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Bacterie Escherichia Coli

4 pm

Microscopie electronigue Itnage en contraste de phase: 1 colonie



ADN: Chromosome et plasmide

1 chromosome (4 Mpb)
i (1=0=300) cdpies de pl'ﬁnudﬁ entre 2 kpb et 100 kpb)

e

Plasnude:

‘Fragment d’ ADN extra-chromosomique
*Code pour son nombre de copie n
*Utilise 'hate pour se multiplier

«C'onfere une résistance a la bacténe/milieu (résistance antibiotique, par ex.)
*Aszociation symbiotique plasmade/bactére



Culture bactérienne

Croizsance par drnizion: 1 bacténe—2 bactéries hilles génétiquement 1dentiques (clone)
Dedoublement, répartition des constituants (en particulier du clromosome)
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Temps de division: 2073 37°C en milieu ligquide nutritif (pH--7, protéines, glucides)

-

Petits nombres de molécule, caractere stochastique des réactions clhamigues

dans la bacténe entrainent vne certame vanabilité des mdnndus, tous identiques
d’un pomt de vue geénetique.

On veut mesurer la vanabilité du nombre de copie de plasmide dans
une population 1rogenique



Mesure indirecte du nombre de plasmides

(Gene protéme tluorescente mOange (ex 548 nm, em: 562 nmy cOcl€e par
le plazmide

[protéime| «=nombre copie plasmide ('ncp')

Intensite tluorescence bacteriesencyp

Retference copie umque sur le chromosome proteme ©cife (e 485 nm, em: 505 nm)



Mesure de |'intensite de tluorescence
sur une population bactérienne

Cytometre a flux: cellule nucroflmdique, techmque de hitho graphie douce

Taille du champs: 10pm
Vitesse des bactéries: ~1 mimss




Ditticulte de la mesure

Reéalizer un eclawrage constant en mtensite sur le diametre du
canal (5pun) pour que la mesure soit mdependante de la
position latérale de la bactérie dans le canal.



Lentille divergente
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Montage actuel



Detail des elements optiques
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Objective




Image affichée sur le SLM (cauche)
et sa transformée de Fourier (droite)




Signal Moyenne

Image de la tache d’excitation:

H.P. "oft" HP "on"
Freq.=1 lHz, amphtude~100pum



Intensité de tluorescence d une bille
100 nm deplacee dans le champ
d’excitation
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Intensité mesurée par la diode a avalanche
Eepresentation de la surface d’excitation et d’une ligne particuliere
Temps d'acq.: 100 ms/pomt, pas de 1jun



Meéme experience
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Mesures avec des bacteries qui defilent
dans le microcanal

FLohSoansE Sty E0FF (wu b

r b i k I. I I |, || '.I [ | |

SEFTERTE L ATY I'I-n..'l.-l-l VoW bl T et Ll Ot dald g g T
. T I | T
1888 4 ELVE LT 1BE0 O

E

AU |

b
i

t L 1 , 1] J i 'l J E
r | I| IF ‘l f i | . 'I 1
Rt 8 o el i Nl e ity ﬂmu’-"l WAl

8585 18580 15 n 1860 O
1

Fluamsscency niatdy mifangs
=

Intensite de fluorescence en tonction
du temps



# de bactéries
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Reésultats preliminaires

Top10 Ladg EGFP+RZC _mOrange
induction 20 min IPTG (0,8mk)
blocgue au chloramphenicol (1 F0poiml)

# d'evenements ~ 11k

-——liztribution EGFP

a4 digtribution mOrange

I | |
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Imtensité de luorescence (a.0.)



Conclusion

* Le SLM permet de réaliser un faisceau
d'excitation "a tagon'.

o Ce dispositif introduit des inhomogeneéites
d'intensite ponctuels (grains).

« Nous avons ameliore le pattern d'excitation en
balayant avec le faisceau laser incident la
surface du dispositit.



