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Dans le sujet, la lettre C identifie les questions mobilisant les connaissances scientifiques et 
techniques, la lettre P identifie les questions d’ordre pédagogique. 
 
Le sujet comporte 12 documents. 
 
Des extraits de référentiels et programmes des formations disciplinaires de la série STL-
Biotechnologies et des STS de biologie appliquée sont regroupés en annexes. 
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Les microbiotes 
 
1. Etude du microbiote nasal par métagénomique 
 
L’approche métagénomique consiste en un séquençage massif de l’ADN contenu dans un 
échantillon complexe puis de l’analyse des séquences obtenues.  
Elle comporte plusieurs étapes dont les principales sont : 
 le recueil des bactéries et l’extraction des ADN ; 
 l’amplification spécifique d’une séquence d’ADN par PCR ; 
 le séquençage des amplicons par la technologie Illumina® NGS ; 
 l’analyse par bio-informatique des séquences obtenues. 

 
1.1. Recueil et extraction des ADN bactériens 
 
L’ADN des échantillons, obtenus par écouvillonnage nasal de 28 627 patients, a été extrait 
selon le protocole décrit dans le document 1. 
 
C1 Rappeler la signification du sigle EDTA, écrire sa formule semi-développée et préciser 

son rôle. 
 
C2 Préciser le rôle du NP40 utilisé dans le tampon de lyse. 
 
C3 Indiquer le rôle de l’étape du bead beating et proposer une technique de substitution. 
 
C4 Expliquer le rôle de l’éthanol présent dans le tampon de lavage. 
 
 
1.2. Amplification par PCR 
 
Les échantillons d’ADN extraits subissent une amplification par PCR. 
 
C5  Justifier le choix du gène de l’ARNr 16S comme cible de la PCR. 
 
P1  A partir du document 2, proposer une séance pédagogique permettant aux étudiants 

de BTS Biotechnologies de déterminer le couple d’amorces à utiliser pour amplifier la 
région d’ADN d’intérêt.   

 
 
1.3. Séquençage des amplicons 
 
Le séquençage par la technologie Illumina® NGS (Next Generation Sequencing) est 
représentée dans le document 3. Cette technique consiste en une amplification par ponts, 
ou PCR en phase solide, suivie d’un séquençage. 
 
C6  Préciser le rôle des adaptateurs 1 et 2. 
 
C7  Expliquer la formation des ponts d’amplification et préciser leur intérêt. 
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C8  Proposer une stratégie pour s’assurer que chaque cluster ne contienne qu’une seule 
séquence. 

 
C9  Présenter les caractéristiques et l’intérêt des clusters obtenus. 
 
P2  Proposer un tableau de synthèse comparant le système d’amplification par ponts de la 

technologie Illumina® NGS à la technique de PCR classique. Ce document sera 
élaboré dans le cadre d’une séance abordant les nouvelles techniques en biologie 
moléculaire. 

 
C10  Exposer le principe de fonctionnement du séquençage utilisé dans le document 3. 
 
C11  Discuter les caractères qualitatif et semi-quantitatif de cette technologie Illumina® 

NGS. 
 
P3  Décrire le déroulement d’une ou plusieurs séances de travaux dirigés de bio-

informatique utilisant les informations obtenues à l’issue de la technologie Illumina® 
NGS, dans le contexte de l’étude présentée. 

 
 
2. Influence de la composition du microbiote sur la colonisation par des pathogènes  
 
Le microbiote nasal de patients hospitalisés a été étudié afin de comprendre si sa 
composition affecte sa colonisation persistante par Staphylococcus aureus résistant à la 
méthicilline (SARM). 
L’utilisation du milieu « Brilliance MRSA 2 AGAR » a permis de déterminer si les 
prélèvements effectués sur les patients sont positifs à un SARM (document 4). 
 
P4 Exploiter le document 4 dans le cadre d’une séance de travaux pratiques pour des 

étudiants en STS Analyses de Biologie Médicale. Vous préciserez en particulier 
comment ce milieu permet de sélectionner et de repérer un SARM après culture. 

 
Vingt-six patients ont été déclarés porteurs persistants de SARM. En parallèle, 26 patients 
témoins ont été sélectionnés. Une analyse métagénomique du microbiote nasal de chacun 
de ces patients a été réalisée. Le bilan des résultats est présenté dans le document 5. 
 
C12 Analyser les résultats présentés dans le document 5 sachant que, selon les auteurs, 

le gène de l’ARNr 16S de S. aureus a été détecté chez les 26 patients porteurs 
persistants de SARM. 

 
Des études de biostatistique complémentaires ont permis d’identifier plus précisément des 
différences dans la composition du microbiote des deux groupes de patients. Une 
association négative forte a été constatée entre la colonisation des cavités nasales par les 
SARM et les streptocoques, en particulier Streptococcus mitis.  
Pour confirmer ces études, des cocultures ont été réalisées in vitro sur chacune des 
souches de SARM isolées à partir des 26 patients porteurs persistants de SARM. Le 
document 6 présente les conditions opératoires et les résultats obtenus pour deux des 
SARM testés. 
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Des travaux antérieurs, résumés dans le document 7, ont permis d’expliquer l’action 
inhibitrice et bactéricide de Streptococcus pneumoniae vis-à-vis d’autres souches 
commensales des voies aériennes supérieures. 
 
C13 A partir des données du document 7, présenter l’intérêt de l’utilisation de S. 

pneumoniae au niveau de la coculture.  
 
C14 Exploiter les résultats présentés sur le document 6. Préciser la composition du témoin 

réalisé ainsi que son intérêt. 
 
C15 Conclure quant à l’association négative forte observée entre les SARM et les 

streptocoques. 
 
 
3. Influence du microbiote intestinal sur le système nerveux central de l’hôte 
 
Des études récentes ont mis en évidence qu’il existerait des relations entre certains 
troubles neurologiques et psychiatriques et le microbiote intestinal et que ce dernier pourrait 
jouer un rôle protecteur ou aggravant vis-à-vis de ces pathologies. 
  
3.1. Relation microbiote et réponse comportementale à la cocaïne 
 
Dans une étude parue en 2016 dans Scientific Reports, Kiraly et al. ont démontré qu’une 
altération du microbiote intestinal de la souris modifie ses réponses comportementales à la 
cocaïne.  
 
La cocaïne (document 8) agit sur le système dopaminergique en renforçant l’effet de la 
dopamine, en particulier dans le nucleus accumbens.  
 
C16  A l’aide d’un schéma, présenter le mécanisme de la transmission dopaminergique et 

proposer les mécanismes d’action possibles de la cocaïne. 
 
L’analyse du microbiote intestinal peut s’appuyer sur l’utilisation de souris axéniques. 
Néanmoins, afin d’étudier les relations entre microbiote intestinal et réponse 
comportementale à la cocaïne, les auteurs ont utilisé une autre approche expérimentale qui 
consiste à réaliser une réduction (knockdown) du microbiote intestinal par administration 
d’antibiotiques à large spectre. Pour cela, un groupe de souris a reçu pendant deux 
semaines un cocktail de néomycine, de bacitracine et de vancomycine dans l’eau de 
boisson (administration per os) et a été comparé à un groupe de souris témoin. Une 
analyse du microbiote par PCR quantitative démontre que les souris traitées par le cocktail 
d’antibiotiques présentent une réduction de 72 % de leur microbiote intestinal par rapport au 
groupe témoin. 
La réponse comportementale des souris a été évaluée selon la démarche expérimentale 
présentée dans le document 9.  
 
C17  Préciser les avantages et les inconvénients de la stratégie de knockdown du 

microbiote par rapport à l’utilisation de souris axéniques. 
 
Le conditionnement de préférence de place et l’activité locomotrice ont été évalués chez 
des souris témoins et des souris ayant subi un knockdown (document 10).  
 
C18  Analyser les résultats présentés dans le document 10. 
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Les auteurs ont reproduit le test de conditionnement de préférence de place sur un groupe 
de souris ayant reçu, cette fois-ci, les mêmes antibiotiques par voie parentérale. Le 
document 11 présente les résultats obtenus. 
 
C19  Expliquer l’apport de cette expérience par rapport à la précédente. 
 
 
3.2. Rôle putatif des acides gras à chaîne courte dans la relation microbiote intestinal 
- cerveau 
 
Les acides gras à chaîne courte (AGCC) sont des médiateurs envisagés pour expliquer 
l’action à distance du microbiote intestinal sur le cerveau. Produits par le microbiote, les 
AGCC traversent l’épithélium intestinal, sont transportés par la circulation sanguine et 
franchissent la barrière hémato-encéphalique.  
 
C20  Ecrire la formule semi-développée des AGCC suivants : l’acétate (éthanoate), le 

butyrate (butanoate) et le propionate (propanoate). 
 
P5  Choisir un AGCC comme exemple pour présenter, à des élèves de 1ère STL, la 

définition du pKa et l’influence du pH sur l’état d’ionisation d’une molécule. Discuter la 
faculté d’un AGCC à traverser la membrane plasmique des entérocytes au pH 
intestinal en phase post-prandiale. 

 
Données :  Table des pKa à 25 °C 

 
 pKa 
acide acétique / acétate 4,76 
acide butyrique / butyrate 4,82 
acide propionique / propionate 4,87 

 
Les AGCC peuvent exercer un effet physiologique par activation de récepteurs couplés aux 
protéines G (RCPG) ou par inhibition de certaines histones désacétylases (HDAC). Leur 
effet sur le conditionnement de place est présenté dans le document 12. 
 
C21  Analyser les résultats présentés dans le document 12. 
 
C22  Proposer un schéma de synthèse illustrant, dans ce contexte expérimental, le rôle 

putatif des AGCC. 
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Document 1 : protocole d’extraction de l’ADN (adapté de Bessesen MT. et al., Journal of 
Infection, 2015) 
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Document 3 : séquençage par la technologie Illumina® NGS 
 
1. Amplicons obtenus  

 

2. Dénaturation et hybridation sur cellule microfluidique, 
après quantification et normalisation des échantillons 

 

3. Copie isothermique du brin à partir d’un oligonucléotide fixé et départ du brin non fixé 

   

4. Amplification isothermique par formation de structures en ponts (PCR en phase solide)  
obtention de clusters 
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5. Elimination de l’un des deux brins par coupure spécifique 

  

6. Séquençage des clusters 

  
 
  

Suite de 
l’étape 4 
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5. Elimination de l’un des deux brins par coupure spécifique 

  

6. Séquençage des clusters 

  
 
  

Suite de 
l’étape 4 
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Document 4 : extraits de la fiche technique descriptive du milieu « Brilliance MRSA 2 AGAR » 
 
 
 

 
 

 
 

(suite page suivante) 
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Document 5 : bilan de l’analyse métagénomique du microbiote (d’après Bessesen MT. 
et al., Journal of Infection, 2015) 

 
 
 
 

 

 
 
 
Note : dans l'approche OTU (ou UTO pour Unité Taxonomique Opérationnelle), les séquences 
d'ADN sont regroupées en fonction de leur similarité. Un phylotype constitue un regroupement de 
séquences d'ADN à partir d’une séquence d'ADN de référence. 
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Document 6 : conditions opératoires et résultats obtenus pour deux des SARM testés 
en coculture (d’après Bessesen MT. et al., Journal of Infection, 2015) 

 
Matériel et réactifs : 

- Milieu : Trypticase Soja Agar (TSA) coulé en boîtes de Petri, avec ou sans catalase à 
200 U.mL-1 

- Souches (préculture de 5 mL en bouillon Cœur Cervelle, à 37 °C, pendant 18 h) :  

 S. aureus 2013 108a et S. aureus 2013 128a (souches de SARM isolées à partir de 
patients porteurs persistants de SARM) 

 Souches testées en coculture :  
o Streptococcus mitis ATCC souche 49456  
o Streptococcus anginosus (isolat clinique) 
o Streptococcus pneumoniae (transmis par Ed. Janoff) 
o Enterococcus spp (isolats cliniques 1b et 2a) 

Note : Les streptocoques sont incubés sous 5 % de CO2. Les autres souches sont cultivées sous agitation à 
180 rpm.  
 
Mode opératoire : 

- Chaque souche de SARM est étalée sur boite TSA à raison de 104 UFC et séchée pendant 
10 min.  

- 10 µL de chaque souche à tester en coculture sont déposés sous forme de spots sur chaque 
boite inoculée par un SARM. 

Les boîtes sont mises 
à sécher pendant 10 
min puis incubées à 
37 °C sous 5 % de 
CO2.  Résultats : 

A) et B) gélose TSA 

C) et D) gélose TSA 
additionnée de 
catalase à 200 U.mL-1 
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Document 8 : formules topologiques de la dopamine et de la cocaïne 
 
 

 
 
 
 

Document 9 : test de conditionnement de préférence de place 
 

 
 
 
Deux compartiments sont séparés par une porte. La texture du sol et les motifs des parois 
permettent à la souris de différencier ces deux compartiments. Une caméra enregistre les 
déplacements de la souris.  
 
Phase d’habituation : 
Pendant le premier jour, la souris explore librement les deux compartiments (porte ouverte). 
 
Phase de conditionnement :  
Le matin, la souris reçoit une injection intrapéritonéale (i.p.) de solution saline dans l’un des deux 
compartiments (porte fermée). L’après-midi, la souris reçoit une injection i.p. de cocaïne et est 
placée dans l’autre compartiment (porte fermée). Cette opération est répétée pendant deux jours.  
 
L’animal associe l’exposition à la cocaïne (stimulus inconditionnel) à un des deux compartiments 
(stimulus conditionnel). 
 
Phase de test :  
La souris explore librement les deux compartiments (porte ouverte) pendant 20 minutes.  
 
L’exploitation de la vidéo permet de calculer le score de préférence de place : ce score 
correspond à la différence (en secondes) entre le temps passé dans le compartiment associé à la 
cocaïne et le temps passé dans l’autre compartiment. 
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Document 10 : effet d’une réduction du microbiote sur la réponse comportementale à la 
cocaïne 

 
 
CPP Score (Coc-Sal) = score de conditionnement de préférence de place (CPP = conditioned place-
preference). 
Abx : souris ayant reçu un cocktail d’antibiotiques per os pendant 7 à 10 jours 
H2O : souris témoin 
Locomotor Counts = score de locomotion obtenu en suivant les déplacements à l’aide d’une caméra. Ce score 
est déterminé pendant 3 jours consécutifs après administration de solution saline puis pendant 5 jours 
consécutifs après administration de cocaïne.  
  
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
*** : différence significative dans un test de Student (t-test) (p<0,0001 ; n=11 H2O, n=22 Abx) 
* : différence significative ANOVA et Holm-Sidak post-hoc test (p<0,05 ; n=5/groupe) 

 
 

  

Solution saline Cocaïne (10 mg.kg-1) Cocaïne (5 mg.kg-1) 

Cocaïne (10 mg.kg-1) Cocaïne (5 mg.kg-1) 

A B C 

E F 
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Document 11 : effet d’une injection parentérale d’antibiotiques sur la réponse 

comportementale à la cocaïne 
 
 
Inj-Abx : injection du cocktail d’antibiotiques 
PBS : souris témoin 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Document 12 : effet des acides gras à chaîne courte sur la réponse comportementale à la 
cocaïne 

 
 
Les SCFA (short chain fatty acids), qui désignent les acides gras à chaîne courte, et les antibiotiques ont été 
additionnés à l’eau de boisson. 
 
 

 
 
*** : différence significative à p<0,0001 
** : différence significative à p<0,001 
 
 
 
 
 
 

Cocaïne (5 mg.kg-1) 

Cocaïne (5 mg.kg-1) 
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ANNEXES 
 
 
A. Extrait du programme de Chimie Biochimie Sciences du Vivant de 1ère  STL 
 

 

 

 

‒ 17 ‒



‒ 18 ‒



‒ 19 ‒



 
22 

 
 

C. Extraits du référentiel du BTS Biotechnologies  
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