, le biologiste Hugo de Vries a songé à contrôler les mécanismes 

de l’évolution en laboratoire pour créer des formes de vies innovantes à partir de 1904 et a été 

un des premiers à utiliser le terme « synthétique » pour qualifier ses recherches. La première 

référence explicite à la « biologie synthétique » est venue du médecin français Stéphane Leduc 

dans son ouvrage intitulé La Biologie Synthétique publié en 1912 (Leduc, 1912). Il a été un des 

premiers à affirmer que pour comprendre pleinement un phénomène biologique la synthèse doit 

succéder à l’analyse : « C’est la méthode synthétique, la reproduction par les forces physiques 

des phénomènes biologiques, qui doit contribuer le plus à nous donner la compréhension de la 

vie ». Dans ses travaux, S. Leduc est connu pour avoir créé les jardins chimiques, une 

association de plusieurs substances chimiques et de sels métalliques, permettant l’observation 

d’une croissance à partir de composés inertes. Ces travaux restent controversés (Campos, 2010). 

Un autre scientifique controversé, le physicien John Butler Burke, s’est demandé si la vie 

pouvait être produite à partir de choses non-vivantes. Ces travaux ont porté sur la mise en 

contact de radium dans des boîtes de Petri contenant du bouillon, résultant en la production de 

formes « life-like » (Campos, 2006). Enfin, Jacques Loeb, physiologiste américain fut célèbre 

pour ses travaux sur la parthénogenèse artificielle. En effet, il fut capable de provoquer un début 

de développement embryonnaire d’œufs d’oursins sans présence de sperme, après des 

modifications chimiques de l’eau dans laquelle les œufs étaient maintenus (Loeb, 1900). Tous 

ces scientifiques ont ainsi contribué à l’initiation du concept de BS. 

 La modernisation de la BS comme nous la connaissons aujourd’hui a démarré dans les 

années 1970-1980, avec la naissance du domaine des biotechnologies. Cette période a vu la 

mise au point des techniques d’ADN recombinant et la première synthèse de gène en 1977 

(Itakura et al., 1977), la découverte des enzymes de restriction (Nathans and Smith, 1975) et 

l’invention de la réaction en chaine par polymérase (PCR) par Kary Mullis (Mullis et al., 1986). 
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Toutes ces découvertes ont contribué à la naissance du génie génétique, concept important pour 

la BS. 

 Au cours des années 1990, la volonté de reprogrammer le vivant a encouragé les 

chercheurs à développer des outils de lecture (séquençage) et d’écriture (synthèse) de l’ADN. 

Ces avancées ont ainsi mené en 1995 aux premiers séquençages de génomes complets des 

bactéries Haemophilus influenzae (1,8 Mb) et M. genitalium (Fleischmann et al., 1995; Fraser 

et al., 1995), du génome eucaryote de la levure S. cerevisiae en 1996 (Goffeau et al., 1996), du 

génome de E. coli en 1997 (Blattner et al., 1997) et de l’achèvement du séquençage complet du 

génome humain en 2004 (International Human Genome Sequencing, 2004). Les progrès 

réalisés dans ces domaines ont ouvert la voie à l’ingénierie de génome et à la BS. Le séquençage 

permet de déterminer et analyser le contenu génétique d’un organisme donné et la synthèse de 

l’ADN permet fabriquer de l’ADN à partir des quatre nucléotides : adénine, cytosine, thymine 

et guanine. Toutes ces évolutions ont poussé certains informaticiens à se tourner vers la 

biologie, tels que Tom Knight, qui a introduit le concept de briques élémentaires ou 

« biobricks » suite aux premiers essais de Rebatchouck et al. en 1996 et Arkin et Endy qui ont 

développé en 1999 des pièces biologiques standardisées (Rebatchouk et al., 1996; Knight, 

2005a; Campos, 2010; Stephanopoulos, 2012). Toutes ces données ont permis l’émergence 

d’une nouvelle discipline, la BS, ou biologie synthétique dont l’acte de naissance officiel est 

daté du congrès Synthetic Biology 1.0 organisé au Massachusetts Institute of Technology (MIT) 

en 2004 et rapporté par T. Knight en 2005 (Knight, 2005b; Gardner and Hawkins, 2013). 

 La BS est donc un domaine de la biologie en pleine expansion depuis plus d’une 

décennie. Elle se situe à l’interface de nombreuses disciplines telles que la biologie, la chimie, 

la physique, l’informatique, les mathématiques ou encore l’ingénierie. Son but est de concevoir 

de nouveaux systèmes biologiques afin de permettre la compréhension du vivant (comprendre 

en construisant) et de développer des applications industrielles dans divers domaines tels que 

la santé, l’environnement ou l’agriculture. Depuis quelques années, les objectifs de la BS 

s’articulent autour de deux axes principaux, l’approche dite « top-down » qui consiste en la 

minimisation de systèmes biologiques complexes en systèmes simples que l’on peut maîtriser 

et l’approche dite « bottom-up », visant à construire des systèmes biologiques, connus ou non, 

à partir de blocs élémentaires (« biobricks ») et des données OMICS disponibles. 

 La BS diffère de la biologie des systèmes. Tandis que cette dernière englobe une 

approche combinée de l'étude des systèmes biologiques aux niveaux génomique, 

transcriptomique, protéomique et métabolomique, en faisant appel à la modélisation 

mathématique et à la simulation informatique, la BS consiste au développement de systèmes 
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artificiels en utilisant des outils d’ingénierie et les connaissances acquises en biologie des 

systèmes, pour explorer de nouvelles fonctions en modifiant des organismes existants, ou créer 

de nouveaux blocs et matériaux biologiques non naturels (Lam et al., 2010). 

 

 2.2 Ingénierie de systèmes biologiques 

 L’ingénierie génomique liée à la BS amène à de nombreuses innovations dans les 

domaines de la santé, de l’industrie et de l’environnement. La combinaison entre les 

biotechnologies, le génie génétique, ainsi que l’informatique et la modélisation mathématique, 

permet l’ingénierie de systèmes biologiques, qui est un des objectifs majeurs de la BS, afin de 

rendre ces systèmes plus productifs et moins coûteux. L’obtention d’une cellule minimale (voir 

section 2.3, concept de cellule minimale) s’inscrit dans ce type de projet mais de nombreuses 

autres applications ont déjà pu être développées, notamment concernant la production de 

médicaments et de systèmes de diagnostic, d’outils de bio-remédiation, ou de bio-carburant par 

exemple. En 2015, 116 produits ou applications industriels issus de la BS ont été recensés 

(source : www.biologie-de-synthèse.fr).  

 Un des premiers exemples de modification attribué à la BS a été l’ingénierie d’une 

souche de E. coli capable de répondre comme un senseur biologique, après exposition à 

différentes lumières (Levskaya et al., 2005). A l’heure actuelle, il existe des bactéries produites 

pour se comporter comme des capteurs biologiques, par exemple pour l’arsenic (Voigt, 2012). 

 La BS a permis la découverte de nouveaux composés thérapeutiques, en développant la 

production de métabolites, de circuits génétiques, l’activation de clusters de gènes silencieux 

ou l’utilisation de bactéries comme agents délivrant des antibiotiques (Krishnamurthy et al., 

2016; Guzman-Trampe et al., 2017). Parmi ceux-ci, le développement de médicaments tels que 

l’artémisinine, traitement efficace contre le paludisme sont notamment retrouvés. Ce composé 

est extrait de la plante annuelle Artesimia annua, dont la culture est complexe, coûteuse, avec 

un faible rendement. En utilisant la BS, une souche de levure produisant l’acide artémisinique, 

précurseur de l’artémisinine, a été créée. Ce composé est ensuite transformé par un procédé 

chimique en artémisinine, ce qui a nettement amélioré sa production (Ro et al., 2006; Paddon 

and Keasling, 2014).  

 La production de métabolites et de protéines recombinantes d’intérêt est très développée 

chez E. coli (Baeshen et al., 2015). L’ingénierie de la voie des terpénoides chez une souche de 

E. coli pour entrainer une surproduction de taxol, molécule impliquée dans les traitements anti-

cancéreux, peut être citée comme exemple (Ajikumar et al., 2010).  

http://www.biologie-de-synthèse.fr/
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 Au niveau diagnostique la BS a permis par exemple, la création d’un outil permettant 

de détecter avec une grande sensibilité des molécules d’ARN appartenant aux virus du VIH et 

de l’hépatite, permettant un suivi précis des patients infectés par ces virus (source : 

www.biologie-de-synthèse.fr).  

 La BS a également un impact sur l’environnement, par le développement de                      

bio-carburants, de bio-matériaux ou d’agents de bio-remédiation. En effet, le métabolisme de 

E. coli a pu être modifié en intégrant des voies métaboliques d’autres organismes, lui permettant 

de produire des hydrocarbures, utilisables comme bio-carburant (Lee et al., 2008a; Gupta and 

Phulara, 2015). Des substituts renouvelables aux dérivés du pétrole, comme l’isoprène des 

pneus ou le plastique de certains emballages, ont pu être fabriqués par des micro-organismes 

(Amyris & Michelin 2011, Genencore & Goodyear 2008, Global energies 2012). Enfin, des 

souches des bactéries Rhodococcus et Pseudomonas, ainsi que la levure S. cerevisiae, ont pu 

être modifiées afin d’être utilisables dans le futur comme agent de dépollution des sols (Chen 

et al., 2018; Gong et al., 2018; Kim et al., 2018). 

 Parmi cette liste non exhaustive des applications de la BS, nous pouvons retrouver le 

développement de la « cellule minimale ». 

 

 2.3 Concept de cellule minimale 

 Un des principaux axes de la BS est de développer la cellule la plus simple possible avec 

seulement les gènes essentiels permettant la survie et l’auto-réplication, c’est ce qui est appelé 

la cellule minimale (Lam et al., 2010). Cette cellule pourrait servir de châssis pour y intégrer 

des circuits génétiques artificiels et promouvoir l’ingénierie des systèmes biologiques. Ce 

concept repose sur plusieurs idées ; la cellule minimale ne contiendrait que les gènes essentiels 

pour une croissance indépendante des conditions idéales de laboratoire et pourrait se répliquer 

dans un environnement sans stress, avec les nutriments nécessaires fournis par le milieu de 

culture. La cellule minimale pourrait être totalement contrôlée et son comportement ainsi que 

son évolution pourraient être prédits en fonction des conditions environnementales (Glass et 

al., 2017). La notion de gènes essentiels est importante puisque ceux-ci sont absolument requis 

pour la survie d’un organisme et sont considérés comme la base de la vie (Juhas et al., 2011). 

Les premières études ont été faites pour déterminer ces gènes essentiels sur des organismes 

modèles tels que E. coli ou Bacillus subtilis. Deux approches ont été envisagées, expérimentale, 

faisant intervenir des délétions ou des inactivations de gènes, des approches ARN interférences 

ou de la mutagenèse globale par transposition (Kobayashi et al., 2003; Baba et al., 2006; 

Boutros and Ahringer, 2008; Kato and Hashimoto, 2008; Christen et al., 2011), ou comparative 

http://www.biologie-de-synthèse.fr/
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par des prédictions informatiques (McCutcheon and Moran, 2010; Juhas et al., 2011) pour 

déterminer le set minimal des gènes essentiels. Cet ensemble de gènes reste néanmoins difficile 

à déterminer puisque, par exemple, des protéines peuvent avoir des fonctions redondantes au 

sein de la cellule, ou bien des protéines peuvent être considérées comme essentielles selon les 

conditions environnementales. 

 Les mycoplasmes sont les plus petits organismes vivants capable d’auto-réplication, 

c’est pourquoi ils sont considérés comme des organismes minimaux, se rapprochant le plus du 

concept idéal de cellule minimale (Cordova et al., 2016). Le développement des techniques de 

séquençage a permis d’obtenir les séquences complètes de génomes bactériens et 

d’entreprendre des analyses de génomiques comparatives entre les différents organismes afin 

de déterminer le « core genome » (gènes communs possédés par un groupe ou échantillon 

donné) et donc l’ensemble des gènes essentiels permettant l’auto-réplication. Des premières 

études comparatives ont été réalisées à partir des génomes de M. genitalium (482 gènes) (Fraser 

et al., 1995) et de H. influenzae (1743 gènes) (Fleischmann et al., 1995), et ont permis de 

déterminer 256 gènes orthologues communs aux deux organismes représentant le premier 

ensemble de gènes essentiels (Mushegian and Koonin, 1996). Les données bio-informatiques 

ont ensuite été confirmées par des approches expérimentales de mutagenèse par transposition à 

grande échelle, induisant une inactivation individuelle des gènes chez M. genitalium et ont 

permis de déterminer que plus de 100 gènes sur 482 codant des protéines sont non-essentiels 

(Hutchison et al., 1999; Glass et al., 2006). Une comparaison de trois génomes minimaux de 

mycoplasmes pathogènes humains partageant la même niche (le tractus urogénital), 

M. genitalium, M. hominis et U. parvum, a déterminé 252 gènes essentiels communs entre ces 

trois espèces (Pereyre et al., 2009). Les gènes concernés incluent des gènes codant pour le 

métabolisme de l’ADN, la synthèse de protéines et de nucléotides, le transport et l’adhésion. 

Cependant cet ensemble de gènes n’est pas suffisant pour être considéré comme le set minimal, 

puisque ces trois organismes possèdent des métabolismes énergétiques différents, essentiels à 

la croissance, et ne sont pas inclus dans les 252 gènes communs (Pereyre et al., 2009). Une 

analyse plus récente corrobore en partie ces résultats en comparant le « core genome » de 

M. hominis, M. genitalium, M. penetrans et M. fermentans, décrivant ainsi 248 gènes en 

commun (Roachford et al., 2017). 

 La minimisation de génome, permettant de se rapprocher du concept de cellule 

minimale, est réalisée suivant les deux principaux axes de la BS, les approches « top-down » et 

« bottom-up ». Ces dernières années, ces approches ont notamment été développées chez 

M. mycoides et M. genitalium. L’approche « top-down » commence avec une cellule naturelle 
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dont les gènes sont supprimés de façon séquentielle, jusqu’à la réduction suffisante du génome 

ou jusqu’à l’impossibilité de supprimer d’autres gènes sans affecter la viabilité de la cellule 

(Glass et al., 2017). Le génome de M. mycoides de 1078 kb (901 gènes) a ainsi été réduit de 

255 gènes (28 %) et 357 kb (33 %), après 22 délétions consécutives pour donner la souche 

JCVI-Syn1.0 (Gibson et al., 2010). Des souches de E. coli et de B. subtilis ont aussi été obtenues 

après délétions de 29 à 35 % de leur génome (Juhas et al., 2014).  

 L’approche « bottom-up » quant à elle, nécessite le design, la synthèse, et l’installation 

de génomes minimaux ou réduits basés sur la connaissance de l’ensemble de gènes nécessaires 

au maintien de la vie (Glass et al., 2017). Elle a été réellement entreprise lorsque Gibson et al. 

ont réussi à construire le génome entier de M. genitalium à partir de 10 000 oligonucléotides de 

50 nt synthétisés chimiquement, après des étapes d’assemblage et de recombinaison chez E. coli 

puis chez S. cerevisiae (Gibson et al., 2008a; Gibson et al., 2008b). Plus récemment, c’est par 

l’approche « bottom-up » que la version JCVI-Syn3.0 de M. mycoides a été obtenue (Hutchison 

et al., 2016). C’est à l’heure actuelle la bactérie possédant le génome le plus petit capable de se 

répliquer (531 kb, 473 gènes dont 35 codant des ARN). Parmi ces gènes, 60 pourraient être 

encore supprimés, mais en affectant drastiquement la croissance et la viabilité de la cellule. Sur 

les 473 gènes, 149 n’ont pas de fonction connue, rendant impossible la compréhension totale 

des éléments nécessaires à l’obtention d’une cellule minimale (Hutchison et al., 2016).  

 La construction d’une cellule minimale à partir de composants de base comme l’ADN, 

les lipides et les acides aminés est, à l’heure actuelle, un défi colossal afin d’obtenir une cellule 

correspondant à la cellule de base, à l’origine de la vie, la protocellule (Forster and Church, 

2006; Jewett and Forster, 2010). Très récemment, des chercheurs sont parvenus à créer un 

précurseur de cellules artificielles en intégrant une réaction chimique et un approvisionnement 

énergétique dans des gouttelettes d’eau microscopiques (Beneyton et al., 2018).  

 

 2.4 Limites de la biologie de synthèse 

 La BS est un domaine émergent reposant sur une combinaison de plusieurs domaines 

scientifiques ainsi que d’importantes technologies (séquençage et synthèse de l’ADN, 

microfluidique, développement de châssis biologiques à partir de souches de E. coli, 

S. cerevisiae, B. subtilis ou divers mycoplasmes) (Calero and Nikel, 2018). La BS entraine de 

grandes promesses concernant ses applications, comme la production de bio-carburant, la 

synthèse de molécules thérapeutiques, les outils de bio-remédiation, les capteurs biologiques, 

ou la bio-ingénierie de matériaux. Il existe cependant des limites technologiques et 
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scientifiques, tels que le coût des synthèses d’ADN et des recherches, la limitation dans la 

synthèse de grands fragments, le manque d’outils de modélisation et de design et le manque de 

connaissances fondamentales sur la régulation des gènes et voies métaboliques par exemple. Il 

se pose aussi des problèmes éthiques à propos de la BS, concernant l’impact sur 

l’environnement et la bio-diversité, le bio-terrorisme et les armes biologiques, la propriété 

intellectuelle, ainsi que les questions philosophiques voire religieuses (création de formes de 

vie artificielles) (Sources : www.igembordeaux.fr (Douglas and Savulescu, 2010; Church et al., 

2014)). 

 

3. Systèmes de défense des bactéries contre l’ADN exogène  

 

 Les éléments génétiques mobiles tels que les séquences d’insertion (IS), les transposons, 

les éléments intégratifs et conjugatifs (ICE), les plasmides réplicatifs ou les phages, sont très 

largement impliqués dans le dynamisme et la plasticité des génomes bactériens. Le transfert de 

gènes entre espèces proches ou non, via des mécanismes comme la transduction, la conjugaison, 

la fusion ou la transformation, est fondamental pour l’évolution et l’adaptation des procaryotes 

à différents stress ou à leur environnement. Les bactéries possèdent cependant de nombreux 

systèmes pour contrôler et limiter l’impact de l’ADN exogène. Les systèmes les mieux 

caractérisés sont les systèmes de restriction-modification (SRM) et le système de défense 

adaptatif CRISPR-Cas. Ces systèmes sont essentiels à l’évolution bactérienne par leur diversité 

et leur capacité à différencier de façon précise l’ADN étranger de l’ADN bactérien (Vasu and 

Nagaraja, 2013). 

 

 3.1 Systèmes de restriction-modification  

 

  3.1.1 Définition et nature des systèmes de restriction-modification 

 Les SRM ont été mis en évidence dans les années 1950 lorsque qu’une altération de la 

croissance d’un bactériophage infectant E. coli a été observée (Luria and Human, 1952; Luria, 

1953). Ces systèmes semblent propres aux procaryotes (eubactéries et archées) et à leurs phages 

(Roberts and Macelis, 1997; Oliveira et al., 2014). Ils se composent généralement de deux 

enzymes, une endonucléase ou enzyme de restriction (ER) et une méthyltransférase (ME). L’ER 

reconnait et clive l’ADN étranger à des sites spécifiques alors que la ME transfère des 

groupements méthyles sur ces sites spécifiques afin de permettre la discrimination entre l’ADN 

http://www.igembordeaux.fr/


 

 

 

 

 

 

  

Figure 7. Le fonctionnement des systèmes de restriction-modification, d’après Tock et 

Dryden (2005). L’ADN bactérien est méthylé par la méthyltransférase (ME) de façon spécifique 

(rond vert) et reconnu comme tel par le complexe enzyme de restriction/méthyltransférase. 

L’ADN étranger tel que l’ADN de phage (rond rouge) n’est pas méthylé de façon appropriée et 

est donc hydrolysé par l’enzyme de restriction (ER). SAM : S-adénosyl-méthionine.  
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de la bactérie et l’ADN exogène non méthylé ou méthylé à des positions différentes (Figure 7), 

(Vasu and Nagaraja, 2013). Du fait de leur aptitude à reconnaitre le « soi » du « non-soi », 

propriété retrouvée dans notre système immunitaire, les SRM sont considérés comme des 

systèmes immunitaires bactériens primitifs (Bickle, 2004). 

 Les SRM sont classés en quatre groupes principaux, basés sur les sous-unités qui les 

composent, leur séquence cible, la position du clivage, les co-facteurs requis ainsi que leur 

spécificité de substrat (Roberts et al., 2003). La comparaison entre les systèmes est résumée 

dans le Tableau 6. Ces systèmes, bien qu’organisés différemment, jouent un rôle biologique 

équivalent (Wilson, 1991). Les SRM de type I consistent en un complexe protéique               

hétéro-oligomérique de trois protéines (de restriction, de modification et de spécificité) et 

forment une enzyme portant les activités de restriction et de méthylation. Ce complexe s’attache 

à l’ADN double brin et va cliver entre 100 et 10 000 pb de part ou d’autre de la séquence cible 

(Dryden et al., 2001). Des exemples connus sont EcoKI et EcoR124I (Murray, 2000; Dryden 

et al., 2001). Les SRM de type II, quant à eux, contiennent des ER et ME pouvant agir de façon 

autonome, le site de clivage étant proche du site de reconnaissance ou au niveau même de ce 

site. Les enzymes de type II sont les plus étudiées et généralement très utilisées en biologie 

moléculaire (Pingoud et al., 2005). Les SRM de type III sont moins complexe que les SRM de 

type I mais présentent des similarités. Ils sont composés de deux sous-unités, Mod (protéine de 

modification), et Res (ER). Ces systèmes sont des hétérotrimères (Mod2Res1) ou 

hétérotétramères (Mod2Res2) qui peuvent modifier et digérer l’ADN. Le clivage se produit à 

environ 25 pb du site de reconnaissance (Wilson, 1991; Ershova et al., 2015). Les deux sous-

unités sont nécessaires à la restriction alors que la sous-unité Mod suffit pour méthyler l’ADN 

(Oliveira et al., 2014). Pour finir, les SRM de type IV fonctionnent à l’inverse des SRM de type 

I, II et III puisqu’ils ne sont constitués que d’une seule ER reconnaissant et digérant l’ADN 

méthylé à des sites spécifiques (Roberts et al., 2003). 

 Les SRM sont très répandus chez les procaryotes puisque près de 4800 systèmes ont été 

identifiés chez plus de 400 espèces différentes, dans presque tous les domaines taxonomiques 

(Oliveira et al., 2014; Roberts et al., 2015). Les SRM les plus abondants sont les SRM de type 

II (42,4 %), suivis par les type I (29,5 %), les types IV (19,9 %) et les types III (8,2 %) (Oliveira 

et al., 2014). La plupart des séquences de restriction reconnues par les SRM sont des 

palindromes de 4 à 8 nucléotides, les plus fréquentes comprenant 4 à 6 nucléotides (Roberts 

and Macelis, 2000). Il n’y a à ce jour qu’un seul palindrome de 4 nt pour lequel aucun SRM 

n’est reconnu (AATT). Cette précision alliée à l’existence de systèmes aussi variés, a fait des 

SRM un des outils les plus populaires de la biologie moléculaire. La diversité et la prévalence 
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des SRM indiquent leur succès dans le monde bactérien comme mécanisme de défense. Il a été 

observé que 90 % des génomes contenaient au moins un SRM et 80 % de multiples 

(http://rebase.neb.com). Les prédictions bio-informatiques montrent une augmentation du 

nombre de SRM avec une augmentation de la taille des génomes (Vasu and Nagaraja, 2013). 

 Quelques contre-exemples existent, comme pour Borrelia, Buchnera, Coxiella, 

Chlamydia ou Synechococcus par exemple, qui ont des génomes entre 1 et 2,5 Mb, mais qui ne 

codent aucun SRM. De façon intéressante, certains de ces organismes sont des pathogènes 

intracellulaires obligatoires ou endosymbiontes et occupent donc la niche des cellules infectées 

(Vasu and Nagaraja, 2013). Sur les 8500 génomes analysés dans la REstriction dataBASE 

(REBASE), seulement 385 ne posséderaient aucun SRM (Roberts et al., 2015). La fréquence 

de ces systèmes subit une grande variation en fonction des groupes bactériens puisque les 

Epsilonbacteria présentent de loin le plus grand nombre et la plus forte densité de SRM 

comparé aux autres genres. Par exemple, Helicobacter pylori possède en moyenne 11,4 SRM 

par génome (Lin et al., 2001; Oliveira et al., 2014). 

 Bien que les SRM soient efficaces dans la lutte contre l’entrée d’ADN étranger, viral 

notamment, ils demeurent imparfaits et certaines stratégies ont été développées par les phages 

pour contourner ces systèmes de défense, en particulier pour échapper aux ER. En effet, les 

phages peuvent produire certaines ME pouvant protéger leur propre génome (Tock and Dryden, 

2005). D’autres modifications de l’ADN viral, comme des hydroxy-méthylations, des 

glycosylations ou des acétamidations sont possibles (Vasu and Nagaraja, 2013). Les phages T3 

et T7 possèdent des protéines qui vont bloquer la restriction en inhibant les SRM de type I par 

fixation sur l’ADN (Bandyopadhyay et al., 1985; Walkinshaw et al., 2002). La sélection 

continue contre les sites de restriction amènent à une réduction de leur nombre dans les génomes 

de phages, ainsi une réduction du nombre de séquences palindromiques reconnues par les ER 

est souvent observée chez les phages. De plus, la longueur habituelle des sites de 

reconnaissances des ER varient de 4 à 8 pb, et compte-tenu de leur petite taille, les génomes de 

phages ont une fréquence plus basse de séquences palindromiques (Sharp, 1986). Enfin, un 

mécanisme anti-restriction a été décrit chez le phage T7, en exploitant les mécanismes de 

clivage des SRM de type III. L’enzyme EcoP1I, a besoin de deux copies du site de 

reconnaissance à la suite, orientées de manière opposée pour produire un clivage efficace. Le 

phage T7 s’est adapté en modifiant un des sites de coupure pour qu’ils soient dans la même 

orientation, empêchant ainsi la digestion par EcoP1I (Schroeder et al., 1986). Certains phages 

sont aussi naturellement résistants aux SRM du fait de leur génome simple-brin, alors que les 

http://rebase.neb.com/
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ER requièrent des sites d’ADN double-brin. D’autres stratégies secondaires contre les SRM 

sont rapportées dans la littérature (Tock and Dryden, 2005; Ershova et al., 2015). 

 Le rôle principal des SRM est de lutter contre l’ADN exogène mais certaines fonctions 

additionnelles peuvent être notées. En effet, les SRM sont connus pour la propagation dite 

égoïste de leur complexe génétique ER/ME, afin de promouvoir leur survie et leur fréquence 

(Naito et al., 1995; Kobayashi, 2001). Au niveau génétique, les SRM joueraient un rôle dans la 

stabilisation des îlots génomiques puisqu’il a été observé que les complexes SRM étaient 

difficiles à remplacer par recombinaison homologue et qu’ils étaient étroitement liés aux 

éléments mobiles du génome (Handa et al., 2001). Les SRM auraient également un rôle dans 

la recombinaison et les réarrangements de génome puisqu’ils entrainent la coupure de l’ADN 

en petits fragments, qui à l’intérieur de l’hôte peuvent être dégradés par des exonucléases ou 

bien agir en tant que substrats de la machinerie de recombinaison. Plusieurs études ont montré 

que l’ADN étranger coupé par des ER pouvait générer des produits stimulant la recombinaison 

homologue (Murray, 2002). Les SRM pourraient donc être impliqués dans la génération de la 

diversité génétique et l’hétérogénéité des populations bactériennes (Ershova et al., 2015). 

D’autres rôles des SRM sont décrits, tels qu’une implication dans la nutrition, le renforcement 

de la méthylation de génome, ou une fonction entrainant une variabilité de phase de certains 

gènes (Vasu and Nagaraja, 2013). 

 Un des faits intéressants concernant les SRM, est qu’ils présentent des similitudes avec 

les systèmes toxine-antitoxine (TA) retrouvés chez les bactéries. L’ER correspondrait à la 

toxine tandis que la ME serait l’antitoxine. Ces systèmes sont tous deux abondants chez les 

procaryotes, ils sont souvent retrouvés proches ou dans des éléments génétiques mobiles et 

joueraient un rôle dans la virulence et la défense de la bactérie (Mruk and Kobayashi, 2014).  

 D’un point de vue évolutif, les bactéries peuvent acquérir de nouveaux SRM et perdre 

les ancestraux. Différentes souches de la même espèce peuvent posséder des SRM différents 

certainement dû au fait que les SRM peuvent être transférés par transfert horizontal de gènes 

(Oliveira et al., 2014). En analysant les « core genomes » de 43 espèces bactériennes, seulement 

4 % codent pour des SRM, suggérant un rôle non essentiel dans le développement des bactéries 

(Oliveira et al., 2014). 

 

  3.1.2 Chez les mycoplasmes 

 Chez les Tenericutes, phylum auquel appartiennent les mycoplasmes, il a été montré la 

deuxième plus haute densité de SRM. Cela peut paraître surprenant puisqu’il s’agit des bactéries 

possédant les plus petits génomes connus, mais de récents écrits ont mis en évidence un transfert 
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horizontal de gènes importants chez ce clade, ce qui peut favoriser l’acquisition de ces SRM 

(Sirand-Pugnet et al., 2007a; Oliveira et al., 2014; Citti et al., 2018). Peu d’informations sont 

référencées concernant les SRM des mycoplasmes mais quelques études ont cependant permis 

d’en caractériser certains. Par exemple, plusieurs SRM ont été étudiés chez M. capricolum et 

M. mycoides subsp. mycoides (King and Dybvig, 1994b), la régulation d’un SRM de type I et 

la présence d’un système de type III ont été décrites chez M. pulmonis (Dybvig and Yu, 1994; 

King and Dybvig, 1994b; Dybvig et al., 2007), la présence d’un SRM chez M. arthritidis a été 

démontrée après une analyse de fréquences de transformation avec ou sans méthylation du 

plasmide donneur (Voelker and Dybvig, 1996) et la structure 3D de la sous-unité S (de 

spécificité) d’un SRM de type I a été établie chez M. genitalium (Calisto et al., 2005). Un SRM 

de type III et sa fonctionnalité ont plus récemment été caractérisés, chez M. mycoides subsp. 

capri, l’expression de la ME composant ce système pouvant être soumise à une variation de 

phase (Algire et al., 2012). Enfin, le site d’attachement d’un régulateur transcriptionnel de SRM 

a été étudié chez les mollicutes et notamment M. gallisepticum (Fisunov et al., 2017).  

 L’évolution et l’apport du séquençage, ainsi que la disponibilité des génomes de 

mollicutes a permis de mieux caractériser ces SRM chez ces bactéries. Ils semblent en effet être 

présents chez toutes les espèces de mycoplasmes séquencées jusqu’ici (Brocchi et al., 2007; 

Roberts et al., 2015). Le nombre et le type de gènes codant les SRM entre les différentes espèces 

de mycoplasmes sont variables. Une comparaison des SRM chez quelques espèces de 

mycoplasmes a été publiée (Brocchi et al., 2007). Chez M. hyopneumoniae, trois gènes codant 

des ME putatives sont retrouvés sous forme de cluster, proche d’éléments transposables 

(Brocchi et al., 2007). Chez les mycoplasmes, les séquences codant les SRM sont souvent 

retrouvés proches d’éléments génétiques mobiles, confirmant leur potentiel rôle dans la 

diversité et l’adaptation. Enfin les mycoplasmes ont des génomes riches en AT, favorisant ainsi 

la présence de multiples séquences répétées dans les gènes codant les SRM et indiquant que 

leur expression peut être sous le contrôle de mécanismes de variation de phase (Rocha and 

Blanchard, 2002; Brocchi et al., 2007). 

 

 3.2 Systèmes CRISPR/Cas 

 

  3.2.1 Caractérisation du système CRISPR/Cas 

 Les systèmes CRISPR/Cas sont des systèmes de défenses bactériens adaptatifs, 

protégeant contre l’ADN étranger de phages lors d’infections, en reconnaissant et en clivant cet 



 

 

Figure 8. Organisation des différents types de locus CRISPR, en fonction des données de 

séquençage, adapté d’Ishino et al. (2018). Les protéines Cas sont groupées en deux classes 

principales, en fonction du nombre d’effecteurs composant le complexe CRISPR. 
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ADN (Horvath and Barrangou, 2010). Ces systèmes peuvent aussi cibler l’ARN (Hale et al., 

2009). Ces systèmes CRISPR ont été retrouvés chez 90 % des archées et 40 % des bactéries 

(Mojica et al., 2000; Jansen et al., 2002; Grissa et al., 2007; Horvath and Barrangou, 2010).  

 L’abréviation CRISPR désigne une famille de séquences répétées dans l’ADN, se 

caractérisant par des séries de répétitions directes et courtes de 20 à 37 nucléotides et 

régulièrement espacées par des séquences appelées « spacer », souvent uniques, d’une 

vingtaine de nucléotides. Les Cas (CRISPR-associated) sont des protéines associées à ce locus 

CRISPR.  

 Ces répétitions ont été découvertes par hasard en 1987 chez E. coli (Ishino et al., 1987). 

Lors du séquençage du gène iap, codant une enzyme protéolytique, il a été observé une 

séquence répétée dans la région en aval du gène. La fonction de ces répétitions été élucidée 

seulement en 2007, lorsqu’il a été montré que Streptococcus thermophilus pouvait acquérir une 

résistance contre les bactériophages en intégrant un morceau de génome du virus infectieux 

dans le locus CRISPR, permettant ainsi à la bactérie d’être protégée lors d’une ré-infection 

(Barrangou et al., 2007). Il a alors été considéré que les bactéries possédaient un système 

semblable à l’immunité adaptative. La première étape consiste en l’acquisition de l’ADN 

étranger au niveau du locus CRISPR, puis la genèse d’un CRISPR-RNA (crRNA). La dernière 

étape correspond à l’assemblage du complexe et à son action entrainant une interférence ciblée 

(Horvath et al., 2008). À l’heure actuelle, six différents types de locus CRISPR (I à VI) ont été 

mis en évidence, répartis en deux groupes (classes 1 et 2) (Makarova et al., 2015; Savitskaya et 

al., 2016; Ishino et al., 2018) (Figure 8, Tableau 7). 

 Le système CRISPR de type II est le plus étudié et le plus utilisé. Dans ce cas, l’ADN 

étranger envahissant la cellule est coupé en petits fragments de 20 pb correspondant au 

« spacer », incorporés dans le locus CRISPR entre les courtes séquences répétées. Les loci sont 

transcrits et génèrent des petits ARN (crRNA), qui vont servir de guide aux endonucléases, qui 

ciblent l’ADN étranger en se basant sur la complémentarité de séquences (Jinek et al., 2012).  

 Les différents systèmes présentent des points communs, au niveau de la première étape, 

l’acquisition de l’ADN étranger est essentielle afin de produire de nouveaux spacers qui sont 

intégrés à une des extrémités du locus CRISPR. Ce locus est transcrit en précurseur du crRNA 

(pre-crRNA) qui est ensuite maturé en crRNA et fixé au complexe CRISPR-interférence 

(complexe spécifique de chaque classe de systèmes CRISPR) (Makarova et al., 2015).  

 La plupart des protéines Cas ont des fonctions encore inconnues. Pour les systèmes 

appartenant à la classe 1, c’est tout un complexe de protéines qui s’assemblent pour s’attacher 

au crRNA, alors que les systèmes de classe 2 ne sont composés que d’une seule protéine, la 



 

  

Systèmes 

CRISPR 
Type 

Protéine 

type 

Maturation 

pré-crRNA 
Cible 

Discrimination 

du soi et non-soi 
Effecteurs 

Classe 1 

Type I Cas3 Cas6 ADN PAM 

Cascade 

crRNA 

Cas3 

 

Type III Cas10 

Cas6 

+ facteurs 

inconnus 

ADN 

ARN 

Répétition 

CRISPR 

Cmr, Csm 

crRNA 

Cas10 

Type IV Csf1 ? ? ? ? 

Classe 2 

Type II Cas9 RNase III ADN PAM 

Cas9 

crRNA 

tracrRNA 

 

Type V Cpf1 Cpf1 ADN PAM 

Cpf1 

crRNA 

tracrRNA 

 

Type VI C2c2 ? 
ARN 

+ ADN ? 
? ? 

Tableau 7. Classification des différents systèmes CRISPR, adapté de Savitskaya et al. (2016) 



42 
 

protéine Cas9, suscitant un intérêt pour l’édition de génome. Cette protéine, anciennement 

appelé Csn1, a été caractérisée comme un acteur important du mécanisme CRISPR de type II. 

Ce système a un mécanisme unique puisqu’il ne lui suffit que de la seule protéine Cas9 pour 

inactiver un gène. Comparé aux autres systèmes, cette protéine est aussi impliquée dans la 

destruction de l’ADN cible (Deltcheva et al., 2011; Sapranauskas et al., 2011). 

 Pour assurer le clivage à un site spécifique, la Cas9 doit former un complexe avec le 

crRNA et le trans-activating crRNA (tracrRNA). Ce tracrRNA est requis pour la maturation du 

crRNA et fonctionne en présence de la RNase III. Le duo tracrRNA et crRNA forme ce que 

l’on appelle l’ARN guide (ou sgRNA). Le complexe CRISPR de type II est composé de 

l’endonucléase Cas9 et de ce sgRNA, qui va amener l’enzyme à la séquence cible spécifique. 

Pour que ce complexe soit fonctionnel, la Cas9 requiert une séquence PAM (« protospacer 

adjacent motif ») conservée de 2 à 5 nt après le crRNA (Sternberg et al., 2014). Le clivage se 

fait spécifiquement 3 nt en amont de la séquence PAM, sur les deux brins d’ADN, et est 

effectuée par les domaines endonucléasiques RuvC et HNH de la Cas9 (Figure 9 (Sorek et al., 

2013; Jakociunas et al., 2016)). Ce mécanisme a été très bien caractérisé chez 

Streptococcus pyogenes (Jinek et al., 2012). 

 Dans le système de type I, le clivage est médié par l’enzyme Cas3, suite à une cascade 

d’actions protéiques (Barrangou, 2015). Le type III quant à lui, cible l’ADN de manière PAM-

indépendante, avec un clivage effectué par l’enzyme Cas10 complexée à d’autres nucléases 

comme Cmr4. Ce système cible l’ADN ou l’ARN en fonction de la nucléase associée à Cas10 

(Barrangou, 2015). Les systèmes IV, V et VI sont encore relativement incompris et peu 

caractérisés (Figure 8, Tableau 7), (Savitskaya et al., 2016; Ishino et al., 2018). 

 Ces systèmes ont ouvert la voie à l’édition de génome à grande échelle. En 2012, Les 

scientifiques Jennifer Doudna et Emmanuelle Charpentier ont développé un outil de 

modifications génétiques en combinant le tracrRNA et le crRNA in vitro en un simple ARN 

guide chimérique (sgRNA), ayant la même efficacité que les deux ARN agissant de façon 

séparée (Jinek et al., 2012). L’intérêt de cette approche est de ne changer que la séquence du 

crRNA spécifique de la séquence cible. D’autres chercheurs ont contribué en parallèle à la 

compréhension et la mise au point de ces techniques, dont Feng Zhang (Cong et al., 2013), et 

encore aujourd’hui, le brevet n’est pas clairement attribué. En septembre 2018, Feng Zhang 

(Broad Institute) a cependant remporté la propriété intellectuelle sur l’application des systèmes 

CRISPR/CAS sur les cellules eucaryotes (https://www.genengnews.com/gen-news-

highlights/cafc-upholds-broad-institute-crispr-patents/81256219). Ces systèmes ayant un très 

fort potentiel, il existe une évolution rapide des méthodes et une diversité d’organismes sur 



Figure 9. Mécanisme d’action du complexe CRISPR de type II, d’après Jakociunas et al. 

(2016). Après injection de l’ADN phagique dans la cellule, les protéines Cas découpent la 

molécule sous forme de séquences de 20 nucléotides (« spacer ») qui sont ensuite intégrées au 

locus CRISPR. La transcription de ce locus entraine la formation d’un pré-crRNA, qui est maturé 

par la RNase III et couplé à la protéine Cas9, qui cible spécifiquement l’ADN phagique double-

brin à cliver et à dégrader en fonction du « spacer ».  



43 
 

lesquels cette technique est utilisée. Cette évolution se traduit par exemple par un nombre de 

publications de travaux en relation en forte augmentation, moins de 5 articles par an entre 2000 

et 2006, entre 10 et 100 par an entre 2007 et 2012, et plus d’un millier par an depuis, jusqu’à 

3 000 en 2017 (source : PubMed). 

 Ces systèmes sont donc présents naturellement chez beaucoup de bactéries, pour lutter 

contre l’infection par les phages. Certains phages ont cependant développé des systèmes dits 

« anti-CRISPR », afin de contourner ces mécanismes de défense. De récents travaux ont montré 

que certains phages produisaient des protéines anti-CRISPR, capables de se fixer à chaque 

partenaire du complexe CRISPR de façon distincte. Cela a été démontré pour les phages de 

Pseudomonas aeruginosa, qui inhibent le système CRISPR de type I de leurs hôtes permettant 

une infection efficace (Shabbir et al., 2016). Ces protéines existeraient pour contrer un 

maximum de systèmes CRISPR (Hynes et al., 2018; Zhu et al., 2018). D’un point de vue 

biotechnologique, les systèmes anti-CRISPR permettraient de moduler l’activité et l’expression 

du complexe CRISPR pour mieux contrôler ses différentes fonctions (Pawluk et al., 2018).  

 

  3.2.2 Édition de génome par approche CRISPR/Cas9  

 Outre sa fonction d’origine bactérienne dans l’immunité, la protéine Cas9 peut donc être 

utilisée comme un outil de génie génétique pour induire des cassures double-brin dans l’ADN. 

Ces ruptures peuvent conduire à l’inactivation du gène ou à l’introduction de gène(s) 

hétérologue(s) à travers deux types de réparation : le « Non Homologous End-joing » (NHEJ) 

ou le « Homology Direct Repair » (HDR ou HR). Le NHEJ peut entrainer des mutations 

ponctuelles lors de la réparation telles que des insertions, des mutations et des délétions, 

permettant l’apparition d’un codon stop ou juste le changement d’un acide aminé. Le HR, 

permet, grâce au substrat de recombinaison, d’insérer, supprimer ou substituer un plus long 

segment d’ADN (Figure 10), (Wiles et al., 2015). En pratique, pour couper la cible déterminée, 

il faut dessiner un sgRNA correspondant aux 20 nt adjacents en amont d’une séquence PAM 

(NGG pour S. pyogenes). Des essais de sgRNA de 17 à 30 nt ont été testés avec succès (Ran et 

al., 2013). 

 Des outils permettant de cibler et modifier le génome existaient déjà, comme les 

« Transcription activator-like effector nucleases » (TALEN) (Christian et al., 2010) et les 

nucléases à doigts de zinc (ZFN) (Miller et al., 2007). Ces techniques permettent de modifier 

le génome de façon spécifique et ciblée en modifiant la nucléase impliquée. Ces outils s’avèrent 

être plus complexes et plus longs à utiliser. En revanche, pour l’outil CRISPR, la modification 

et la synthèse d’un petit ARN suffisent à changer la cible déterminée. C’est grâce à son coût, 



  

Figure 10. Mécanisme d’édition de génome par la technologie CRISPR, issu de Ran et al. 

(2016). Après coupure double-brin par le complexe CRISPR-sgRNA, les mécanismes de 

réparation de la cellule sont mis en route. La réparation NHEJ entraine l’apparition de mutations 

ponctuelles et potentiellement l’apparition d’un codon stop. Le mécanisme de HDR permet une 

édition précise du gène cible. 
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sa simplicité et sa rapidité que la technologie CRISPR connait un grand succès, au détriment 

des techniques déjà existantes (Mali et al., 2013a). Cette approche semble également plus 

efficace (70 % d’efficacité chez le zebrafish et les plantes) que les ZFN et TALEN (1 à 50 % 

d’efficacité) pour cibler et modifier les gènes d’intérêt (Mussolino and Cathomen, 2011). 

 Il existe trois principaux types de Cas9, toutes obtenues en la modifiant. La plus connue 

est la version « wild-type », qui clive l’ADN double-brin de façon spécifique en fonction du 

sgRNA, résultant en l’activation de la machinerie de réparation. Une nouvelle version mutée 

de la Cas9 a été développée, la Cas9D10A, donnant une Cas9 avec une activité « nickase », ne 

coupant qu’un seul brin de l’ADN. Celle-ci permet en synthétisant deux sgRNA au lieu d’un, 

d’entrainer une cassure double-brin, avec deux activités « nickase », ce qui augmente 

considérablement la spécificité de la cible (Cong et al., 2013). En effet, il existe un effet appelé 

« off-target » avec la Cas9 naturelle entrainant des coupures non spécifiques, dues à une 

certaine tolérance de mésappariement dans les bases qui sont reconnues par l’enzyme (Hsu et 

al., 2014). Cet effet est diminué par l’augmentation de la spécificité avec une double activité 

« nickase ».  

 Le complexe CRISPR/Cas peut aussi être utilisé pour ne pas couper et juste activer ou 

réprimer un gène cible. Ceci est possible grâce à la dead-Cas9 (ou dCas9), qui est une Cas9 

sans activité endonucléasique, du fait de mutations dans ses domaines HNH (H840A) et RuvC 

(D10A). Ces mutations empêchent le clivage de l’ADN mais pas la fixation du complexe à 

l’acide nucléique (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012). La répression peut se faire par 

simple fixation à la séquence cible, empêchant la transcription. L’activation de gène se fait en 

utilisant le complexe dCas9-sgRNA, contenant un domaine activateur permettant le 

recrutement de l’ARN polymérase pour promouvoir la transcription de l’ADN (Bikard et al., 

2013). En fusionnant la dCas9 avec différents effecteurs, il est donc possible d’activer ou 

réprimer simplement des gènes. Cet outil peut aussi permettre de visualiser certaines zones en 

fixant un fluorochrome par exemple (Chen et al., 2013; Gilbert et al., 2013; Hu et al., 2014). 

 La Cas9 la plus utilisée est celle de S. pyogenes (SpCas9), mais de nouveaux essais pour 

adapter et améliorer le mécanisme à différentes cellules en utilisant d’autres Cas9 sont à l’étude. 

Récemment mise en évidence, la NmCas9, Cas9 de Neisseiria meningitidis, a une efficacité 

similaire à SpCas9 mais elle n’utilise que le crRNA sans tracrRNA, et possède un PAM plus 

long (NGATT) plus spécifique (Hou et al., 2013). Elle a été utilisée pour des cellules 

somatiques humaines. D’autres protéines orthologues de la Cas9, plus courtes, ont été décrites 

et étudiées chez différentes bactéries, telles que les Cas9 de Campylobacter jejuni (Kim et al., 
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2017) et de Staphylococcus aureus (Ran et al., 2015). Ces différentes Cas9 permettraient une 

augmentation de l’efficacité de transformation (Esvelt et al., 2013; Brooks and Gaj, 2018).  

 D’un point de vue technique, en plus de la détermination du sgRNA à synthétiser pour 

cibler spécifiquement le ou les gènes cibles, il faut trouver comment introduire les différents 

partenaires (sgRNA, Cas9, avec ou sans un substrat de recombinaison) dans les cellules à 

modifier génétiquement. Plusieurs approches sont disponibles, virale par l’intermédiaire 

d’adénovirus principalement (Chew et al., 2016), et non virale par injection de vecteurs 

plasmidiques codant les différents partenaires, cette technique étant largement privilégiée 

(Bikard et al., 2013; Mao et al., 2016).  

 Le développement de ces outils CRISPR ont permis l’ingénierie de multiples 

organismes. Ils ont permis l’édition génétique de cellules humaines (Mali et al., 2013b; Ran et 

al., 2013; Wiles et al., 2015; Zhou et al., 2016), bactériennes (Pyne et al., 2015), de zebrafish 

(Hwang et al., 2013), de C. elegans (Friedland et al., 2013), de plantes (Mali et al., 2013a), de 

Xenopus tropicalis (Guo et al., 2014), de la levure (DiCarlo et al., 2013), de la drosophile (Gratz 

et al., 2015), de lapin (Liu et al., 2018), de cochon (Hai et al., 2014), de rat (Ma et al., 2014) de 

souris (Platt et al., 2014; Yang et al., 2014), d’archées (Gophna et al., 2017) et même de virus 

(Yuen et al., 2015). La technologie chez les bactéries reste cependant limitée. Au contraire de 

la levure où la recombinaison homologue fonctionne parfaitement, peu de bactéries possèdent 

une machinerie de réparation efficace pour reproduire un ADN double brin après coupure de la 

double hélice. Cela fonctionne tout de même par exemple chez S. pneumoniae, E. coli et 

Streptomyces (Jiang et al., 2013; Cobb et al., 2015). Chez les mycoplasmes, les systèmes ont 

été recensés et leur fonctionnalité est à l’étude (Pascal Sirand-Pugnet, données non publiées). 

Une seule étude récente démontre l’application directe du système CRISPR chez ces bactéries 

minimales (Mariscal et al., 2018). 

 Parmi la liste non-exhaustive des résultats de l’utilisation de la technologie CRISPR, 

peuvent être citées les créations de vaches sans cornes (Carlson et al., 2016) ou de vaches 

résistantes à la tuberculose (Gao et al., 2017). Des moustiques mutés, résistants au paludisme 

ont également été développés, afin d’être libérés dans la nature pour limiter la transmission de 

cette maladie (Hammond et al., 2016). Les CRISPR sont aussi utilisés dans le but d’améliorer 

la résistance de certaines variétés de plantes ou de cultures (Piatek et al., 2015; Sovova et al., 

2017). Des cellules cancéreuses chez la souris ont pu être modifiées par l’intermédiaire d’un 

virus (Chow et al., 2017). L’outil CRISPR permet également une avancée dans la 

compréhension de l’épigénétique puisqu’il permet l’édition de l’épigénome (Pulecio et al., 

2017; Adli, 2018). Plus récemment, le système CRISPR de type VI a été décrit comme ciblant 
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et modulant l’ARN de façon spécifique, grâce à l’effecteur Cas13a de Leptotrichia wadei 

(Abudayyeh et al., 2017). 

 L’ingénierie de génome par CRISPR peut donc avoir de nombreuses applications, telles 

que : bloquer l’insertion d’ADN étranger, produire des vaccins, typer des souches, produire des 

antibiotiques ou molécules d’intérêt. Elle ouvre la possibilité de guérison de maladies 

génétiques telles que le cancer, la mucoviscidose, l’hémophilie, ou encore la maladie 

d’Alzheimer (Barrangou, 2015). La découverte et l’utilisation de cette technologie permet 

d’envisager la thérapie génique chez l’homme, ce qui est à la fois porteur d’espoir, et à la fois 

sujet à de nombreuses controverses. 

 

  3.2.3 Aspects éthiques 

 Avec l’émergence de la technologie CRISPR, l’édition de génome ciblée est un concept 

devenu réel, pouvant amener à se poser des questions sur les limites éthiques de ces approches. 

Les questions éthiques autour des CRISPR sont en partie dues à trois raisons. La première 

concerne le pouvoir et les limitations techniques de cette technologie, pouvant facilement 

modifier n’importe quel génome, où doit être la limite et jusqu’où l’expérimentation CRISPR 

peut-elle aller ? La deuxième concerne le futur des organismes modifiés, nous n’avons aucun 

recul sur les modifications génétiques dans le temps et leurs effets au cours des générations. 

Enfin, même si le génome est édité comme nous le souhaitons, la relation complexe entre 

l’information génétique et les phénotypes biologiques n’est pas complètement comprise et 

maitrisée. En effet, la plupart des traits biologiques sont déterminés par de complexes 

régulations de plusieurs facteurs et aucun recul ne peut aujourd’hui être perçu quant à la 

modification d’un seul gène. Nous pourrions ajouter à ces raisons la présence de mutations 

« off-target », non maitrisées à ce jour, qui peuvent donc avoir des conséquences inattendues 

(Brokowski and Adli, 2018).  

 La convention des droits de l’homme et la biomédecine a donné une définition et une 

limite assez claire en 1997 à propos de la modification génétique chez l’homme : « une 

intervention ayant pour objet de modifier le génome humain ne peut être entreprise que pour 

des raisons préventives, diagnostiques ou thérapeutiques et seulement si elle n’a pas pour but 

d’introduire une modification dans le génome de la descendance ». Cette règle, est aujourd’hui 

remise en cause suite au développement des CRISPR. 

 En 2015, des scientifiques chinois ont utilisé pour la première fois CRISPR/Cas9 pour 

modifier le génome d’embryons humains (Cyranoski, 2015; Liang et al., 2015). Depuis et 

toujours en Chine, des patients atteints de cancer sont traités à l’aide de ce système (Rana 2018 
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https://www.wsj.com/articles/china-unhampered-by-rules-races-ahead-in-gene-editing-trials-

1516562360). En 2016, la Grande-Bretagne autorise la manipulation génétique sur des 

embryons humains dans un institut de Londres et en 2017 à Portland (USA), des 

expérimentations sur embryons humains ont également été effectuées (Ma et al., 2017) dans 

des conditions drastiques, n’autorisant pas le développement des embryons après quelques 

semaines. Bien que le but soit de faire de la thérapie génique humaine grâce aux CRISPR, des 

études récentes montrent qu’il existe une immunité adaptative préexistante chez certains 

humains, des anticorps anti-Cas9 étant retrouvés (Charlesworth et al., 2018) et pouvant limiter 

les espoirs de réussite. Concernant l’effet « off-target », des scientifiques ont traité des souris 

en leur rendant la vue grâce à l’outil CRISPR (Wu et al., 2016), mais 1 500 mutations non 

désirées ont été détectées dans leur génome (Schaefer et al., 2017).  

 La législation est encore trop floue sur ce qui peut ou ne peut pas être fait, mais la 

régulation de cette technologie est à l’heure actuelle un des sujets prédominants pour les 

instances de bioéthique (Brokowski and Adli, 2018). 

 

 3.3 Autres systèmes de défense 

 Les bactéries ont développé plusieurs mécanismes pour se protéger contre les invasions 

de phages ou de plasmides. Parmi les systèmes de défenses ciblant directement l’ADN étranger, 

se trouvent les SRM et les systèmes CRISPR/Cas, longuement décrits. Ces deux systèmes 

peuvent agir ensemble et semblent compatibles pour améliorer la défense des cellules 

bactériennes en clivant leurs sites cibles de façon spécifique et permettent ainsi de lutter 

efficacement contre la contamination par les phages notamment (Dupuis et al., 2013). 

 Il existe d’autres systèmes tels que l’infection abortive (abi). Ce mécanisme commence 

après l’infection et l’injection d’ADN viral dans la cellule hôte, qui est suivie par une 

interruption du développement du phage et la mort de la cellule bactérienne infectée. Même si 

la cellule est détruite, cette réaction empêche la propagation du phage aux populations 

bactériennes avoisinantes. Ce système est composé de multiples protéines, en nombre variable 

suivant les espèces bactériennes, et n’ont pour la plupart pas d’action sans infection par un 

phage (Chopin et al., 2005; Vasu and Nagaraja, 2013). 

 Plus récemment, la mise en évidence de gènes impliqués dans des systèmes anti-

phagiques inconnus, montre que malgré les connaissances sur les systèmes décrits (SRM et 

CRISPR), il existe encore d’autres mécanismes à élucider (Doron et al., 2018). 

 

 



 

 

 

¹OriC, plasmide OriC et dérivés ; pKMK1, plasmide pKMK1 de M. mycoides et dérivés ; pSci, plasmide pSci de S. citri et 

dérivés ; SpV1-RF, forme réplicative du virus de S. citri et dérivés. 

² Insertion du Tn4001 ou de dérivés dans le génome réalisée (O) ou non (N) en 2018.  

³ Mutagénèse par recombinaison homologue (O) ou non (N) en 2018. 
4 Approche de biologie de synthèse (O) ou non (N) en 2018. 

Mollicutes 
Groupe 

phylogénétique 
Méthodes de 

transformation Replicon¹ 
Mutagenèse 

par 
transposition² 

Mutagenèse 
par 

recombinaison 
homologue³ 

Outils de 
Biologie de 
synthèse4 

 

M. pulmonis 

 

Hominis 
Electroporation, 

PEG 
OriC O O N 

M. agalactiae Hominis Electroporation OriC O O N 

M. bovis Hominis Electroporation OriC O N N 

M. arthritidis Hominis PEG N O N N 

M. synoviae Hominis Electroporation OriC N N N 

M. hyorhinis Hominis 
Electroporation, 

PEG 
OriC O N N 

M. hyopneumoniae Hominis Electroporation OriC N N N 

M. pneumoniae Pneumoniae Electroporation OriC O O N 

M. genitalium Pneumoniae 
Electroporation, 

PEG 
N O O N 

M. gallisepticum Pneumoniae 

Electroporation, 

PEG 

Conjugaison 

OriC O O N 

M. imitans Pneumoniae Electroporation OriC N N N 

M. mycoides subsp. 

mycoides 
Spiroplasma PEG OriC O N N 

M. mycoides subsp. 

capri 
Spiroplasma PEG 

pKMK1, 

OriC 
O O O 

M. capricolum 

subsp. capricolum 
Spiroplasma PEG 

pKMK1, 

OriC 
O N O 

S. kunkelii Spiroplasma Electroporation pSci N N N 

S. phoeniceum Spiroplasma Electroporation pSci N N N 

S. citri Spiroplasma 
Electroporation, 

PEG 

OriC, pSci, 

SpV1-RF 
O O N 

M. florum Spiroplasma 

Electroporation, 

PEG 

Conjugaison 

OriC O N O 

Tableau 8. Mollicutes pour lesquels des outils génétiques sont disponibles, adapté de Renaudin et al. 

(2014). 
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4. Outils génétiques chez les mycoplasmes  

 

 Dans le but d’étudier les mycoplasmes et caractériser les relations entre les propriétés 

biologiques et les génomes, les outils génétiques sont requis. Pour ce faire, le développement 

d’outils de mutagenèse est nécessaire pour obtenir des mutants dans des gènes spécifiques, en 

induisant des délétions, des insertions, des mutations ponctuelles ou bien des remplacements de 

séquences entières d’ADN. Ce type de mutants permet d’identifier des facteurs de 

pathogénicité, de comprendre des voies métaboliques, ou de développer des souches atténuées 

qui pourraient être utilisées comme vaccins. Ces bactéries sont également intéressantes car elles 

représentent un modèle unique pour étudier l’évolution réductive des génomes (Sirand-Pugnet 

et al., 2007a) et pour étudier le concept de cellule minimale (Glass et al., 2006). Cependant, les 

outils génétiques disponibles chez les mycoplasmes sont rares en raison de plusieurs facteurs. 

Ce sont des bactéries exigeantes pour la culture et résistantes naturellement à de nombreux 

antibiotiques, rendant difficile l’utilisation de marqueurs d’auxotrophie ou de résistance à des 

antibiotiques actifs. De plus, peu ou pas de plasmides naturels sont identifiés chez les 

mycoplasmes, ce qui complique l’utilisation de potentiels vecteurs d’ADN naturels (Renaudin 

et al., 2014). Quelques plasmides naturels ont tout de même été observés chez le groupe 

Mycoides (Bergemann et al., 1989; King and Dybvig, 1992) et chez les spiroplasmes, 

notamment Spiroplasma citri GII3, qui possède sept plasmides (Saillard et al., 2008). Plusieurs 

stratégies de mutagenèse ont été expérimentées chez les mycoplasmes, tels que la mutagenèse 

aléatoire par transposition, la mutagenèse ciblée par des plasmides suicides ou réplicatifs, ou 

encore de nouveaux outils faisant intervenir la BS. Les mollicutes chez lesquels des outils 

génétiques sont disponibles sont recensés dans le Tableau 8 (Renaudin et al., 2014). 

 

 4.1 La transformation  

 La transformation consiste en l’intégration d’un fragment d’ADN étranger dans une 

cellule. Deux méthodes existent chez plusieurs espèces de mycoplasmes, la transformation par 

électroporation ou la transformation au polyéthylène glycol (PEG). Actuellement il n’existe pas 

de méthode générale pour introduire l’ADN chez les mollicutes et ces deux méthodes sont 

utilisées de manière équivalente. Le choix de la méthode va dépendre de l’espèce, voire même 

de la souche et du type d’ADN à introduire (Renaudin, 2002). La technique d’électroporation 

consiste à soumettre les cellules à transformer à un champ électrique de haut voltage pendant 

quelques millisecondes. Les impulsions électriques provoquent une rupture réversible de la 

membrane cellulaire et permettent à l’ADN de pénétrer dans la cellule par diffusion et sous 
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l’action du champ électrique (Potter, 1988; Dower, 1990). La technique du PEG utilise un 

polymère déstabilisant également de manière réversible les membranes plasmiques, lors du 

contact avec les cellules. Cette molécule aurait également un rôle dans la fusion de l’ADN 

(Mercenier and Chassy, 1988). 

 Un choix important pour obtenir une méthode de transformation efficace est la sélection 

du marqueur de sélection à intégrer. Dû à l’absence de paroi cellulaire, les mollicutes sont 

naturellement résistants aux β-lactamines et tous les antibiotiques ciblant la paroi bactérienne. 

De plus, une mutation conservée de la sous-unité β de l’ARN polymérase les rend insensibles 

à la rifampicine. De ce fait, l’application de la génétique moléculaire chez ces bactéries souffre 

du manque de gènes de résistance aux antibiotiques appropriés qui pourraient être utilisés 

comme marqueur de sélection. Quelques marqueurs de résistance sont tout de même utilisés 

assez communément, tels que le gène de résistance à la tétracycline (tet(M)) du Tn916 (Clewell 

and Gawron-Burke, 1986), le gène de résistance à la gentamicine (aacA-aphD) du Tn4001 

(Rouch et al., 1987) et le gène de résistance à l’érythromycine (erm) chez A. laidlawii et 

M. mycoides (Dybvig, 1989; King and Dybvig, 1994a). 

 Le gène tet(M) confère un haut niveau de résistance aux tétracyclines chez toutes les 

espèces de mollicutes dans lesquelles il a été introduit telles que A. laidlawii, M. agalactiae, 

M. arthritidis, M. capricolum, M. gallisepticum, M. genitalium, M. mycoides subsp. mycoides, 

M. mycoides subsp. capricolum, M. pulmonis, S. citri, S. kunkelii et S. phoeniceum. De manière 

similaire, le gène de résistance à la gentamicine confère un haut niveau de résistance. Certains 

mycoplasmes sont naturellement résistants à la gentamicine, c’est pourquoi un dérivé du 

Tn4001 a été construit, contenant le gène cat qui confère la résistance au chloramphénicol chez 

S. aureus, et a été utilisé pour transformer M. pneumoniae (Hahn et al., 1999). 

 Plus récemment, la résistance à la puromycine a été décrite comme étant un nouveau 

marqueur pour la manipulation de génomes de mycoplasmes (Algire et al., 2009). La 

puromycine est un inhibiteur de la traduction et les mycoplasmes sont incapables de pousser en 

sa présence, même à basse concentration. La résistance à la puromycine est acquise grâce au 

gène « puromycine N-acetyltransferase » (PAC) de Streptomyces alboniger et fonctionne dans 

toutes les espèces de mycoplasmes dans lesquelles il a été introduit, comme M. gallisepticum, 

M. genitalium, M. pneumoniae, M. mycoides ou Mesoplasma florum.  

 Bien que les niveaux de résistance acquise spontanée soient très dépendants de l’espèce 

de mycoplasmes, l’apparition de mutants résistants spontanés se produit plus souvent en 

présence d’érythromycine et de gentamicine, qu’en présence de chloramphénicol, tétracycline 

ou puromycine (Renaudin et al., 2014).  
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 Le promoteur de la spiraline, protéine abondante chez S. citri, a été utilisé pour exprimer 

de façon constitutive d’autres gènes chez S. citri. Ainsi, ce promoteur a pu augmenter 

l’expression des marqueurs de résistance chez d’autres espèces de mycoplasmes comme 

M. agalactiae, M. capricolum, M. gallisepticum, M. genitalium, M. mycoides, M. pneumoniae 

et M. yeatsii (Janis et al., 2005; Algire et al., 2009; Breton et al., 2010a; Breton et al., 2010b; 

Kent et al., 2012). Le nombre croissant de marqueurs de sélection, comme le récent marqueur 

spectinomycine-streptomycine utilisé chez M. florum (Matteau et al., 2017), ouvre la possibilité 

de générer des mutants double « knock-out » et de réaliser des études de complémentation chez 

une large gamme de mycoplasmes.  

 

 4.2 Mutagenèse aléatoire par transposition 

 Le but de la mutagenèse par transposition est d’introduire de façon aléatoire un 

transposon portant un marqueur de résistance dans le génome de l’organisme cible afin 

d’inactiver les gènes dans lesquels ces transposons se sont insérés. Ce type de mutagenèse 

permet d’obtenir des banques de mutants à partir desquelles il est possible de sélectionner les 

mutants pour un gène d’intérêt. En une seule expérience, une large banque de mutants peut être 

produite et chaque expérience peut élargir cette banque. Les deux transposons les plus utilisés 

chez les mycoplasmes sont le Tn916 (18 kb), portant le gène de résistance à la tétracycline 

(Clewell and Gawron-Burke, 1986) et le Tn4001 (4,7 kb) portant le gène aacA-aphD codant 

une enzyme responsable de la résistance à trois aminosides, la kanamycine, la gentamicine et 

la tobramycine (Rouch et al., 1987). 

 Chez les mollicutes, la transposition a initialement été décrite chez A. laidlawii et 

M. pulmonis, puis chez M. gallisepticum, M. hyorhinis, et M. mycoides subsp. mycoides, 

espèces pour lesquelles l’insertion du transposon Tn916 dans le chromosome confère une 

résistance aux tétracyclines (Dybvig and Cassell, 1987; Dybvig and Alderete, 1988; King and 

Dybvig, 1991; Cao et al., 1994; Whetzel et al., 2003). Les problèmes majeurs de ce transposon 

sont sa taille, qui limite l’efficacité de transformation et le fait qu’il puisse s’exciser 

spontanément et se réinsérer n’importe où dans le génome, entrainant une instabilité des 

mutants générés. 

 Le transposon Tn4001, a été utilisé chez certains mycoplasmes humains, M. genitalium 

et M. pneumoniae, pour générer des mutants avec une perte d’adhésion (Hedreyda et al., 1993; 

Reddy et al., 1996). L’identification de gènes impliqués dans la motilité et la pathogénicité a 

pu être réalisée chez S. citri grâce à ce transposon (Foissac et al., 1997a; Foissac et al., 1997b). 

Des dérivés de ce transposon ont été produits, en remplaçant le gène de résistance à la 
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gentamicine par le gène de résistance au chloramphénicol (Tn4001C) et aux tétracyclines 

(Tn4001T) (Dybvig et al., 2000). Ces transposons ont été utilisés efficacement chez des 

mycoplasmes animaux (M. pulmonis, M. arthritidis, M. bovis, M. agalactiae et M. mycoides) 

(Dybvig et al., 2000; Teachman et al., 2002; Chopra-Dewasthaly et al., 2005b; French et al., 

2008; Janis et al., 2008).  

 Une autre application intéressante a été réalisée chez M. pneumoniae, avec la mise au 

point d’un variant du pMT85. Il s’agit d’un plasmide incluant un mini-transposon, le Tn4001C 

dont le gène codant la transposase est localisé à l’extérieur du transposon. Le plasmide étant 

non réplicatif, le gène codant la transposase est rapidement perdu résultant en un transposon 

inséré de manière stable dans le génome (Zimmerman and Herrmann, 2005). Ce type de 

transposition a également été produit chez M. mycoides subsp. mycoides (Janis et al., 2008). 

 Enfin, la mutagenèse aléatoire globale en utilisant le Tn916 a été utilisée chez 

M. genitalium et M. pneumoniae afin d’identifier les gènes essentiels. Ce projet a été basé sur 

l’idée de construire une cellule minimale (voir section 2.3, concept de cellule minimale) 

(Hutchison et al., 1999; Glass et al., 2006; Lluch-Senar et al., 2015). Plus récemment, le même 

genre d’étude a été faite chez M. pulmonis (French et al., 2008) et M. florum (Baby et al., 

2018b). 

 Quelques inconvénients peuvent aussi être observés, notamment au niveau du coût et 

du temps pour générer ces librairies puisque les efficacités de transformation des mycoplasmes 

demeurent faibles, de l’ordre de 10-9 à 10-7 transformants/UFC/µg de plasmide. De plus, il peut 

s’avérer difficile de générer un mutant réellement d’intérêt puisque seuls les gènes non 

essentiels peuvent être modifiés avec cette approche. L’intégration du Tn916 peut 

préférentiellement s’intégrer dans des « hotspots » plutôt que de façon réellement aléatoire 

(Whitley and Finch, 1989; Nelson et al., 1997). C’est pourquoi certains projets ont visé à 

développer une mutagenèse dite ciblée pour réduire le temps requis pour créer et étudier un 

mutant donné. 

 

 4.3 La mutagenèse ciblée 

 La mutagenèse ciblée a pour but d’inactiver ou modifier précisément des gènes 

candidats chez une espèce donnée. Dans la plupart des cas, ce type de stratégie est relié à la 

capacité intrinsèque de l’organisme à effectuer le mécanisme de recombinaison homologue 

dans le but d’introduire un fragment d’ADN dans un gène candidat (par simple « crossing-

over »), ou de le remplacer par l’ADN extracellulaire (double « crossing-over »). Le substrat 

de recombinaison contient la plupart du temps un marqueur de sélection et des séquences 



52 
 

d’ADN à chaque extrémité, complémentaires de la zone du génome à modifier. La taille de ces 

séquences dépend de l’efficacité de la recombinaison homologue chez l’organisme cible.

  

  4.3.1 La mutagenèse ciblée en utilisant des plasmides suicides 

 Quelques études de mutagenèse ciblée en utilisant des plasmides suicides ont été 

rapportées chez les mollicutes. Un plasmide suicide est un plasmide non réplicatif qui va être 

perdu au fur et à mesure des divisions cellulaires. Un plasmide contient généralement une 

origine de réplication de E. coli (colE1) mais si celle-ci n’est pas spécifique de l’espèce dans 

laquelle le plasmide est introduit, cette origine devient non fonctionnelle et le plasmide est donc 

dit suicide. 

 La première réussite d’inactivation de gène par recombinaison homologue chez les 

mollicutes a été réalisée chez A. laidlawii (Dybvig and Woodard, 1992). Dans cette étude, 

l’inactivation du gène recA a été obtenue par une recombinaison entre le chromosome et un 

plasmide suicide ciblant ce gène. Le gène recA codant une protéine impliquée dans la réparation 

de l’ADN, les mutants obtenus étaient caractérisés par un déficit de ce mécanisme lorsqu’ils 

étaient soumis aux radiations UV et à un agent alkylant (Dybvig and Woodard, 1992). Plus 

récemment, chez M. genitalium, deux gènes candidats ont été supprimés en utilisant des 

plasmides suicides (Dhandayuthapani et al., 1999; Dhandayuthapani et al., 2001). Une autre 

étude dans laquelle le gène recA est ciblé chez M. genitalium par un plasmide non réplicatif a 

été réalisée en 2012 (Burgos et al., 2012). Cette approche a été réalisée chez d’autres espèces 

de mycoplasmes, M. gallisepticum (Cao et al., 1994), M. agalactiae (Chopra-Dewasthaly et al., 

2008) et S. citri (Duret et al., 1999)(Tableau 8), mais la fréquence de recombinaison est 

généralement faible, jusqu’à 10-6 transformants/UFC/µg de plasmide. 

 

  4.3.2 La mutagenèse ciblée en utilisant des plasmides oriC 

 Les plasmides oriC sont des plasmides artificiels réplicatifs, contenant l’origine de 

réplication oriC de l’espèce à transformer. Dans les plasmides développés pour les mollicutes, 

la région oriC sélectionnée inclut généralement le gène dnaA, ainsi que les régions 

intergéniques environnantes comprenant les boîtes DnaA. Le gène dnaA code un facteur 

d’initiation de la réplication de l’ADN chez les procaryotes. L’interaction entre ce facteur et les 

boites DnaA, qui sont des petites séquences de 9 pb chez les mycoplasmes (Lartigue et al., 

2003), entraine la séparation des brins d’ADN, l’initiation de la réplication et la formation des 

fourchettes de réplication (Neidhardt and Curtiss, 1996). Avec l’amélioration des techniques de 
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séquençage, les régions à cloner pour obtenir des plasmides oriC sont identifiées plus 

facilement, démocratisant le développement de ce type d’outils chez les mollicutes. En général, 

l’introduction du gène dnaA et de ses régions intergéniques adjacentes sont suffisants pour 

obtenir des plasmides réplicatifs qui se maintiennent correctement en tant qu’élément extra-

chromosomique. De tels plasmides ont été construits avec succès chez des mycoplasmes 

animaux ou de plantes, tels que S. citri (Ye et al., 1994; Lartigue et al., 2002), M. pulmonis 

(Cordova et al., 2002), M. mycoides subsp. mycoides, M. mycoides subsp. capri et 

M. capricolum (Lartigue et al., 2003; Janis et al., 2005), M. agalactiae (Chopra-Dewasthaly et 

al., 2005a; Sharma et al., 2015), M. gallisepticum et M. imitans (Lee et al., 2008b), 

M. hyopneumoniae (Maglennon et al., 2013; Ishag et al., 2016), M. synoviae (Shahid et al., 

2014), M. bovis (Li et al., 2015; Sharma et al., 2015), M. florum (Matteau et al., 2017), 

S. eriocheris (Terahara et al., 2017), M. hyorhinis (Ishag et al., 2017a) et M. pneumoniae (Blotz 

et al., 2018). 

 Comme chez B. subtilis où les plasmides oriC semblent incompatibles, les plasmides 

oriC de S. citri peuvent ne pas être maintenus de façon stable et sont alors intégrés par 

recombinaison à la région oriC du chromosome. Ce type d’insertion semble être stable en 

présence ou en l’absence de sélection (Renaudin et al., 2014). En comparaison aux plasmides 

suicides, l’utilisation de plasmides réplicatifs permet d’augmenter le temps durant lequel la 

recombinaison homologue peut se produire. Cependant, lors de ce type d’approche, la 

recombinaison se passe plus souvent à la région oriC plutôt qu’au gène cible. En fonction de 

ces résultats, l’utilisation de vecteurs avec une oriC réduite aux séquences minimales 

nécessaires à la réplication augmente la fréquence de recombinaison aux gènes cibles (Lartigue 

et al., 2002). Le nombre de boîtes DnaA est un facteur important pour la bonne réplication des 

plasmides oriC et ce nombre varie en fonction des espèces. Pour tester la spécificité de l’hôte, 

certains plasmides oriC d’une espèce ont été introduits chez des espèces bactériennes plus ou 

moins proches, indiquant que la gamme d’hôte est souvent restreinte aux espèces les plus 

proches phylogénétiquement, même si des contre-exemples existent, comme la réplication du 

plasmide pSD4 de S. citri chez M. capricolum (Lartigue et al., 2003; Renaudin et al., 2014). 

 Malgré le développement de plasmides réplicatifs chez de nombreuses espèces de 

mollicutes, il n’en existe pas un qui fonctionne chez tous les mycoplasmes. C’est un facteur 

limitant de cette approche car le développement de plasmide oriC ne s’avère pas toujours 

simple, par la difficulté à cibler la bonne région oriC ou par la difficulté de certaines espèces à 

maintenir ces plasmides ou qui demeurent réfractaires à la transformation. De plus, la 

recombinaison de ces plasmides oriC avec le chromosome peut être difficile puisque la 
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recombinaison chez les mollicutes restent très faible, en partie due au fait que les gènes 

consacrés à la réparation de l’ADN sont peu ou pas présents chez ces bactéries (Rocha et al., 

2005). Certaines équipes ont essayé de contourner ce problème en insérant le gène recA dans 

les génomes de M. mycoides subsp. capri (Allam et al., 2010) et M. hyorhinis (Ishag et al., 

2017b). Les résultats ont montré une augmentation de la recombinaison homologue mais cette 

amélioration reste restreinte à ces espèces de mycoplasmes.  

 

  4.4 Approche de biologie synthétique 

 Dans le but de modifier le génome des mycoplasmes à grande échelle, des outils faisant 

intervenir la BS ont été récemment mis en place. Cette approche repose sur trois étapes 

majeures, le clonage du génome entier dans la levure, la modification de ce génome avec les 

outils génétiques efficaces de la levure et la transplantation du génome modifié dans une cellule 

receveuse afin qu’il puisse s’exprimer. Les premières études montrant ces outils ont été 

réalisées au JCVI à la fin des années 2000 (Lartigue et al., 2007; Gibson et al., 2008a). Ces 

travaux ont permis d’ouvrir la voie à de nouveaux outils génétiques chez les mycoplasmes.  

 En effet, la levure S. cerevisiae a longtemps été utilisée comme hôte pour propager des 

fragments d'ADN d'organismes variés allant de virus à l'ADN humain à l'aide par exemple de 

"Yeast Artificial Chromosomes" (YAC) (Ketner et al., 1994; Larionov et al., 1996; Kouprina 

et al., 1997; Wang et al., 2003). C’est la méthode de TAR-cloning qui permet d’utiliser la levure 

comme un outil en y intégrant de l’ADN ; elle est basée sur la capacité de cet organisme à 

effectuer la recombinaison homologue (Kouprina and Larionov, 2006). Comme évoqué dans la 

section 2,  La biologie de synthèse, le premier génome de mycoplasme à avoir été cloné dans 

la levure a été celui de M. genitalium, pour lequel des cassettes de milliers d’oligonucléotides 

ont été assemblées dans E. coli, puis dans S. cerevisiae afin d’obtenir le génome entier de cette 

bactérie chez la levure après des étapes de recombinaison homologue (Kouprina and Larionov, 

2003; Gibson et al., 2008b). Afin de maintenir l’ADN dans la levure, plusieurs éléments sont 

requis et sont ajoutés aux fragments à cloner. Il s’agit d’éléments levure : un marqueur 

d’auxotrophie histidine (HIS), un centromère (CEN) et une origine de réplication de levure 

(ARS), qui sont nécessaires à la sélection et la réplication dans la levure tel un plasmide 

centromérique.  

 À l’heure actuelle, de nombreux génomes bactériens ont été clonés dans la levure, 

comme M. genitalium (Gibson et al., 2008a; Gibson et al., 2008b; Benders et al., 2010), 

M. mycoides (Lartigue et al., 2009; Benders et al., 2010; Gibson et al., 2010), M. pneumoniae 

(Benders et al., 2010), A. laidlawii (Karas et al., 2012), Prochlorococcus marinus (Tagwerker 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Délétion génétique sans trace par la méthode TREC, issu de Noskov et al. (2010). 

Par recombinaison homologue, une région de 450 pb dans le génome de M. genitalium est 

remplacé par une cassette de mutagenèse contenant un « core » d’inactivation (un site de 

reconnaissance de 18 pb I-SceI, le gène sceI sous le contrôle du promoteur GAL1 et le marqueur 

URA3) et un fragment d’ADN (flèche blanche) identique à la région en amont de la région cible. 

Le remplacement génère des séquences répétées en tandem. Le galactose induit l’expression de I-

SceI qui va créer une coupure double-brin près du site cible. La cassure double-brin provoque une 

recombinaison homologue intra-moléculaire (pointillés) entre les séquences répétées, entrainant 

une excision du « core ». Lors de la méthode TREC-IN (Chandran et al. 2014), le gène à insérer 

est ajouté derrière la séquence répétée dans le « core » de mutagenèse. 
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et al., 2012), H. influenzae (Karas et al., 2013) et M. florum (Baby et al., 2018a). Ces génomes 

ont des tailles comprises entre 0,6 et 1,8 Mb et un GC % variant de 24 à 40 %. Une fois le 

génome cloné dans la levure, il est modifié par les outils génétiques disponibles chez cet 

organisme. Ces techniques sont basées sur les propriétés de recombinaison homologue de la 

levure et trois différentes méthodes sont à l’heure actuelle utilisées pour modifier les génomes 

de mycoplasmes, les méthodes TREC et TREC-IN (Figure 11), (Noskov et al., 2010; Chandran 

et al., 2014), et la méthode CRISPR (Tsarmpopoulos et al., 2016).  

 La méthode TREC (« Tandem repeat coupled with endonuclease cleavage ») permet de 

modifier le génome bactérien sans trace et requiert deux évènements de recombinaison. Pour 

cela, la région cible est tout d’abord remplacée par une cassette de mutagenèse contenant un 

site de reconnaissance de l’enzyme I-SceI, le gène sceI sous le contrôle du promoteur GAL1, 

un marqueur de sélection uracile (URA3) et une séquence homologue de 50 pb en 5’ du gène 

cible. Le remplacement génère des séquences répétées. L’expression d’I-SceI est ensuite induite 

par ajout de galactose, générant une coupure double-brin au site cible. Par recombinaison 

homologue entre les séquences répétées, la cassette de mutagenèse est excisée et donne une 

délétion du gène cible sans trace (Figure 11), (Noskov et al., 2010). La méthode TREC-IN 

(« TREC-assisted gene knock-in ») est basée sur le même principe. Un gène est inséré après les 

50 bases homologues du gène cible sans trace (Figure 11), (Chandran et al., 2014). 

 La méthode CRISPR a été développée pour modifier les génomes clonés suite aux 

travaux de modifications du génome de levure par la technologie CRISPR/Cas9 (DiCarlo et al., 

2013) voir section 3.2, Les systèmes CRISPR/Cas). Les différents partenaires, un plasmide 

codant la Cas9, un plasmide portant l’ARN guide et un substrat de recombinaison homologue, 

sont introduits pour cibler spécifiquement le génome de mycoplasme cloné. Cette approche a 

été développée chez M. mycoides subsp. capri GM12, en créant une délétion sans trace, en une 

seule étape, du gène glpO, codant l’oxidase glycerol-3-phosphate (Tsarmpopoulos et al., 2016). 

 Enfin, pour obtenir un mycoplasme génétiquement modifié par approche BS, après 

clonage et modification du génome bactérien dans la levure, il est nécessaire d’effectuer une 

transplantation. La transplantation de génome est une étape limitante, consistant à extraire un 

génome bactérien entier et à l’introduire dans une cellule dite receveuse, résultant en une 

nouvelle cellule avec le génotype et le phénotype du génome donneur. Le génome donneur est 

marqué grâce à une cassette de résistance permettant de sélectionner les mutants possédant ce 

génome et permettant d’éliminer les cellules avec le génome de la cellule receveuse.  

 La première transplantation de génome a été effectuée au JCVI ; le génome entier de 

M. mycoides a été extrait, puis introduit dans une cellule receveuse de M. capricolum par 
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transformation au PEG (Lartigue et al., 2007), résultant en une cellule n’ayant plus aucune trace 

du génome receveur. Le séquençage du génome transplanté a permis de conclure qu’il n’y a 

pas eu d’évènements de recombinaison entre les deux génomes, démontrant un changement 

propre d’un génome d’une cellule donneuse à une cellule receveuse. Cette technique a permis 

d’ouvrir la voie dans l’insertion de grands fragments d’ADN chez les mycoplasmes et 

notamment des génomes modifiés. Ainsi, le génome de M. mycoides cloné puis modifié dans 

la levure a été transplanté dans M. capricolum (Lartigue et al., 2009), et a permis d’obtenir le 

premier mycoplasme génétiquement modifié par des outils de BS (Lartigue et al., 2009). Cette 

étape de transplantation a permis de développer des mycoplasmes possédant un génome 

synthétique réduit, se rapprochant du concept de cellule minimale (Voir Section 2.3, Concept 

de cellule minimale (Gibson et al., 2010; Hutchison et al., 2016)).  

 Cette étape de transplantation de génome a longtemps été limitée à deux bactéries très 

proches qui sont M. mycoides subsp. capri et M. capricolum subsp. capricolum (Lartigue et al., 

2014; Kannan et al., 2016; Schieck et al., 2016; Tsarmpopoulos et al., 2016). La distance 

phylogénétique entre les cellules donneuses et receveuses dans cette étape de transplantation 

est un facteur déterminant et limitant. Son étude a permis d’étendre la transplantation à d’autres 

mollicutes comme M. leachii ou M. putrefaciens (Labroussaa et al., 2016). Récemment, la 

transplantation de génome a été mise en place chez M. florum (Baby et al., 2018a).  

 En résumé, depuis la première introduction d’ADN exogène chez les mollicutes dans 

les années 1990, d’énormes progrès ont été réalisés pour obtenir des outils génétiques chez ces 

bactéries particulières (Tableau 8). Des systèmes de mutagenèses aléatoire et ciblée ont été 

développés chez différentes espèces, mais le meilleur outil pour manipuler ces génomes 

semblent être l’approche faisant intervenir la BS. 

 

 4.5 Modifications génétiques chez M. hominis 

 Chez M. hominis, les nombreuses tentatives de transformation se sont montrées 

infructueuses en utilisant des constructions plasmidiques diverses (vecteurs suicides, vecteurs 

réplicatifs, transposons) que ce soit par électroporation ou méthode au PEG (Bébéar C, résultats 

personnels). Seul un transfert conjugatif du transposon Tn916 de E. faecalis a été décrit 

(Roberts and Kenny, 1987). Une équipe russe a également décrit la transformation de 

M. hominis par électroporation avec le plasmide pAM120 (Aleksandrova et al., 2000). 

Cependant les résultats de cette étude n’ont pas été reproduits. 

 Récemment, la technique de mutagenèse chimique appelée TILLING (Targeted-

Induced Local Lesions in Genomes) a été mise en place chez M. hominis au laboratoire (Pereyre 
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et al., 2018), travaux auxquels j’ai pu participer pendant cette thèse (voir annexe). Cette 

technique, développée chez Arabidopsis thaliana (McCallum et al., 2000), combine une étape 

de mutagenèse chimique générant des mutations aléatoires ponctuelles avec une technique de 

criblage de l’ADN permettant d’identifier au sein d’une population de mutants, ceux affectés 

dans un gène d’intérêt. Cette méthode a permis d’obtenir des mutants dans les gènes codant 

l’adhésine majeure Vaa et l’oligopeptide OppA. Cette méthode demeure cependant coûteuse, 

longue et fastidieuse. La technique peut également engendrer plus d’une mutation autour du 

génome (Pereyre et al., 2018). Des outils de génomique fonctionnelle chez M. hominis sont 

donc toujours recherchés. 

  



CHAPITRE 1 
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CONTEXTE 
 

 L’objectif de mon projet de thèse est de développer des outils génétiques pour 

M. hominis via les approches de biologie de synthèse. Dans ce premier chapitre nous nous 

sommes concentrés sur le clonage du génome de M. hominis dans la levure S. cerevisiae, l’étude 

de sa stabilité et sa modification grâce à la technologie CRISPR/Cas9. 

 M. hominis est une bactérie opportuniste responsable d’infections génitales, néonatales 

et extra-génitales chez des patients immunodéprimés. C'est une bactérie difficile à manipuler 

sur le plan génétique et non transformable à ce jour. Des travaux récents, reposant sur des 

approches de BS ont ouvert des perspectives nouvelles en termes d’édition de génomes chez 

les mollicutes. L’originalité de ces approches, mises au point sur d’autres génomes de 

mycoplasmes, repose sur l’utilisation de la levure S. cerevisiae comme un hôte intermédiaire 

pour modifier les génomes de mollicutes.  

 Dans ce contexte, le génome entier de M. hominis PG21 (665 kb) a été cloné dans la 

levure S. cerevisiae par la technique de « TAR-cloning ». Les clones B3-2 et B3-4 obtenus ont 

été mis en culture en milieu sélectif pendant 30 passages afin d’étudier la stabilité des génomes 

de M. hominis PG21 dans leurs cellules hôtes. L’intégrité des génomes a été déterminée par 

PCR multiplex et électrophorèse en champs pulsé (PFGE). Les résultats montrent que le 

génome de M. hominis est maintenu dans les levures jusqu’au 10ième passage pour le clone      

B3-2 et jusqu’au 20ième passage pour le clone B3-4. Il est ensuite progressivement dégradé au 

cours des passages puisque des fragments de génome de taille de plus en plus faibles sont 

détectés sur gel d’électrophorèse. Les analyses de génomique comparées réalisées sur des sous-

clones possédant des génomes incomplets suggèrent que l’environnement génomique pourrait 

favoriser la perte de certaines régions du génome, notamment par le manque de séquences ARS 

(« yeast Autonomously Replicative Sequences ») et/ou la présence de longues séquences 

répétées dans le génome. 

 L’étape suivante a été la modification de ce génome par les outils génétiques disponibles 

chez la levure. Pour cela, nous avons choisi de supprimer un gène impliqué dans le pouvoir 

pathogène : le gène vaa codant une adhésine putative majeure du mycoplasme (Henrich et al., 

1993; Zhang and Wise, 1996; Kitzerow et al., 1999). La délétion du gène a été faite par la 

technique CRISPR/Cas9 (DiCarlo et al., 2013; Tsarmpopoulos et al., 2016) chez les clones   

B3-2 et B3-4 au passage 2. Des analyses bio-informatiques ont permis l’étude du gène vaa et 

de son environnement génomique ainsi que la conception de guide ARN permettant de cibler 

spécifiquement le gène vaa par l’enzyme Cas9. La cassure double-brin générée par le complexe 
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gRNA/Cas9 a été réparée via des évènements de recombinaison homologue entre un substrat 

de réparation emmené lors de la transformation (oligonucléotides ou fragments PCR) et les 

séquences présentent de part et d’autre du site de coupure, entraînant ainsi la délétion complète 

du gène cible. Grâce à cet outil, 13 transformants B3-4 Δvaa ont pu être obtenus et confirmés 

par PCR simplex et multiplex, par séquençage du locus et par PFGE. Par la suite, le séquençage 

de ces génomes complets sera effectué avant transplantation pour vérifier l’absence d’activité 

non spécifique de l’enzyme Cas9 (phénomène « off-target »). 
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Figure S1. M hominis PG21 genome stability in yeast of clone B3-2 at passage 5 (P5). Ten 
subclones of clone B3-2 at P5 were analyzed by multiplex PCR (A) and PFGE (B) to verify the 
integrity of the M. hominis PG21 genome in yeast. A 10-band profile was observed by multiplex 
PCR for each of the 10 subclones (A). These results were confirmed by PFGE, with a unique 
band corresponding to the full-length genome of M. hominis PG21 (B). P, passage; sc, subclone; 
T+, DNA template from clone B3-2. In panel A: M, DNA size ladders of 100-1000 bp 
(Promega); T-, negative control without DNA. In panel B: M, 225-2200-kb S. cerevisiae 
chromosomal DNA ladder (Bio-Rad). 
 
  

A 
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Figure S2. Screening of the vaa gene by PCR for individual colonies from pools PL16 (A), 
PL17 (B) and PL20 (C). PL, Pool; T-, negative control without DNA; T+, DNA template from 
clone B3-4; T2+, DNA template from PL16; T3+, DNA template from clone PG21 cells; T4+, 
DNA template from PL17; T5+, DNA template from PL20; M, DNA size ladders of 250-
10000 bp (Promega). 
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ATGAAAAAATCAAAGAAAATATTTATAACATTATGTGGAATAGCAACTACCGCTATTTTGCCAGTTGC

TACTATTTCATGTAATGATGATAAACTAGCAGAGAAAAATGGAAAAGAAAAAGCAGATGCTGCTTTAA

AACAAGCAAATGCATTAGCAGAAGAATTGAAAAAAAATCCTGATTATTCAAAAATTTTAGAAACATTA

AACAAAGAAATTGCCGAAGCAACCAAATCATTTAAAGAAGCAGGTTCATACGGCGATTATCCAGCAAT

AATTTCTAAACTTTCAGCAGCAGTAGAAAACGCAAAAAGTGAACAACAAAAAGTTGATCAAGCAAATA

AAAAAATTGCTGATGAAAATTTAAAAATTAAAGAAGGCGCTAAAGAATTATTAAAATTAAGCGAAAAA

ATTCAAAGTTTTGCTGATACAATTGCATTAACAATTACTAAATTAGAAGGAAAAAAATTCGAAATTGA

TGAAACATTTAAAAAACAATTAATTTCAACAATTGAATTATTAAATAAAAAATCAGTCGAAGTTAAAA

CTTTTGCAACAGTAAATACCATTAAAAAAGATTTCCTTTTATCAGAACTAGAATCATTTAAAGAATTT

AACACCTCATGACTTGAAAAAATCGTATCAGAATGAGAAGAAGTTAAAAAAGCTTGATCAAAAGAATT

AGCTGAAATTAAAGCTGACGATGATAAAAAATTAGCAGAAGAAAATCAAAAAATTCAAAATGGTATCG

CAGAATTAACAAAATTAAGCAAGGAAAATTCAGATTTAGCACAAACTATTGAAGAAACTATTGCTAAA

TTAGAAAAGAAATTCCAAATTCCAAAAGATTTTAAAGAAAAATTAACCTCAACAATCAAATTATTAAA

TAAAAAAGCTAACGAAATCAATACATTTGTTTCTACTGTTTCTAAAAAGACAGAATTTGTTCTTGAAG

AATTAGAATCATTTAAAGAATTAAACACCCTTCAATTTAATGAAATTAAAACTGAATGAGCAAAAGTA

CAAGAAGCATGAAAAAATGAATTAACAGAAATTAATAGTATTATTAAGGGTGTTGAAGAATTAAAGAA

ATTAAGTCATGAAATTTCTGAATTTTCTAATTCAGTAAAGAAAACTATTTCTGAATTAGAAAAGAAAT

TTAAGATAGATGATACAACAAATAAGGAAGAAGCTAAAAAATTCAAAAATGAATTAGAAAATTTTGCA

GATCAATTATTGAACAAGAGTCATGAAATTGATAAATTTGTTACAGTTACATCAGCACGAGGAGATTT

TTCTTTATCTGAACTAGAATCATTTAAATCATTTAATACCACATGATTCAATGAAATGAAGTCTGAAT

GAGCAAGAGTTCAAGAAGCTTGAAAAGATCAATTAAAAGAAATCTCAACAAAATAA 

 

 

 

 

 

 

Figure S3: Sequence of the vaa gene (MHO_3470). Internal repeats are highlighted in grey 
and gRNA2 targeting sequence is underlined. The sequence in bold corresponds to the fragment 
truncated after cleavage by Cas9 and subsequent intra-molecular recombination events between 
vaa internal repeats (A). Alignment of the 34-nucleotides internal repeats (B).  
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Figure S4: Repartition of the putative ARS sequence around the M. hominis PG21 
genome. 
Numbers (from 1 to 10) around the external circle correspond to the position of the 10 multiplex 
PCR primers pairs used to verify the integrity of M. hominis genome during yeast propagation. 
Thin lines around the internal circle represent the position of the 11-bp ARS consensus 
sequence found around M. hominis whole genome. 
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POINTS ESSENTIELS 
 

- Le clonage du génome entier de M. hominis PG21 (665 kb) dans la levure S. cerevisiae 
a été réalisé avec succès par la méthode du TAR-cloning. 
 

- Deux clones de levure possédant le génome entier, B3-2 et B3-4 ont été obtenus. 
 

- La stabilité de ces génomes a été étudiée durant 30 passages. 
 

- Après plusieurs passages, le génome de M. hominis n’est pas correctement maintenu 
dans la levure. 
 

- Les deux clones B3-2 et B3-4 évoluent différemment. 
 

- Cette instabilité pourrait être due à l’environnement génomique de M. hominis, dont le 
génome est riche en AT et en séquences répétées. 
 

- Il est nécessaire de vérifier l’intégrité des génomes clonés à chaque étape expérimentale. 
 

- Le génome cloné dans la levure a été modifié avec succès par la technologie 
CRISPR/Cas9. 
 

- Treize transformants Δvaa ont été correctement obtenus et vérifiés par PCR simplex, 
multiplex, séquençage du locus et PFGE. 
 

- Des transformants possédant une version tronquée du gène vaa ont été observés, 
expliqués par une recombinaison intra-génique après la coupure double brin. 
 

- L’absence de mutations « off-target » doit être confirmée par le séquençage du génome 
complet du transformant à transplanter. 
 

 

  



CHAPITRE 2 
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genome leads to large DNA rearrangements 
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CONTEXTE 
 

 Ce chapitre s’inscrit dans la continuité de mes objectifs de thèse qui concerne la mise 

en place d’outils génétiques efficaces et multifonctionnels pour modifier le génome de 

M. hominis à souhait. Pour atteindre cet objectif, nous avons choisi d’adapter des technologies 

et outils de BS qui se sont avérés efficaces chez d’autres mycoplasmes, à M. hominis. 

L’approche générale repose sur le clonage de génomes bactériens entiers chez la levure, la 

modification de ces génomes grâce aux outils génétiques disponibles chez cet hôte, et la 

transplantation du génome modifié dans une cellule receveuse afin qu’il puisse s’exprimer. 

Dans le chapitre 1 nous avons réussi à cloner et modifier le génome de M. hominis PG21 dans 

la levure. Il ne restait plus qu’à transplanter les génomes modifiés dans une cellule receveuse 

afin d’obtenir les mutants correspondants. Cette étape est complexe et requiert de savoir 

transformer M. hominis ou une espèce phylogénétiquement proche. Concernant M. hominis, 

aucun protocole de transformation n’était disponible pendant ma thèse. En effet, la seule étude 

rapportant la transformation de M. hominis dans la littérature n’a pas été reproduite à ce jour. 

C’est pourquoi le développement d’un protocole de transformation pour notre modèle a été 

envisagé lors de mes travaux de thèse. 

 Le travail a consisté dans un premier temps à étudier et décrire les SRM présents chez 

M. hominis. Les prédictions bio-informatiques ont révélé la présence de SRM nombreux et 

variés dans les génomes des souches étudiées. Ces données pourraient, en partie, expliquer 

pourquoi M. hominis est une espèce plus difficile à transformer comparée à des mycoplasmes 

possédant pour certains peu ou pas de SRM. 

 Malgré cette barrière potentielle, nous avons réussi à développer une méthode de 

transformation au PEG pour M. hominis. Le protocole, qui s’inspire des protocoles de 

transformations de M. arthritidis et U. parvum, a permis l’obtention des premiers mutants de 

M. hominis  par  transposition  à l’aide du vecteur pMT85-Tet  portant  le  gène  tet(M) 

conférant une résistance aux tétracyclines. Pour établir le protocole, de nombreux paramètres 

ont été testés. Parmi les paramètres importants, nous pouvons citer la souche de M. hominis à 

transformer, la phase de croissance des cellules, le poids moléculaire et la concentration du PEG 

à utiliser, ainsi que le temps de contact entre le cellules, le PEG et le plasmide à introduire. Les 

différentes expériences ont permis d’établir un protocole de transformation reproductible 

utilisant le PEG8000 40 % avec un temps de contact supérieur à 10 minutes. 
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 Plusieurs mutants d’intérêts ont été générés. Le mutant 28-2 par exemple, contenait le 

transposon inséré dans le gène codant la protéine P75, adhésine majeure de M. hominis. Un test 

d’adhésion à des cellules HeLa a été mis en place afin de vérifier le rôle de cette protéine dans 

la capacité de M. hominis à adhérer aux cellules, sans montrer de réelle différence avec la 

souche sauvage M132 de M. hominis.  

 Enfin, le séquençage des génomes de deux transformants, 28-1 et 29-1, a montré que de 

multiples copies du transposon pouvaient s’intégrer au sein du même génome, en conférant un 

degré de résistance à la tétracycline différent en fonction du nombre de copies. L’intégration 

complète du plasmide a également été mise en évidence, tout comme la présence de 

phénomènes de duplication et d’inversion de grandes régions génomiques, donnant des souches 

de M. hominis présentant de larges réarrangements chromosomiques. 

 Tous ces travaux ont permis d’ouvrir la voie à l’obtention des premiers mutants de 

M. hominis modifiés par transformation. Ce protocole, une fois optimisé, pourrait permettre à 

terme d’élaborer le protocole de transplantation et accéder à des méthodes de mutagenèse ciblée 

chez M. hominis, une espèce considérée jusqu’alors comme génétiquement non modifiable. 
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Abstract 

Mycoplasma hominis is an opportunistic human pathogen involved in genital and neonatal 

infections. Until this study, the lack of reliable transformation method or efficient tool for 

genetic manipulation hindered the investigation of its pathogenicity and of its peculiar arginine-

based metabolism. Genome analysis performed on 20 different M. hominis strains revealed a 

high proportion of putative restriction-modification systems in this species. Despite their 

presence, a reproducible PEG-mediated transformation protocol was successfully developed 

here for three different strains, two clinical isolates and the M132 reference strain. 

Transformants were generated by transposon mutagenesis with an efficiency of about 10-9 

transformants/cell/µg plasmid and shown to carry single or multiple mini-transposons randomly 

inserted in their genome. One M132-mutant was found to carry a single-copy transposon 

inserted in the gene coding P75, a protein potentially involved in adhesion. Yet, no difference 

in adhesion was observed in cell-assay, between this mutant and the M132 parent strain. Whole 

genome sequencing of mutants carrying multiple copies of the transposon further revealed the 

occurrence of genomic rearrangements. Overall, this is the first time that genetically modified 

strains of M. hominis are obtained by random mutagenesis using a mini-transposon conferring 

the resistance to tetracycline.  
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Introduction 

 
The human mycoplasma, Mycoplasma hominis, is an opportunistic pathogen, commonly 

found as a commensal of the women genital tract. It may cause genital and neo-natal infections 

and systemic infections in immunocompromised patients1. This pathogen is frequently 

associated with Trichomonas vaginalis and can influence gene expression in this parasite2. The 

genome of the reference strain M. hominis PG21 has been sequenced (665 kb, 27.1% GC)3 and 

is known as the second smallest genome, capable of sustaining life after the one of M. 

genitalium4. The sequencing data evidenced a particular trait in this species of Mollicutes. The 

production of energy depends on the hydrolysis of arginine in contrast to glucose or urea for 

most bacteria colonizing the same urogenital niche. 

The understanding of metabolism as well as mechanisms of infection in this minimal 

organism remains severely limited mainly because of the lack of genetic manipulation tools. A 

transformation method based on electroporation has been described in 20005 but up to now, the 

procedure could not be repeated. Another study showing the transfer of the Tn916 transposon 

from Streptococcus faecalis to M. hominis has been reported6 but again the results could not be 

reproduced. More recently, a technique, combining random chemical mutagenesis to high-

throughput screening for nucleotide polymorphisms has been applied to M. hominis PG217. 

This method of reverse genetics, called TILLING for Targeting-Induced Local Lesions IN 

Genomes, allowed producing the first M. hominis PG21 mutants. Although, this achievement 

paved the way for the development of functional genomics in M. hominis, the process remains 

rather fastidious for routine application and may generate multiple non desired mutations across 

the genome7.  

A synthetic biology approach is now commonly used for mycoplasmas species belonging to 

the Mycoides cluster8. In this procedure, the mycoplasma genome is first isolated from a 

bacterial cell and cloned into the yeast Saccharomyces cerevisiae inside which it can be 

modified at large scale using the genetic tools available for this host as the Tandem Repeat 

Endonuclease Cleavage (TREC) or the CRISPR/Cas9 systems9,10. Then, the highly modified 

genome is transplanted in a recipient cell of the same species or a species showing a 

phylogenetic proximity11 to generate the cognate mutants. This technique is currently under 

development for M. hominis, but the last transplantation step remained to be achieved12. In this 

genome transplantation procedure, the restriction-modification (R-M) barrier had to be taken in 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S1. Prediction of restriction-modification systems in different species of 
mycoplasmas by Rebase database. Representation of restriction-modification (R-M) systems 

of (A) M. genitalium G37, (B) M. arthritidis 158 L3-1, (C) M. mycoides subsp. mycoides PG1, 

(D) M. mycoides subsp. capricolum GM12 and (E) M. hominis PG21, based on Rebase 

database. The smallest genome of M. genitalium G37 (A) only harbors one type I R-M system 

and one type II. Cattle pathogens like M. mycoides subsp. mycoides strain PG1 (C) and 

M. mycoides subsp. capri strain GM12 (D) present, respectively, four type II R-M systems and 

seven R-M systems (six type II and one type III). M. arthritidis 158L3-1 (B) has only two type 

II R-M systems. Two type I, three type II and one type III are predicted by Rebase in M. hominis 

PG21.  



Table 1. In silico analyses of restriction-modification systems in M. hominis sequenced 
genomes. 

aStrains highlighted in grey correspond to strains with genome sequence available on NCBI database.  
b● corresponds to one complete copy. ○ indicates putative incomplete system.  
cStrains in bold are transformable strains. 

  

M. hominis 

strainsa 
Type I Type II Type 

III 

Type 
IV Total 

EcoR124II EcoKI BcgIA Sau96I HaeIII FokI DpnII Eco57I BspRI VspI McrBC 

PG21 ●○b     ○     ●○       ●   6 

ATCC 

27545 
●○     ●             ● 

  
4 

ATCC 

33131 
●     ●○             ● 

  
4 

AF1 ●●     ●○     ●     ● ●   7 

AF3 ●   ○ ●○     ●       ●   6 

PL5 ● ● ○ ○○     ●   ○   ●   8 

M132c ● ●   ○     ●       ● ● 6 

35 ●     ●●○   ○         ●   6 

331 ● ●   ●●   ○ ○○○       ●   9 

2674 ●   ○ ●●     ○       ●●   7 

3299 ●○       ○   ○○○       ●   7 

3364 ● ●   ○     ○○○○       ● ● 9 

3631 ●   ○ ○     ○       ●   5 

4016 ●●     ●○○   ○         ●   7 

4235 ●   ● ○             ●   4 

4788 ●     ○     ○ ○     ●   5 

4796 ●○   ○ ●○○   ○         ●   8 

5012 ●   ○ ●○   ○ ○○       ●   8 

5060 ●   ○ ●   ○ ●○       ●   7 

5096 ●○   ○ ●○     ○       ●   7 
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consideration13. Genomes incorrectly methylated were immediately hydrolyzed by the 

restriction enzyme present in the recipient cells14.  

Over the past decades, efforts have been made to elaborate protocols for DNA transfer in 

M. hominis with no conclusive results. However, such procedures were successfully set-up for 

both M. arthritidis, the closest relative mycoplasma of M. hominis15 and for Ureaplasma 

parvum, a human pathogen known to be difficult to transform and sharing the same ecological 

niche as M. hominis16. These results encouraged us to pursue the development of a 

transformation procedure for M. hominis. In this study, we report the first reproducible 

transformation procedure for M. hominis with plasmids carrying a transposon, using a 

transformation protocol based on polyethylene-glycol (PEG).  
 

Results 

 
Restriction-modification systems analyses 

 

 Many restriction-modification systems (R-M systems) have been described in the 

genome of mollicutes species (Figure S1), and several have been functionally 

characterized8,15,17,18. These systems provide immunity against foreign DNA and therefore may 

constitute an important barrier to both natural and artificial bacterial transformations13,19. In 

order to facilitate the development of a transformation procedure for M. hominis, we thus seeked 

for a strain containing the lowest number of defense mechanisms.  

 Twenty M. hominis sequenced genomes, 13 from clinical strains described in this study, 

six already published3,20-22, and the M132 reference strain, were analysed and compared using 

Molligen and Rebase databases23,24. Many putative R-M systems were found (Table 1), each 

strain studied contained between four to nine R-M systems. Interestingly, three putative R-M 

systems were shared by all strains: the type I EcoR124II-like, the type II Sau96I-like and the 

type III systems. Other predicted systems were diverse in term of type and specificity (four 

different type I and seven different type II), and/or copy numbers (four copies of the type II 

DpnII system can be predicted in the strain N°3364) (Table 1). R-M systems were considered 

as incomplete if one or more subunit was missing.  

 This analysis suggested a great diversity of R-M systems in the M. hominis lineage. 

Since no strain contained none or a very low number of R-M systems, we decided to pursue the 

work with the strains available in the laboratory, two reference strains PG21 and M132, and 



 

 

Figure 1. Variable parameters during M. hominis transformation assays. All the different 

conditions experimented during the elaboration of the transformation protocol are detailed in 

rectangles.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S2. M. hominis M132 growth curve. Experiments were done in duplicate (red and blue 

curves), and M. hominis PG21 growth curve was added (Bébéar, personal data). Yellow, orange 

and red zones correspond respectively to early, mid-log and late phases that we defined. The 

doubling time for M. hominis M132 strain is around 65 minutes. 
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along with 13 clinical isolates referenced as 35, 331, 2674, 3299, 3364, 3631, 4016, 4235, 4788, 

4796, 5012, 5060, and 5096. 

 

Development of the M. hominis PEG-mediated transformation protocol 

 

 The PEG-mediated transformation protocol of M. hominis was elaborated based on the 

transformation protocols previously developed for M. arthritidis15 and U. parvum16.  

 Many different conditions of transformation using the plasmid pMT85-Tet were tested 

to generate the first genetically modified M. hominis mutants. First assays were made on the 

reference strain PG21 but no transformant were obtained. Then, we attempted a series of 

experiments on the M. hominis reference strain M132. Using a preliminary protocol, a few 

transformants were produced and after this first success, efforts were dedicated to improve the 

reproducibility and efficiency of the protocol. We worked notably on M. hominis cell growth, 

the wash buffer composition, the methylation of the plasmid to be transformed and the PEG 

concentration, molecular weight and time of contact with the cells. Close to 150 variations of 

the protocols were tested and the main parameters that were adjusted are summarized in 

Figure 1.  

 The impact of M. hominis M132 cell growth on the transformation protocol was 

evaluated accordingly to its growth over time so that we defined three phases of culture (early, 

mid-log and late) that were used separately or in combination for transformation assays (Figure 

S2). The best efficiencies were finally obtained when a mix of the three growing phases was 

utilized compared to a precise time of incubation. Different wash buffers, which were also used 

to prepare the PEG solution, were tested during the optimization of the protocol. While no 

transformants were observed with the Tris-sucrose pH 6.5 and HBSS buffers, some 

transformants were obtained with both the PBS and the T Buffer (Tris 10 mM pH 6.5). 

However, the results obtained with the PBS buffer were not reproducible.  

 Another important parameter to consider was the methylation of the plasmid pMT85-

Tet because R-M systems as previously mentioned may have an important impact on 

transformation efficiency. The transformation of M. hominis using unmethylated plasmid 

yielded no colonies. In order to protect plasmid against restriction endonucleases and develop 

a protocol that could be broadly applied, we looked for enzymes that could methylate plasmid 

DNA as much as possible. We tested two different commercial methyltransferases, the SssI 

methyltransferase, which methylates CpG islets and the CviPI methylase, which methylates 



Table 2. M. hominis transformation efficiencies* using PEG-mediated transformation.  

Cell/PEG 
time of contact 

(minutes) 

PEG concentration 
Washing buffer 

40 % 50 % 60 % 

1 0 0 0 

T-Buffer 
10 8.7.10-10 0 0 

30 8.7.10-10 0 0 

60 2.9.10-10 0 0 

1 0 0 0 

PBS 
10 0 6.8.10-10 0 

30 0 6.8.10-10 2.3.10-9 

60 0 2.7.10-10 0 
*Efficiency is expressed in number of transformants/CFU/µg of plasmid. 

  



Table 3. Position of the tet(M) gene in M. hominis M132 transformants.  

M. hominis 
transformant 

tet(M) 

position in 

the genome 

Gene mnemonic Gene product 

Gene 

length 

(bp) 

tet(M) 

position in 

the gene 

M132-21 384,966 Mhom132_03040 
Tyrosine 

recombinase XerC 
1,035 471 

22-1 384,682 Mhom132_03040 
Tyrosine 

recombinase XerC 
1,035 187 

22-4 598,354 Mhom132_05080 

tRNA-specific 

adenosine 

deaminase tadA 

477 438 

22-5 684,900 Mhom132_06040 dUTPase 528 21 

28-2 297,373 Mhom132_02390 
Putative P75 

precursor 
1,971 846 

28-3 574,159 Mhom132_04900 Lmp-related protein 5,394 276 

34-1 449,450 - Non-coding region - - 

35-4 699,164 Mhom132_06190 
Restriction enzyme 

BcgIA subunit alpha 
2,340 2,221 

35-11 635,100 Mhom132_05560 

Efflux magnesium 

and cobalt protein 

CorC 

1,305 758 

36-1 539,928 Mhom132_04540 Hypothetical Protein 783 104 

37-1 71,023 - Non-coding region - - 

39-4 689,881 Mhom4016_05850 P120’ protein 2,748 842 

39-5 290,526 Mhom4016_02610 Lmp-related protein 1,899 429 

41-1 278,839 Mhom132_02270 ABC transporter 1,824 1,117 

43-1 130,814 Mhom5012_01160 
Cell divison protein 

FtsZ 
1,146 943 

46-2 448,380 - Non-coding region - - 
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GpC islets. In our experiments only the CpG methylase gave transformants. The double 

methylation with both SssI and CviPI methyltransferases did not increase the efficiency. 

 Regarding the PEG, first assays of transformation were performed with PEG 8000 40% 

to 50% as it is commonly done for M. arthritidis and U. parvum. Other assays, including PEG 

of different molecular weights and concentrations were further tested. We found that the 

concentration of the PEG was critical. Low percentages (10 %, 20 %, 30 %) were unsuccessful, 

while high percentages (40 %, 50 %, 60 %) gave 24 transformants on selective media. The best 

efficiency was reached with PEG 60 % but contrary to PEG 40%, the results were not 

reproducible. Finally, different times of contact between cells and the PEG were investigated 

(1-2-5-10-30-60 minutes). The highest number of transformants was produced after incubating 

the cells 30 minutes with the methylated plasmid in presence of PEG 8000 40 %. Several other 

parameters were investigated, such as volume of culture (3 mL to 10 mL),  number of washes 

(1 to 3) or quantity of plasmid (1 to 20 µg) (Figure 1), but their impact on transformation 

efficiency was not clear. 

 All these experiments resulted in the development of a reproducible PEG-mediated 

transformation protocol (see Material and Methods) that generate M132 transformants with an 

efficiency reaching 2.3.10-9 transformants/cell/µg of plasmid (Table 2).  

 This protocol was tested with 13 others clinical strains available in the laboratory and 

susceptible to tetracycline. One transformant was only obtained for strains 4016 and 5012.  

 
Genotypic analyses of M. hominis transformants 

 

 After transformation, colonies appeared on selective plates after 3 to 14 days of 

incubation. Most of the colonies had a typical “fried-eggs” aspect, characteristic of the wild 

type M. hominis strain. 

 All transformants tested were positive by PCR for the tet(M) gene, suggesting that the 

transposon of the pMT85-Tet integrated the M. hominis genome, they were confirmed as 

M. hominis species after sequencing of the 16S rDNA PCR product. 

 Further analyses were carried out to precisely determine the site of insertion of the 

transposon. Single-primer PCRs followed by Sanger sequencing of the PCR products were 

performed on the gDNA of 24 transformants. Legible results were obtained for 16 out of 24 

mutants. For these 16 mutants, results showed that only one copy of the transposon was present 

in the bacterial genome and that its insertion appeared random (Table 3). For the other eight, 



 

 

Figure 2. Insertion site of the tet(M) gene in the genome of M. hominis M132 transformant 
28-2. (A) Scheme of the transposon inserted in M. hominis M132 genome. It contains inverted 

repeats (point rectangles), sequence of the pMT85 (white rectangles) and the tet(M) gene (dark 

grey rectangle). (B) Scheme of insertion site for transformant 28-2. Hatched rectangles 

represents the M. hominis M132 gene in which the tet(M) gene is inserted. Double thin lines 

represent the position of the insertion inside the M. hominis M132 gene. Clear grey rectangles 

correspond to sequences of the bacterial genome. Numbers above single thin lines indicate the 

position around the genome. Black arrows indicate the position of PCR primers P75-F1 and 

P75-R1, and grey arrows indicate the position of PCR primers P75-F2 and P75-R2.   

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S3. Quantification of the P75 gene expression by semi-quantitative RT-PCR.  
(A) PCR amplification of the P75 gene.  M: ladder 100 bp (Promega), 1: M.  hominis M132, 2: 

mutant 28-2, 3: M. hominis PG21, 4: M. arthritidis 158L3-1, 5: mutant 39-5, 6: H2O, 7: 

M.  hominis M132, 8: mutant 28-2, 9: M. hominis PG21, 10: M. arthritidis 158L3-1, 11: mutant 

39-5, 12: H2O.  1-6: primers P75-F1 and P75-R1, 7-12: primers P75-F2 and P75-R2  

(B) PCR amplification of cDNA after reverse transcription. 1: M.  hominis M132 cDNA, 2: 

mutant 28-1, 3: mutant 28-2, 4: mutant 29-1, 5: mutant 39-5, 6: No RT control, 7: H2O, 8: 

M. hominis M132 DNA, 9: M.  hominis M132 cDNA, 10: mutant 28-1, 11: mutant 28-2, 12: 

mutant 29-1, 13: mutant 39-5, 14: No RT control, 15: H2O, 16: M. hominis M132 DNA. 1-8: 

primers P75-F1 and P75-R1, 9-16: primers P75-F2 and P75-R2.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Test of adhesion to Hela cells. The graph shows the quantity of adherent M. hominis 

(copies/µL) as a function of M. hominis inoculum (CFU/mL). Black squares correspond to 

M132 wild-type strain and grey points correspond to the 28-2 mutant. This experiment was 

made in triplicate, and average values are represented. Standard deviation is represent above 

points by vertical lines.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Transposon insertions in mutant 28-1 (A) and 29-1 (B). Black lines correspond to bacterial genome portions. Numbers indicate the 

insertion position of tet(M). Hatched rectangles in (B) represent the duplicated region of 9 kb.  
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two could not be determined because of technical problems and six had sequencing profiles 

showing several superimposed peaks, suggesting that several copies of the transposon were 

present in the genome (see below).  

 The M. hominis mutant 28-2 was of particular interest, the tet(M) gene being integrated 

right in the middle of a gene coding for a precursor of the P75 lipoprotein potentially involved 

in the pathogenicity of M. hominis (Figure 2). For the other mutants, the transposon was found 

in intergenic regions, hypothetical protein, or lipoprotein-encoding genes, or at the end of 

essential genes (Table 3).     

 

Phenotypic analyses of M. hominis mutant 28-2  

 

 The expression of the gene coding for the P75 was investigated by semi-quantitative 

RT-PCR. A small transcript corresponding to the beginning of the gene (before the tet(M) 

insertion) could be detected, while no transcript was produced around the insertion site of the 

transposon, suggesting shorter or no transcript of the gene (Figure S3).  

 The capacity of adhesion of this mutant to HeLa cells was further tested in comparison 

with M. hominis M132 wild-type strain. No difference of adhesion was observed between the 

M132 wild-type strain and the mutant 28-2 suggesting the mutant fully retained its capacity to 

adhere to eukaryotic cells. For both samples, the quantity of adherent M. hominis linearly 

increased function to the inoculum (Figure 3). As expected, the correlation disappeared with 

high concentration of M. hominis cells.  

 
Large DNA rearrangements detections by WGS 

 
 To confirm that the genome of some mutants carried multiple copies of the transposon, 

two mutants 28-1 and 29-1 were selected to have their genomes completely sequenced. WGS 

data revealed that in rare case variable copy numbers of the transposon across the M. hominis 

genome. Indeed, five copies of the transposon were found in the genome of transformant 28-1 

while three copies were found in the genome of transformant 29-1. Among the five copies of 

the transposon found in transformant 28-1, four were part of tandem repeats and three out of 

these four were copies of the entire pMT85-Tet itself (Figure 4). The last copy of the transposon 

was located at a distance of 300 kb. Surprisingly, this 300-kb region that was surrounded by 

transposons in each side was inverted compared to its wild-type version. This inversion resulted 



 

 

 

 

 

 

Table S1. Name and specificity of the R-M systems predicted in M. hominis strains. 
 

a Red letter indicates the methylation position.  

System 
 Type I  Type II  

Type III 
 Type IV 

 EcoR124II EcoKI BcgIA  Sau96I HaeIII FokI DpnII Eco57I BspRI VspI   McrB 

Specificity 

 

5'-

GAAN7RT

CG-3' 

5'-

AACN6G

TGC-3' 

5'-

CGAN6T

GC-3' 

 

G/GNCCa GG/CC GGATG(N)9/ /GATC 
CTGAAG

(16/14) 
GG/CC AT/TAAT 

 

? 

 

N4- and C5-

methylcytosine 

    

Adenine or 

Cytosine 

methylation 

 

Adenine Adenine Adenine 

 

Cytosine  Cytosine Adenine Adenine Adenine 5 Cytosine Adenine 5 

 

Adenine? 

 

- 
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in the disruption of the tyrosine recombinase xerC gene in two sections. For clone 29-1, a 

perfect duplication of about 9 kb was flanking the double insertion of the tet(M) at position 

256,474 of the genome (Figure 4). The third copy was found inserted in conserved hypothetical 

protein-encoding gene at position 208,266 of the genome. Altogether, these results suggested 

that insertions of multiple copies of the transposons were located next to large DNA 

rearrangement events in M. hominis genome. 

 

Analyses of the antibiotic resistance in clones carrying several copies of the tet(M) 

 

 Minimal inhibitory concentrations (MICs) to tetracycline were determined to check if 

the copy number of tet(M) gene influence the level of resistance. Compared to M132, whose 

MIC was 0.125 µg/mL, the 28-2 mutant, which carries only one copy of tet(M) gene, had a 

MIC of 8 µg/mL, close to the MIC of the 29-1 mutant (16 µg/mL), which had three copies of 

the transposon. Interestingly, the clone 28-1, with five insertions of the tet(M) determinant, had 

a MIC two to four times higher than the other mutants (32 µg/mL). 

 

Discussion 

 
In this study we developed a reproducible protocol of transformation for M. hominis that was 

based on PEG. We showed that the procedure can be used for random mutagenesis using a 

plasmid carrying a mini-transposon. But in a near future, we estimate that this procedure could 

lead to directed mutagenesis as it has been done for other mycoplasma species25.  

To achieve that goal, we first looked for an M. hominis strain that contained a low number 

of R-M systems. Indeed, those systems made of a restriction endonuclease and a DNA 

methyltransferase, which prevents DNA cleavage by the cognate endonuclease (except for the 

type IV), are well known for constituting a barrier to DNA transformation13,26. The genomes of 

20 M. hominis strains were scrutinized for the presence of such systems. The in silico analysis 

predicted the presence of many R-M systems in M. hominis strains (Table 1 and Table S1). 

All genomes studied harbored minimum four systems and this number increased up to nine for 

some clinical isolates (331 and 3364).  Even though, no information is available regarding their 

activity, the high prevalence of R-M systems in M. hominis genomes combined with their high 
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diversity (type I, II, III and potentially IV) may explain the difficulty encountered by the 

community to develop strategies to genetically modify M. hominis.  

Regarding the transformation protocol itself, several parameters appeared to be crucial for 

the transformation protocol to be successful (Figure 1). First of all, we observed that the success 

of transformation depended on the selected strains. The PG21 strain was initially selected for 

our experiments as the most widely studied M. hominis representative7,12. Unfortunately, no 

satisfying results were obtained, redirecting our efforts to other strains. Among the 15 other 

strains tested, only three (M132, 4016 and 5012) were successfully transformed but for no 

apparent reason. Indeed, the genome of those three strains contained 6, 4 (7 including 

incomplete copies) and 6 (8 including incomplete copies) different systems respectively, that is 

to say, a similar number as most of the other strains (Table 1 and Table S1). Moreover, all 

three contained different types of R-M systems (type I, II, III), sometimes in duplicates or 

triplicates (clinical strains 4016 and 5012). Some R-M systems are perhaps not active but 

certainly not all. Because bacteria that were subjected to degenerative evolution such as 

mycoplasmas, have a tendency to lose the genetic material not essential for their survival. Could 

this observation suggest that other barriers than R-M systems, not yet identified, may exist and 

prevent artificial DNA transfer in M. hominis? In addition, it can be noted that a potential type 

IV R-M system, which are only composed of a restriction enzyme that cuts methylated DNA, 

was predicted in M. hominis M132 genome (McrBC-like system). In our assays, successful 

transformation occurred only when the plasmid DNA was treated with the CpG SssI 

methyltransferase, suggesting that the McrBC system is present but not functional under 

experimental conditions. 

All assays performed either with unmethylated plasmid or plasmid methylated with the GpC 

M. CviPI methyltransferase did not yield any transformant.  

Another central parameter to consider was the phase of the bacterial growth to be used. 

Indeed, transformants were obtained only when an equal volume of the early, mid and late log 

phases were combined compared to a phase in particular (Figure S2). Although this result was 

reported for U. parvum16, in many other well-established transformation protocols the early or 

mid-log phase bacterial cultures are generally preferred27-30. Together with the phase of growth, 

we noticed that some wash buffers were more suited to the M. hominis species than others. The 

T-Buffer used in the M. arthritidis transformation15 was successful while other common buffers 

for mycoplasmas (PBS 1X or Tris-HCl 10mM, pH 6.5-sucrose 0.5M) were not.  

The last critical points to adjust for the M. hominis transformation procedure were the 

molecular weight and the concentration of the PEG. The time of contact between the bacterial 
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cells and the plasmid mixture was also of high importance. In the end, the procedure required 

using a PEG having an average molecular weight of 8,000 g/mol (PEG 8000) at high 

concentration (40%-50%-60% in T-Buffer) and the time of contact with bacterial cells/plasmid 

mixture lasted for 10 minutes or more. This latter adjustment was not really expected. Indeed, 

most of the previously published PEG-mediated transformation protocols recommended not 

letting the reaction occur for more than 2 minutes, because of the presumed toxicity of the PEG 

for the cells. In our experiments, we did not observed a higher mortality of M. hominis cells 

when their membrane were permeabilized by with PEG during 10 to 30 minutes compared to 2 

minutes (data not shown).  

It must be noted that two antibiotic resistance encoding genes were tested for selection during 

transformation experiments. In contrast to the tetracycline determinant, the gentamicin 

resistance gene only allowed the recovery of false-positive clones corresponding to spontaneous 

resistants (data not shown). Development of replicative plasmid containing the origin of 

replication of M. hominis was attempted, with no convincing results so far (data not shown).  

By combining all these parameters, we finally came up with a reliable protocol of 

transformation for M. hominis. Relatively low efficiencies were obtained for each experiment 

(up to 2.3.10-9 transformants/cell/µg of plasmid), meaning that the protocol needs to be further 

optimized. However, it is reproducible and it generated M. hominis genetically modified cells 

by random mutagenesis. The refinement of the protocol may be done by counteracting the R-

M systems, for example by protecting the donor DNA before its entry into the cells or by 

isolating strains with the transposon inserted in a gene encoding a restriction enzyme that could 

be later be used as recipient cell for transformation. In the current protocol, plasmids are 

methylated with the SssI commercial methyltransferase which brings protection (CpG) only 

against some restriction endonucleases, but not all. To improve this, one can imagine preparing 

M. hominis cellular extracts in order to be able to methylate the exogenous DNA with 

M. hominis endogenous methyltransferases just before transformation8. Reaching better 

efficiencies may also rely on the construction of a plasmid more adapted to M. hominis. 

Different promotor for driving the tet(M) expression) gene could be tested, a codon optimized 

version of the tet(M) gene could also be designed.  

 In the course of these experiments mutants of interest have been isolated, such as mutant 

28-2 which harbored the tet(M) inside the P75 lipoprotein gene, potentially involved in the 

cytadherence of M. hominis31,32. After verifying that the gene was really knocked-out by PCR 

and RT-PCR, the adhesion capacity of the mutant strain was tested using HeLa cells (Figure 

3). Results showed no difference of adhesion between the M132 wild-type strain and the 
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derivative mutant 28-2. Few hypotheses should be considered: (i) the truncated protein is still 

expressed at the surface with a conformation allowing adhesion to Hela cells. Antibodies 

against P75 protein could be helpful to confirm this hypothesis by Western Blot, (ii) the 

adhesion test to HeLa cells is not sensitive enough. A real negative control with a non-adherent 

strain would allow us to confirm or disconfirm this hypothesis and, (iii) the absence of one 

protein is not sufficient to observe an altered adhesion, other surface proteins being certainly 

involved in M. hominis adhesion 33,34. 

 Next Generation Sequencing unveiled singularities in the genome of two transformants, 

mutants 28-1 and 29-1, which contained multiple copies of the transposon all around the 

genome. A large genomic inversion of 300 kb was seen in mutant 28-1, causing the inactivation 

of a gene coding for the XerC tyrosine recombinase. Interestingly, this recombinase is known 

for its role as a mediator in site-specific recombination events and inversion events in other 

bacteria35-37. Moreover, the transposon was found integrated in this gene in three mutants out 

of 24 suggesting that this region is a hotspot of integration in M. hominis M132. Multiple 

insertions of transposons as well as whole plasmid integration were already observed in 

mycoplasmas with transposons Tn4001 and Tn91616,38-43. In the pMT85-Tet, the transposase 

encoding gene was moved out from the transposon to limit multiple insertions and full plasmid 

integration38,44. We showed for the first time the presence of multiple transposons integration, 

whole plasmid recombination and highlighted large DNA rearrangements in the genome 

certainly induced by the presence of the plasmid in M. hominis cells.  

 Another interesting outcome of this work, was that the tet(M) copy number might 

influence the level resistance of a strain to an antibiotic. In our experiments, clone 28-1 with 

the highest copy number of the tet(M) has a tetracycline MIC two to four times higher than 

those of the other mutants (32 µg/mL). 

 Altogether, these data demonstrate that we are now capable of obtaining some 

genetically modified M. hominis mutants by random mutagenesis. Even though the 

transformation efficiency is still low, these results are encouraging and lay the foundation for 

the gene function studies. They may also pave the way toward the development of genome 

transplantation, to permit targeted mutagenesis and direct inactivation of gene of interest in the 

M. hominis species.   
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Materials and Methods 
 

Mycoplasmas strains culture and numeration 

 

 M. hominis reference strains PG21 (ATCC 23114) and M132 (ATCC 43521) and 

clinical isolates 2674, 3299, 331, 3364, 35, 3631, 4016, 4235, 4788, 4796, 5012, 5060, 5096 

(SRA accession number: PRJNA493181) were grown at 37°C in Hayflick modified medium 

supplemented with arginine during 24 to 48 hours45. Transformants were cultured in the same 

media containing 2 µg/mL of tetracycline. Bacterial titers were evaluated both by Color 

Changing Units (CCU) and Colony-Forming Unit (CFU) as previously described45. MIC were 

determined according to Clinical & Laboratory Standards Institute guidelines46. 

 

Plasmid and in vitro methylation 

 

The vector used for M. hominis transformation was the pMT85-Tet, derived from the 

Tn4001-based mini transposon plasmid pMT8544. The pMT85-Tet carried the tetracycline 

resistance gene tet(M) driven by the spiralin promotor (PS) instead of the gentamicin resistance 

gene47,48. Before transformation, the plasmid was methylated by the CpG methyltransferase 

from Spiroplasma sp. strain MQ1 (M. SssI, New England Biolabs) according to manufacturer’s 

recommendations.  

 

M. hominis transformation protocol 

 

After determining the optimal conditions, the protocol was performed as follows: a 

108 CFU/mL pre-culture was diluted from 10-1 to 10-10 and incubated 24h at 37°C to obtain 

three different phases of culture (e.g. early, mid-log and late phase). The pool of these three 

different growth stages (which corresponded to the 10-3, 10-4 and 10-5 dilutions in three mL of 

culture) was centrifuged at 10,000 g, 4°C during 20 minutes. The pellet was washed twice with 

cold T-Buffer (Tris 10 mM pH 6.5) and centrifuged at 10,000 g, 4°C during 10 minutes. After 

centrifugation, the cells were put in suspension with 400 µL of cold CaCl2 0.1 M and incubated 

at 4°C during 30 minutes. Cold CaCl2-incubated cells (100 µL) were gently mixed with 10 µg 

of yeast tRNA (Life technologies) and 10 µg of plasmid methylated with SssI methyltransferase 

(New England Biolabs). This mixture was dropped at the surface of 1.5 mL of 40% PEG 8000 
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(Sigma-Aldrich) during 30 minutes. The contact was stopped by addition of 7.5 mL of Hayflick 

arginine liquid medium and incubated 3 hours at 37°C. The transformation reaction was 

centrifuged at 8,000 g, room temperature during 10 minutes. Pellet was suspended with 1 mL 

of Hayflick arginine liquid medium and 200 µL were plated on selective solid medium with 2 

µg/mL of tetracycline (Sigma-Aldrich) and incubated at 37°C with 5% CO2. Transformed 

M. hominis colonies appeared between 3 to 7 days after transformation. 

 Colonies obtained on selective plates were picked in 1 mL of Hayflick arginine plus 

tetracycline (2µg/mL) and incubated at 37°C during 24 to 96 hours. Cultures were stocked at -

80°C. PCRs were performed with DNA extracts obtained with the NucleoSpin® Tissue kit 

(Macherey-Nagel). After checking of the presence of the tet(M) gene and confirmation of the 

identification of the M. hominis species by PCR (see below), the positive transformants were 

sub-cloned three times by successive passages in selective solid medium. 

 

Screening of M. hominis transformants by PCR  

 

 The tet(M) PCR reaction mixture, 50 µL final volume, consisted of 1X PCR buffer 

(Promega), 3 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 1 μM of each primers (IntMtet1 and IntMtet2), 1U 

of HotStart G2 DNA polymerase (Promega), and 5 μL of DNA template. Amplification was 

performed as described by Dordet-Frisoni et al.47 Species determination was performed by 

amplification and sequencing (Eurofins genomics) of the 16S rDNA gene, according to 

Teyssou, et al. 49.  

 

Determination of the tet(M) gene insertion site by Single-Primer PCR 

 

 M. hominis total genomic DNA extractions were performed on 10 mL cultures using the 

NucleoBond® AXG20 columns and the NucleoBond® Buffer Set III from Macherey Nagel 

according to manufacturer’s instructions. Insertion sites of the transposon were then determined 

by single-primer PCR. The 25 µL final volume mix was composed of 1X PCR Buffer 

(Promega), 3 mM MgCl2, 1 µM of SG9 primer (5’-TTTGGTTCAGAAACTGGTGCT- 3’), 0.2 

mM dNTPs, 0.1 µL of HotStart G2 DNA polymerase (Promega), and 2.5 µL of transformants 

DNA. The PCR amplification cycle was performed as previously described47. The insertion 

positions were determined by Sanger sequencing (Eurofins genomics) of the PCR products with 

the nested primer MT85-1 (5’– ACAGTAATTGCGGGTGGATC-3’). 
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Analyses of mutant 28-2 

 

 Expression of the P75 gene (Mhom132_02390) in the M. hominis mutant 28-2 was 

assessed by semi-quantitative RT-PCR. Total RNA extraction was performed using 

NucleoSpin®RNA plus kit (Macherey Nagel) according to manufacturer’s instructions. Reverse 

transcription was made on total extracts with Avian Myeloblastosis Virus (AMV) Reverse 

Transcriptase following recommendations provided by New England Biolabs. Transcripts 

presence was finally verified by PCR amplification of cDNA. The 50 µL final volume mix was 

composed of 1X PCR Buffer (Promega), 3 mM MgCl2, 1µM of each primer, 0.2 mM dNTPs, 

0.2 µL of HotStart G2 DNA polymerase (Promega), and 5 µL of cDNA. Two couples of primers 

were used, P75-F1 5’-GGCTTTTGGACTTTTAGCGC-3’ and P75-R1 5’-

GGCTATTGTTTTCAGGGCTTG-3’allowingthe amplification of a 5’ region of the gene; and 

P75-F2 5’-GCAGCGCATGACGAATTAAG-3’ and P75-R2 5’-

GCGCTTCATTTGGCTTGACT-3’, allowing the amplification of the region around the 

transposon insertion site. Amplification was performed as follows: 95 °C for 15 min, 35 cycles 

of 1 min at 95°C, 1 min at 58°C and 1 min at 72°C, and then 5 min at 72°C. M. hominis mutant 

28-2 adhesion to immobilized HeLa cells was determined as previously reported7. A control 

with no HeLa cells was made to exclude the fact that M. hominis adheres to the plate (data not 

shown). 

 

Whole genome sequencing (WGS) 

 

 WGS with 1D Native barcoding genomic DNA (with EXP-NBD103 and SQK-LSK108) 

was performed using Oxford Nanopore Technologies (ONT) GridION device by the Genome 

Transcriptome Facility of Bordeaux, France. Each step was performed according to ONT 

recommendations. Each purified barcoded DNA was quantified using Qubit fluorometer and 

DNA sizes were checked using Tapestation. Sequencing was performed with R9.4.1 Flowcell 

on the GridION device during 42 hours using live basecalling through the GridION dedicated 

basecaller Guppy. Whole genomes of transformants 28-1 and 29-1 were analysed to determine 

if multiple insertion of the tet(M) gene was possible. Genomes were assembled with Canu 1.7 

software50 and circularized with apc software51.  
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POINTS ESSENTIELS 
 

- M. hominis est une bactérie minimale réfractaire à la transformation, limitant les approches 

de génie génétique. 

 

- M. hominis possède de nombreux SRM complets qui pourraient constituer une barrière à 

l’entrée d’ADN étranger dans la cellule. 

 

- Une technique de transformation basée sur le polyéthylène glycol (PEG) a été développée 

pour trois souches de M. hominis. 

 

- Contrairement aux procédures déjà décrites dans la littérature, le protocole de transformation 

au PEG est fiable et reproductible. 

 

- Les mutants  sont générés  par mutagenèse  aléatoire e n utilisant le plasposon  pMT85-Tet 

portant le gène de résistance à la tétracycline tet(M). 

 

- Le mutant 28-2 possède un transposon dans le gène codant la protéine P75, adhésine majeure 

de M. hominis. Son inactivation a été confirmée par RT-PCR. 

 

- Un test d’adhésion à des cellules HeLa a été mis en place, et ne montre pas de différence 

d’adhésion entre le mutant 28-2 et la souche sauvage M132 de M. hominis. 

 

- Certains mutants ont intégré plusieurs copies du transposon dans leur génome, une intégration 

entière du plasmide a également été observée. 

 

- Le séquençage de génomes complets a mis en évidence des évènements de réarrangements 

génomiques de grande ampleur, telles que des duplications ou des inversions, chez des mutants 

de M. hominis. 

 

- La détermination des CMI à la tétracycline des mutants 28-1, 28-2 et 29-1 a montré une 

augmentation de la résistance en fonction du nombre de copies du transposon retrouvées dans 

les différents génomes. 



CONCLUSION ET DISCUSSION 
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CONCLUSION ET DISCUSSION  
 

 L’objectif majeur de ma thèse consistait à développer des outils génétiques pour 

modifier le génome de M. hominis, jusqu’alors considéré comme non transformable. Dans la 

littérature, trois équipes avaient rapporté l’obtention de mutants pour cette espèce bactérienne, 

par conjugaison (Roberts and Kenny, 1987), électroporation (Aleksandrova et al., 2000), ou par 

mutagenèse chimique (Pereyre et al., 2018). Mais ces résultats n’avaient pour certains, jamais 

été reproduits et pour d’autres reposaient sur des techniques lourdes à mettre en place. Pour 

atteindre mon objectif de thèse, nous avons opté pour une approche originale faisant appel à 

des technologies de BS développées récemment pour des mycoplasmes du groupe Mycoides 

(Lartigue et al., 2009). Cette approche requiert trois étapes : (i) le clonage du génome du 

mollicute d’intérêt (génome donneur) dans la levure S. cerevisiae, (ii) la modification de ce 

génome grâce aux outils génétiques disponibles chez la levure puis (iii) la transplantation du 

génome modifié, de la levure vers une bactérie receveuse de façon à produire un mollicute 

mutant dont le génotype et le phénotype correspondent au génome modifié. Nous avons donc 

entrepris le clonage du génome entier de la souche type PG21 de M. hominis dans la levure par 

la méthode du TAR-cloning (Larionov et al., 1996). Après avoir vérifié la stabilité du génome 

dans son hôte, il a été modifié par l’outil d’édition de gènes CRISPR/Cas9, disponible chez la 

levure (DiCarlo et al., 2013; Tsarmpopoulos et al., 2016). Dans le temps imparti, l’étape de 

transplantation des génomes M. hominis clonés et modifiés n’a pas été réalisée, car ce protocole 

de transplantation de génome entier n’est pas disponible pour cette espèce. 

 En parallèle du clonage et de la modification du génome de M. hominis dans la levure, 

et dans l’optique de développer à terme une méthode de transplantation de génomes entiers, la 

deuxième grande partie de mon travail de thèse a consisté à créer un protocole permettant 

d’introduire de façon artificielle de petites molécules d’ADN chez M. hominis. De très 

nombreuses expériences ont été réalisées par la méthode « essais-erreurs » et ont finalement 

abouti à la mise en place d’une technique de transformation reproductible utilisant le PEG. 

Plusieurs mutants d’intérêt ont été générés et caractérisés sur le plan génotypique et 

phénotypique. 

  

Clonage du génome de M. hominis dans la levure. Le génome entier de M. hominis PG21 

(665 kb) a été cloné dans S. cerevisiae. La souche PG21 a été sélectionnée dû à son statut de 

souche type de M. hominis et du fait qu’elle possède le plus petit génome décrit chez M. hominis 

(Pereyre et al., 2009). Ce génome se rajoute aux autres génomes de mycoplasmes clonés dans 
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la levure (Gibson et al., 2008; Lartigue et al., 2009; Benders et al., 2010; Karas et al., 2012; 

Baby et al., 2017). La plupart des mollicutes utilisent un code génétique différent du code 

génétique universel dans lequel le codon stop UGA code le tryptophane. Cette propriété 

intrinsèque aux génomes de mycoplasmes pourrait expliquer en partie la facilité avec laquelle 

ces génomes sont clonés et maintenus de façon stable dans la levure. Si des gènes sont 

correctement transcrits, il est probable que les protéines correspondantes soient tronquées. Cette 

hypothèse a été confirmée lors du clonage dans la levure du génome de A. laidlawii, qui utilise 

le code génétique universel. Le clonage de son génome n’a été possible qu’après suppression 

d’un gène codant une endonucléase toxique pour cet hôte (Karas et al., 2012). De plus, les 

machineries et signaux de transcription et traduction eucaryotes et procaryotes étant différents, 

le génome bactérien cloné a peu de chance d’être exprimé et donc d’être létal pour la levure, 

favorisant son maintien au sein de cet organisme. Ceci a pu être confirmé dans une étude récente 

dans laquelle l’impact de la présence du génome de M. florum sur le cycle cellulaire de la levure 

a été évaluée (Baby et al., 2018). Il a été montré que ce génome bactérien n’affectait pas de 

manière significative le cycle cellulaire de la levure malgré quelques différences au niveau de 

certaines phases du cycle. Les données de transcriptomique résultant de ces travaux ont 

démontré que les ARN messagers produits à partir du génome bactérien étaient peu nombreux 

dans la levure et la machinerie de transcription de cet organisme ne reconnaissait pas les 

promoteurs bactériens puisque les ARNm observés étaient produits à partir de phénomènes de 

transcription aléatoires (Baby et al., 2018). 

  

Stabilité du génome cloné dans la levure. La suite de mes travaux a eu pour but de vérifier la 

stabilité du génome cloné de M. hominis dans la levure. Il a été montré que les plasmides 

centromériques sont correctement maintenus dans leurs hôtes au cours du temps (Tagwerker et 

al., 2012 ; Baby et al. 2018). Les données obtenues sur M. hominis contredisent ces résultats 

puisque nous avons démontré que la taille du génome de M. hominis se réduisait au fur et à 

mesure des passages. La divergence de résultats peut provenir du fait que la stabilité avait 

seulement été évaluée à peu de passages et non pas après un grand nombre de passages comme 

cela a été fait dans nos travaux. Au cours de nos expériences, les clones de levure possédant le 

génome entier de M. hominis ont été propagés en milieu sélectif durant 30 passages, ce qui 

correspond à environ 180 générations. Les résultats ont montré des pertes de fragments de 

génomes à partir du dixième passage. Les analyses ont mis en évidence des mélanges de 

populations au sein d’un même passage, avec des levures portant des génomes de tailles 

variables. Les deux clones de levures testés ont également montré une évolution différente en 
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fonction du temps. Pour le clone B3-2, aucun génome intègre n’a été retrouvé au-delà du 

passage 20, alors que pour le clone B3-4, le génome complet n’est plus visible au passage 30. 

Il est intéressant d’observer qu’au fur et à mesure des passages, les levures abritant un génome 

entier disparaissent pour laisser place à des levures hébergeant des génomes de plus en plus 

réduits. Ce comportement peut s’expliquer par le fait que le maintien de ces génomes a un coût 

énergétique pour la cellule. De plus excepté pour les éléments, ces génomes entiers ne confèrent 

aucun avantage à leurs hôtes. Des analyses de PCR multiplex ont permis de mettre en évidence 

les fragments perdus et les fragments maintenus. Cela ne se fait pas de manière aléatoire puisque 

des zones du génome semblent préférentiellement éliminées. Il a été montré que pour être 

propagé de façon stable, un génome bactérien doit contenir un nombre approprié d’origines de 

réplication de levure, les séquences ARS (Tagwerker et al., 2012). La recherche de motif 

« ARS-like », correspondant à la séquence consensus de 11 nt « (A/T)TTTA 

(T/C)(A/G)TTT(A/T) » a indiqué la présence de 155 séquences ARS autour du génome de 

M. hominis (665 kb), soit une séquence ARS tous le 4 à 5 kb. Pour que les génomes soient 

considérés comme stables, il faut une séquence ARS tous les 150 kb (Noskov et al., 2012). 

L’instabilité du génome cloné ne provient donc probablement pas du manque de séquence ARS. 

Les génomes de mycoplasmes sont riches en AT, entrainant l’apparition de multiples séquences 

répétées (Rocha and Blanchard, 2002). L’analyse des séquences répétées en tandem ainsi que 

de larges répétitions (plus de 100 nucléotides) autour du génome a montré une concordance 

entre ces zones de répétitions et les fragments préférentiellement perdus. Ce contexte 

génomique pourrait expliquer l’instabilité de ce génome cloné dans la levure. En effet, la 

présence de séquences répétées chez un hôte possédant une machinerie de réparation de l’ADN 

efficace, combiné au fait que dans la plupart des cas le génome de mycoplasme ne sont pas 

exprimés dans la levure, favorise certainement l’excision et la perte de larges fragments et 

participe à l’apparition de génomes réduits. De nombreux génomes bactériens sont clonés chez 

la levure (Karas et al., 2015) et notre étude a démontré la nécessité de contrôler l’intégrité de 

ces génomes à chaque étape expérimentale, ainsi que de travailler avec des clones de levures 

aux passages les plus précoces possibles.  

 

Modification du génome cloné dans la levure. Par la suite, des clones de levure obtenus au 

deuxième passage portant le génome de M. hominis ont été modifiés par la technique 

CRISPR/Cas9. Le gène cible vaa, codant une adhésine majeure de M. hominis (Henrich et al., 

1996) et potentiellement impliquée dans la pathogénicité de cet organisme, a été supprimé des 

génomes clonés. Ces ciseaux moléculaires, récemment découverts, mais déjà largement utilisés 
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(Ishino et al., 2018), ont été adaptés pour modifier la levure (DiCarlo et al., 2013), puis pour 

modifier des génomes bactériens clonés chez la levure (Tsarmpopoulos et al., 2016). L’analyse 

de la séquence d’ADN du gène vaa a permis d’obtenir deux ARN guides grâce à des prédictions 

bio-informatiques (http://crispr.dfci.harvard.edu/SSC/). Ces deux ARN guides autoriseraient le 

ciblage correct de notre gène par l’endonucléase Cas9. En pratique, un seul des deux ARN 

guide s’est avéré efficace, indiquant la nécessité d’en dessiner plusieurs à tester lors des 

expériences, ou bien de tester leur fonctionnalité en amont en incubant le gène cloné dans un 

plasmide, les ARN guides, ainsi que la Cas9 in vitro, afin de vérifier la coupure correcte du 

double brin. Grâce à ce système d’édition, 13 transformants B3-4 Δvaa ont pu être confirmés 

par PCR simplex, multiplex, séquençage du locus et PFGE. Au cours des différentes analyses, 

des transformants inattendus ayant une version tronquée du gène vaa ont été obtenus. Le locus 

vaa a été séquencé et comparé au type sauvage. Cette analyse a permis de mettre en évidence 

la présence d’une répétition de 34 nt dans le gène vaa qui après coupure par la Cas9, pouvait 

induire dans certains clones des évènements de recombinaisons intramoléculaires. L’analyse 

des transformants a montré trois profils en proportions égales : une suppression totale du gène, 

une recombinaison intra-génique entrainant la formation d’un gène tronqué, ou bien une 

séquence de type sauvage. Le dernier profil peut s’expliquer par le fait que le complexe 

Cas9/gRNA ne coupe pas sa cible, ou bien par la mise en jeu du mécanisme de NHEJ qui crée 

seulement une mutation ponctuelle dans le gène ou aucune mutation. Bien que les transformants 

les plus intéressants soient ceux possédant un génome dépourvu du gène vaa, nous envisageons 

de transplanter les génomes partiellement modifiés. Avant transplantation, les génomes 

modifiés seront séquencés entièrement afin de vérifier l’absence de mutation hors-cible, causées 

par des coupures non spécifiques de la Cas9. 

   

Analyse des SRM chez M. hominis. Les SRM sont connus pour constituer une barrière à 

l’entrée d’ADN étranger dans la cellule. Les premières observations ont montré un nombre 

moins important ou moins diversifié de SRM chez des mycoplasmes transformables comme 

M. genitalium ou M. arthritidis, que chez M. hominis. Ces données peuvent expliquer notre 

difficulté à transformer M. hominis. Des comparaisons réalisées entre 20 génomes de 

M. hominis ont permis de mettre en avant des profils variables d’une souche à l’autre. De façon 

générale, tous les génomes de M. hominis possèdent de nombreux SRM (quatre à neuf SRM 

par génome) et de type divers (type I, de type II et de type III et/ou IV), (Cf tableau 1, chapitre 

2). La présence de tant de SRM chez cette bactérie minimale est surprenante puisqu’il a été 

démontré qu’ils ne sont pas essentiels chez les bactéries. En revanche, ils peuvent avoir un rôle 

http://crispr.dfci.harvard.edu/SSC/
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dans le transfert et l’intégration de fragments d’ADN (Vasu and Nagaraja, 2013), ce qui 

expliquerait la grande plasticité des génomes de M. hominis et des mycoplasmes (Rocha and 

Blanchard, 2002). Ces données de comparaisons de SRM n’ont toutefois pas permis de 

sélectionner une souche de M. hominis qui semblait plus apte à être transformée. 

 

Développement du protocole de transformation de M. hominis. Afin de concevoir le 

protocole de transformation de M. hominis, de nombreux paramètres ont été testés et combinés. 

La méthode a été adaptée des protocoles de transformation de M. arthritidis, mycoplasme le 

plus proche phylogénétiquement de M. hominis et transformable (Voelker and Dybvig, 1996), 

et de celui de U. parvum, espèce partageant la même niche et difficilement transformable 

(Aboklaish et al., 2014) . 

 Le succès de l’expérience dépend tout d’abord de la souche bactérienne. Quinze souches 

différentes ont été évaluées, et malgré plusieurs essais sur la souche de référence PG21, aucun 

résultat positif n’a été obtenu. Seulement trois souches, la souche de référence M132 et les 

souches cliniques 4016 et 5012 ont été transformées avec succès. La différence d’efficacité de 

transformation entre les différentes souches (de 3,8.10-10 à 2,3.10-9 transformants/UFC/µg de 

plasmide) ne peut pas être expliquée simplement par la nature et la diversité des SRM puisque 

ces trois souches possèdent entre six et huit systèmes (cf Tableau 1, chapitre 2). De plus, la 

souche 4235 qui possède seulement quatre systèmes n’a pas pu être transformée. Ces 

observations suggèrent que la capacité de M. hominis à incorporer l’ADN étranger n’est pas 

seulement influencée par les SRM. En effet, il existe d’autres systèmes contrôlant l’entrée 

d’ADN exogène chez les bactéries tels que les systèmes CRISPR/Cas, abi, BREX ou DISARM 

(Doron et al., 2017). Bien que ces systèmes ne soient pas décrits chez les mycoplasmes, peut 

être existe-t-il des systèmes équivalents empêchant l’entrée d’ADN chez M. hominis. De plus, 

les analyses effectuées sur les SRM ne restent que des prédictions informatiques et ne donnent 

en aucun cas des informations sur la fonctionnalité de ceux-ci. Sont-ils tous exprimés, in vivo 

et in vitro ? De plus, certains systèmes sont présents en plusieurs copies chez certaines souches. 

Pourquoi ? Leur nombre impacterait-il le degré d’action de ces SRM ? Le SRM de type IV 

McrBC (Sutherland et al., 1992; Panne et al., 2001) est prédit chez M. hominis M132 

(transformable) et M. hominis 3364 (non transformable). Pour M132, la transformation ne 

fonctionne que si l’ADN plasmidique est méthylé par la CpG méthyltransférase. Or les SRM 

de type IV ne sont actifs que sur les sites cibles méthylés. Ce résultat pourrait suggérer que 

même si le système est présent, il n’est peut-être pas fonctionnel, en tous cas dans nos conditions 

de laboratoire. Il serait intéressant d’étudier l’état de méthylation de différents génomes de 
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M. hominis afin de vérifier s’ils sont fortement méthylés ou non, ceci permettrait également de 

vérifier la fonctionnalité de certains SRM. Pour la suite des expérimentations, nous avons choisi 

la souche de référence M132 comme modèle d’étude. 

 Concernant la protection de l’ADN à transformer dans M. hominis, la méthylation est 

un critère important. En effet, les tentatives de transformation avec des plasmides non méthylés 

se sont soldées par des échecs, confirmant la nécessité de contourner les SRM. La méthylation 

des îlots CpG par une méthylase commerciale a été la seule méthode donnant des résultats 

positifs. La méthylation des séquences GC s’est montrée inefficace pour transformer 

M. hominis. L’optimisation du protocole de transformation pourrait être réalisée en trouvant un 

moyen de lutter efficacement contre ces SRM, puisque la méthylation des îlots CpG ne permet 

de protéger seulement que contre certains systèmes. Le moyen le plus approprié serait de 

développer des extraits protéiques permettant une méthylation physiologique du plasmide 

donneur, comme cela a déjà été fait chez d’autres mycoplasmes (Lartigue et al., 2009). 

L’obtention d’extraits protéiques fonctionnels est actuellement en cours d’élaboration au 

laboratoire. 

 Une autre étape importante a été la détermination de la phase de croissance des cellules 

à transformer. En effet la transformation ne fonctionnait jusqu’à présent qu’en mélangeant des 

cultures à différentes phases de croissance (précoce, milieu de phase exponentielle, phase 

tardive), comme cela a été décrit chez U. parvum (Aboklaish et al., 2014). La plupart des 

protocoles de transformation publiés n’utilisent qu’une seule phase de croissance, spécifique de 

chaque espèce (Voelker and Dybvig, 1996; Lartigue et al., 2003; Washburn et al., 2003; 

Whetzel et al., 2003; Sharma et al., 2015). De manière à standardiser et à contrôler précisément 

la croissance de M. hominis, une courbe de croissance a été établie au début de mes travaux de 

thèse (Figure S1, chapitre 2). Grâce à l’utilisation de ces données et à l’optimisation du 

protocole, de nouveaux essais ont permis d’obtenir des mutants de M. hominis en utilisant une 

seule culture, qui semblerait correspondre à un temps de croissance précoce, soit le début de la 

phase exponentielle (données non montrées). 

 Une autre variable importante à considérer lors de l’élaboration du protocole est la 

nature du tampon de lavage des cellules. Effectivement, le tampon de lavage T-Buffer utilisé 

pour la transformation de M. arthritidis (Voelker and Dybvig, 1996) s’est révélé plus efficace 

que les tampons communément utilisés pour laver les cellules comme le PBS 1X ou le TrisHCl 

10 mM pH6.5-sucrose 0,5 M. Le T Buffer est une solution de TrisHCl 10 mM à pH 6,5, ce qui 

peut paraitre surprenant pour une espèce comme M. hominis, qui tout comme M. arthritidis, 



 

  

Figure 12. Représentation du vecteur pMT85-Tet. 
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métabolise l’arginine, et se multiplie lorsque le milieu est légèrement basique. Un tampon Tris 

pH 7,6, avec un pH plus basique a été tenté, sans succès.  

 Un des facteurs les plus critiques concerne la nature du PEG. La méthode de 

transformation de M. hominis développée ici utilise le PEG comme facteur déstabilisant les 

membranes cellulaires et non pas l’électroporation ; en effet notre objectif à long terme est de 

développer un protocole de transplantation de génomes entiers chez M. hominis et à ce jour, 

seuls les protocoles au PEG s’avèrent efficaces pour transplanter des génomes. À noter que 

l’électroporation avait été testée sans succès au laboratoire avant mon arrivée. Le poids 

moléculaire du PEG, sa concentration, le temps de contact PEG/cellules/plasmide, sont des 

facteurs extrêmement critiques. La méthode fonctionne uniquement avec du PEG8000, 

relativement concentré (40 à 60 %) et avec un temps de contact dépassant les 10 minutes 

(jusqu’à 1h). Le poids moléculaire ainsi que la concentration qui sont utilisés dans le protocole, 

sont relativement semblables à ce qui est fait chez d‘autres mycoplasmes. Le temps de contact 

est en revanche très long comparé aux protocoles décrits dans la littérature (souvent inférieur à 

deux minutes). Le PEG est régulièrement décrit comme toxique pour les cellules, cependant 

nous n’avons pas observé une mortalité plus importante des cellules lors de nos expériences 

(données non montrées). 

 Le protocole de transformation de M. hominis a été conçu à partir du plasmide pMT85-

Tet (Figure 12). Ce vecteur porte un  transposon  au sein  duquel  sont  présents  le  promoteur 

constitutif de la spiraline et le gène tet(M), conférant la résistance à la tétracycline. Le pMT85-

Tet,  dérivant du  pMT85 décrit  par Zimmerman et al. dans  lequel le  transposon  entraîne 

une résistance à la gentamicine, porte le gène codant la transposase à l’extérieur du transposon 

afin de favoriser une intégration stable de celui-ci dans le génome (Pour-El et al., 2002; 

Zimmerman and Herrmann, 2005). La transformation du pMT85 originel a également été 

tentée, sans succès. En effet, en milieu sélectif à la gentamicine, des mutants spontanés ont été 

observés sur les témoins négatifs de transformation, rendant inenvisageable l’utilisation de ce 

vecteur. Des sélections au chloramphénicol ou à la puromycine ont également été envisagées, 

mais M. hominis présente des CMI élevées à ces antibiotiques, les rendant inappropriés pour la 

transformation. Le manque de marqueurs de sélection est réellement problématique dans le 

développement de cette technique chez M. hominis. L’utilisation d’un autre marqueur de 

sélection pourrait permettre de re-transformer une souche possédant déjà un gène tet(M), qui 

semble plus propice à la transformation et de l’utiliser comme organisme modèle. Le récent 

marqueur spectinomycine/streptomycine utilisé chez M. florum (Matteau et al., 2017) pourrait 
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être une alternative intéressante et mériterait d’être testé, même si ces deux antibiotiques 

appartiennent à la même classe que la gentamicine.  

Durant ma thèse, la détermination des origines de réplication de M. hominis PG21 et 

M132 et leur clonage a permis la création de plusieurs versions de plasmides réplicatifs 

(plasmide oriC) de M. hominis. Ces plasmides n’ont pas donné de résultats probants, mais 

mériteraient d’être réessayés en utilisant les nouvelles conditions. Ces plasmides oriC sont 

utiles pour envisager de la mutagenèse ciblée et sont développés ou en cours de développement 

chez un assez grand nombre de mycoplasmes (Ye et al., 1994; Cordova et al., 2002; Lartigue 

et al., 2003; Maglennon et al., 2013; Sharma et al., 2015; Ishag et al., 2017; Matteau et al., 

2017). Enfin, les prochains travaux envisagés pour optimiser le vecteur concernent : (i) des 

changements de promoteurs en amont du déterminant tet(M), (ii) la production d’une version 

du gène tet(M) s’appuyant sur l’usage des codons de M. hominis et (iii) l’utilisation de cassette 

de résistance isolée de souches cliniques ayant acquis naturellement un haut niveau de 

résistance à la tétracycline.  

En combinant de nombreux paramètres, un protocole de transformation reproductible a 

été obtenu avec succès pour M. hominis. Des efficacités faibles de transformation allant jusqu’à 

2,3.10-9 transformants/UFC/µg de plasmide sont observées à l’heure actuelle mais les facteurs 

discutés précédemment pourraient permettre d’améliorer ces efficacités. 

 

Caractérisation de mutants de M. hominis. Cette technique de mutagenèse aléatoire nous a 

permis d’obtenir des mutants de M. hominis. Parmi ceux-ci, le mutant 28-2 possède le 

transposon dans un gène potentiellement impliqué dans l’adhésion, puisqu’il code le précurseur 

de la P75, protéine d’adhésion majeure de M. hominis (Henrich et al., 2017; Roachford et al., 

2017). Après avoir vérifié une différence d’expression du gène par RT-PCR, l’implication de 

la protéine dans l’adhésion de M. hominis a été examinée par un test phénotypique d’adhésion 

à des cellules HeLa, en comparant la souche mutée à la souche sauvage M132. Les résultats 

n’ont pas montré de différences d’adhésion entre les deux souches. Quelques hypothèses 

peuvent être envisagées, comme l’absence de modification de la fonction ou de la production 

de la protéine ou le manque de sensibilité du test d’adhésion. De plus, de nombreux gènes 

codant des lipoprotéines impliquées dans l’adhésion chez M. hominis sont prédits, suggérant 

que la modification d’une seule de ces protéines n’est pas suffisante pour altérer la capacité de 

M. hominis à adhérer aux cellules-hôtes (cf discussion chapitre 2). L’optimisation du test 

d’adhésion ou l’obtention d’un mutant avec plusieurs mutations dans des gènes impliqués dans 

l’adhésion permettraient de confirmer ces hypothèses. 
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 La transformation de M. hominis nous a permis d’observer d’autres phénomènes 

intéressants. En effet, au moins six transformants présentant un profil atypique après 

séquençage Sanger des sites d’insertion du transposon ont été obtenus. Deux de ces 

transformants, 28-1 et 28-2, ont été séquencés entièrement avec les technologies NGS, 

permettant de montrer la présence de multiples insertions du transposon dans le génome de 

M. hominis. Pour le mutant 28-1, cinq copies du transposon ont été retrouvées, dont trois étaient 

le plasmide pMT85-Tet entier.  De  plus,  une large  inversion  génomique  d’un  fragment 

d’environ 300 kb a été observée au niveau du gène codant la tyrosine recombinase XerC. Cette 

recombinase est connue pour être impliquée dans l’intégration et la recombinaison de l’ADN 

étranger au sein des bactéries (Das et al., 2013; Midonet and Barre, 2014; Castillo et al., 2017). 

L’intégration du transposon après transformation a été retrouvée trois fois dans ce gène (sur 24 

mutants analysés, soit chez 12,5 % des transformants). Cela pourrait signifier que cette région 

génomique est soit un « hotspot » de l’intégration d’ADN chez M. hominis ou bien que XerC 

peut influencer l’intégration du transposon dans cette région. Pour les autres mutants, l’insertion 

s’est faite de manière aléatoire. Concernant le transformant 29-1, trois copies du transposon 

sont présentes, dont deux se suivent et sont encadrées par une région de 9 kb parfaitement 

dupliquée. Etonnamment, les mutants 28-1 et 29-1 ne présentent pas de difficultés de croissance 

ou d’aspect particulier sur gélose. De telles insertions multiples de transposons ont déjà été 

observées lors de l’insertion des transposons Tn4001 et Tn916 (Dybvig and Alderete, 1988; 

Mahairas and Minion, 1989; Foissac et al., 1997; Ruffin et al., 2000; Pour-El et al., 2002; 

Chopra-Dewasthaly et al., 2005; Aboklaish et al., 2014). Le plasposon pMT85 a été optimisé 

en enlevant le gène tnp codant la transposase du transposon dérivé du Tn4001, afin de limiter 

des problèmes d’instabilité ou de multiples insertions (Pour-El et al., 2002 ; Zimmerman and 

Herrmann, 2005). Ces résultats sont donc assez surprenants. Les perspectives concernant ce 

travail sont multiples. D’une part, nous souhaiterions confirmer les insertions multiples chez 

quatre autres mutants présentant un profil particulier après séquençage Sanger et tenter de 

mettre en évidence d’autres phénomènes de réarrangement génomique chez ces mutants. Nous 

aimerions également isoler d’autres mutants de ce type afin de comprendre les phénomènes 

sous-jacents. D’autre part, des mutants n’ayant intégré qu’une seule copie du transposon dans 

un gène non impliqué dans la croissance, la division cellulaire ou la morphologie, montrent une 

croissance ralentie. Nous souhaiterions mieux caractériser ces mutants, en séquençant leur 

génome et essayer de comprendre cet effet sur la croissance. 

 Nous sommes désormais capables de créer des mutants de M. hominis génétiquement 

modifiés par mutagenèse aléatoire par transposition. Certes, le protocole doit être optimisé afin 
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d’obtenir un plus grand nombre de mutants par expérience. Mais après deux décennies d’efforts, 

c’est la première fois qu’un protocole de transformation reproductible est mis en place et 

disponible pour M. hominis. C’est un grand pas pour le développement de la génomique 

fonctionnelle chez cette espèce mais également vers le développement de la méthode de la 

transplantation de génome qui permettrait à terme de réaliser de la mutagenèse ciblée. La 

mutagenèse aléatoire peut poser certains problèmes comme lorsque le transposon s’intégre dans 

des zones « hotspot » (comme ici le gène xerC), mais elle reste à ce jour le meilleur outil de 

modification génétique chez M. hominis permettant de vérifier la fonction de certains facteurs. 

Par cette technique, seuls des mutants viables, possédant des mutations dans des gènes non 

essentiels peuvent être obtenus.  

 En conclusion, durant nos travaux, le clonage du génome de M. hominis PG21 a été 

réalisé dans la levure, sa stabilité a été vérifiée et le gène vaa a été correctement supprimé du 

génome bactérien. En parallèle, une méthode reproductible de transformation de M. hominis a 

été mise au point, permettant d’envisager la possibilité de transplanter un jour des génomes 

modifiés afin de posséder une technique de modification génétique ciblée et efficace pour ce 

pathogène. Cette technique permettra de mieux comprendre la pathogénicité de cette bactérie 

minimale ainsi que son métabolisme particulier, reposant sur l’arginine. 
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Development of genetic tools for Mycoplasma hominis with synthetic biology approach. 

 Mycoplasma hominis is an opportunistic human pathogen responsible for genital and neonatal 
infections. Genetically modifying this bacterium is necessary to understand the virulence and infection 
mechanisms of this pathogen. There is currently no effective molecular tool to engineer the genome of 
this bacterium, limiting research on its pathogenicity and its peculiar metabolism based on arginine. 
 New technologies have recently emerged in the field of Synthetic Biology (BS), offering new 
perspectives for the study of mycoplasmas by allowing large scale genome modifications and the 
production of mutant strains. Work at the J. Craig Venter Institute (JCVI, USA) has shown that the 
genome of related mycoplasmas can be cloned and manipulated in yeast before being transplanted into 
a recipient cell. The yeast serves as a temporary host to modify the genome of the bacterium. This 
innovative approach opens many perspectives in the development of functional genomics in 
mycoplasmas for which there are few effective genetic tools. The goal of this thesis was to adapt a 
number of BS tools to M. hominis for the first time, in order to create mutants deficient for a given 
function. 
 To achieve this goal, the genome of the M. hominis type strain PG21 (665 kb) was cloned into 
the yeast Saccharomyces cerevisiae by Transformation-Associated Recombination cloning (TAR-
cloning). Two yeast clones (B3-2 and B3-4) possessing the complete genome of M. hominis were 
validated by simplex PCR, multiplex PCR and Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) analyses. These 
yeast clones were then propagated in a selective medium for 180 generations (30 passages) to evaluate 
the stability of the bacterial genome in its host. This experiment showed that (i) the size of the genome 
of M. hominis did not change during the first passages, it decreased progressively from the tenth passage 
(≈60 generations), and (ii) the enriched genome areas in repeated sequence were preferentially lost. 
Thus, the genome of M. hominis was modified in the B3-4 clone at early passages using the Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas9 (CRISPR/Cas9) technology. Yeast clones with 
a complete M. hominis PG21 genome with a deleted vaa gene, encoding a major adhesion protein, were 
produced using this approach. 
 The final step of this approach was to transplant the modified genome into a recipient cell of 
M. hominis or Mycoplasma arthritidis, the species phylogenetically closest to M. hominis. As no 
M. hominis transformation protocol was available at the beginning of our work, this step constituted a 
major obstacle in the implementation of BS tools in this species. This barrier has been partially lifted 
since a method of transformation of M. hominis based on polyethylene glycol (PEG) and involving the 
plasposon pMT85 (plasmid carrying a transposon conferring resistance to tetracycline) has been 
developed in the laboratory. 
 This transformation technique, developed for the reference strain M. hominis M132 (745 kb) 
still remains not very efficient; it is nevertheless reproducible and allowed to obtain M. hominis mutants 
of interest. The Mhom132_2390 gene, encoding the precursor of the P75 protein, a putative adhesin of 
M. hominis, was effectively mutated in transformant No. 28-2. Complete genome sequencing of other 
transformants revealed the insertion of multiple copies of the transposon and the presence of duplication 
and inversion of large DNA fragments within at least two M. hominis genomes. 
 In conclusion, this data has opened the way for the development and transposition of existing 
genetic modification approaches to M. hominis, previously considered as a genetically intractable 
bacterium. 
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Développement d’outils génétiques chez Mycoplasma hominis via la biologie de synthèse. 

 Mycoplasma hominis est un pathogène humain opportuniste responsable d’infections génitales 
et néo-natales. Modifier génétiquement cette bactérie est nécessaire afin de comprendre les mécanismes 
de virulence et d’infection de ce pathogène. Il n’existe à ce jour aucun outil moléculaire efficace 
permettant de manipuler le génome de M. hominis, limitant les recherches sur sa pathogénicité et son 
métabolisme particulier reposant sur l’arginine.  
 De nouvelles technologies rassemblées sous le terme de Biologie de Synthèse (BS) ont 
récemment émergé, offrant des perspectives inédites pour l’étude des mycoplasmes en permettant de 
modifier leurs génomes à grande échelle et de produire des souches mutantes. Ces travaux menés au 
J. Craig Venter Institute (JCVI, USA) ont montré que le génome de mycoplasmes apparentés pouvait 
être cloné et manipulé dans la levure avant d’être transplanté dans une cellule receveuse. La levure sert 
d’hôte d’accueil temporaire pour modifier le génome de la bactérie. Cette approche novatrice ouvre de 
nombreuses perspectives dans le cadre du développement de la génomique fonctionnelle chez les 
mycoplasmes pour lesquels les outils génétiques efficaces sont peu nombreux. Le but de cette thèse a 
été d’adapter pour la première fois certains outils de BS à M. hominis dans le but de créer des mutants 
déficients pour une fonction donnée. Pour cela, le génome de la souche type de M. hominis PG21 
(665 kb) a été cloné dans la levure Saccharomyces cerevisiae par « Transformation-Associated 
Recombination cloning » (TAR-cloning). Deux clones (B3-2 et B3-4) de levure possédant le génome 
complet de M. hominis ont été validés par analyse en PCR simplex, PCR multiplex et électrophorèse en 
champs pulsé (PFGE). Ces clones levures ont ensuite été propagés en milieu sélectif durant 180 
générations (30 passages), afin d’évaluer la stabilité du génome bactérien dans son hôte. Cette 
expérience a montré que (i) si la taille du génome de M. hominis ne variait pas au cours des premiers 
passages, elle diminuait progressivement à partir du dixième passage (≈60 générations), et que (ii) les 
zones du génome enrichies en séquence répétées étaient préférentiellement perdues. En tenant compte 
de ces résultats, le génome de M. hominis a été modifié chez le clone B3-4 par la technique « Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas9 » (CRISPR/Cas9) lors de passages précoces. 
Des clones de S. cerevisiae possédant un génome de M. hominis PG21 complet délété du gène vaa, 
codant une protéine d’adhésion majeure, ont été ainsi produits. La dernière étape de cette approche 
consistait à transplanter le génome modifié dans une cellule receveuse de M. hominis ou de 
Mycoplasma arthritidis, espèce phylogénétiquement la plus proche de M. hominis. Aucun protocole de 
transformation de M. hominis n’étant disponible au début de nos travaux, cette étape constituait un 
verrou majeur dans la mise en place des outils de BS chez cette espèce. Ce verrou a été en partie levé 
puisqu’une méthode de transformation de M. hominis basée sur du polyéthylène glycol (PEG) et mettant 
en jeu le plasposon pMT85 (plasmide contenant un transposon conférant la résistance à la tétracycline) 
a été mise au point au laboratoire. Cette technique de transformation, développée pour la souche de 
référence M. hominis M132 (745 kb) reste encore peu efficace ; elle est néanmoins reproductible et a 
permis d’obtenir des mutants d’intérêt de M. hominis. Le transformant n°28-2 a, ainsi, été muté dans le 
gène Mhom132_2390, codant le précurseur de la protéine P75, une adhésine putative de M. hominis. Le 
séquençage des génomes complets d’autres transformants a révélé l’insertion de multiples copies du 
transposon et la présence d’évènements de duplication et d’inversion de larges fragments d’ADN dans 
au moins deux génomes de M. hominis.  
 En conclusion, nos travaux ont permis d’ouvrir la voie au développement et à la transposition 
d’approches de modifications génétiques existantes chez M. hominis, jusqu’alors considéré comme 
bactérie génétiquement non manipulable. 

Mots clés : Mycoplasma hominis / Biologie de synthèse / CRISPR/Cas9 / Transformation 

 
USC EA3671 Infections humaines à mycoplasmes et à chlamydiae 

Professeur Cécile Bébéar 
Université de Bordeaux, campus carreire 

146 rue Léo Saignat, 33076 Bordeaux cedex, France 


	Thèse Fabien Rideau vf 2.pdf
	Thèse Fabien Rideau vfpostsoutenance_corrigéeCINES
	Thèse Fabien Rideau vf2011.pdf
	Thèse Fabien Rideau vf1211.pdf
	Binder3.pdf
	Binder2.pdf
	Binder1.pdf
	Thèse Fabien Rideau vf1211.pdf
	Pages de Figure vthèse chaiptre v3.pdf
	Thèse-vpdf-finale-FR
	Figures thèse V4.pdf
	Thèse-vpdf-finale-FR
	Pages de Figures thèse V4-2.pdf
	Thèse-vpdf-finale-FR
	Pages de Figures thèse V4.pdf
	Thèse-vpdf-finale-FR
	Pages de article transfo vthèse chapitre v4.pdf
	Thèse-vpdf-finale-FR
	Pages de article transfo vthèse chapitre v4.pdf
	Thèse-vpdf-finale-FR
	Pages de Figure vthèse chaiptre v3.pdf
	Thèse-vpdf-finale-FR
	Pages de ThèseV4-3.pdf
	Thèse-vpdf-finale-FR
	Pages de ThèseV4-2.pdf
	Thèse-vpdf-finale-FR
	Pages de ThèseV4.pdf
	Thèse-vpdf-finale-FR
	Pages de Pages de garde.pdf
	Thèse-vpdf-finale-FR
	Pages de Remerciements corrigées.pdf
	Thèse-vpdf-finale
	page blanche.pdf
	Thèse-vpdf-finale
	page blanche.pdf
	Thèse-vpdf-finale
	Thèse-vpdf-finale.pdf
	Thèse-vpdf-finale.pdf
	Thèse-vpdf-finale.pdf
	Remerciements corrigées.pdf
	Thèse-vpdf-finale
	Thèse-vpdf-finale
	ThèseV4.pdf
	Chapitre 2 V4 (article + figures)
	article transfo vthèse chapitre v4.pdf
	Figure vthèse chaiptre v3


	4eme de couverture.pdf

	citation (2)

	Pages de garde

	Pages de garde

	Figures thèse V4















	chapitre v2 correction rapprteur et EDf version thèse
	Figure pMT85
	Figure vthèse chaiptre v4
	Figures5
	REfs biblios
	Remerciements corrigées rapporteurs
	Tableau 8
	thès p53-57
	thèse p30

	Pages de Thèse Fabien Rideau vf1211

	chapitre v2 correction rapprteur et EDf version thèse

	Figure vthèse chaiptre v4

	Pages 11 ThèseV6 rapporteurs
	Pages 15-17 ThèseV6 rapporteurs-2
	Pages 21-24 ThèseV6 rapporteurs-3
	Pages 29 ThèseV6 rapporteurs-4

	Pages de Figure vthèse chaiptre v4

	Pages de Figures thèse pmt85 V5 corrections rapporteurs.pdf

	Pages de ThèseV5 rapporteurstitre différent



