
Transformation	
  de	
  E.	
  coli	
  compétentes	
  
Les étudiants transformeront un plasmide comportant une résistance au 
chloramphénicol dans des bactéries de type E. coli K-12. Ce plasmide 
contient un promoteur constitutif exprimant abondamment du GFP (green 
fluorescent protein) qui rendra ainsi les bactéries transformées vertes. 
Pour obtenir une efficacité optimale de la transformation et des différences de 
couleurs bien distinctes, il est important que les étudiants soient précis. C’est 
pourquoi il est recommandé qu’ils s’entraînent en premier lieu avec de l’eau à 
la place des diverses solutions du kit.  
Les cellules compétentes devraient être stockées à -80°C. Si votre école ne 
dispose pas de ce type de réfrigérateur, il est fortement recommandé d’utiliser 
ce kit dès que possible. Les bactéries perdront de leur efficacité si elles sont 
chauffées en dessus de -80°C (par exemple, si elles sont conservée à -20°C). 

 

Matériel	
  
Contenu du kit : 

- 5µl de plasmide résistant au chloramphénicol de concentration 
~0.04µg/µl. Fabriqué  par l’équipe EPFL 2013 de l’iGEM. Stockage 
à -20°C.  

- Plaque de LB (Luria Broth) - agar neutre. Fourni par Sigma-Aldrich. 
Stockage à -20°C. 
Ref: 
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/l5542?lang=fr&regi
on=CH. 

- Plaque de LB-chloramphénicol fourni par TEKnova. Stockage à -20°C. 
Ref : http://www.bioexpress.com/divinity-cart/item/175250/TEKNOVA-
LB-Agar-Chloramphenicol/1.html. 

- Anse stérile. 
Le professeur procure : 

- 950µl de SOC Outgrowth Medium fourni par New England BioLabs 
(NEB). Stockage à température ambiante. 



Ref: https://www.neb.com/products/c2987-neb-5-alpha-competent-e-
coli-high-efficiency  

- 50µl de NEB 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency). Stockage 
à -80°C. Un stockage à -20°C diminuera fortement l’efficacité de la 
transformation.   
Ref : https://www.neb.com/products/c2987-neb-5-alpha-competent-e-
coli-high-efficiency  

- Bain-marie. 
- Bec Bunsen. 
- Eau de javel à 10%. 
- Ethanol. 
- Petite poubelle. 
- Gants en nitrile ou latex. 
- Glace. 
- Incubateur. 
- Pipettes et pointes. 
- Timer ou chronomètre. 

Protocol	
  de	
  transformation	
  à	
  haute	
  efficacité	
  	
  
Conseils : Porter une blouse de laboratoire et des gants. Les cheveux longs 
devraient être attachés. 

1) Enclencher l’incubateur à 37°C et le bain-marie a 42°C. 

 
2) Placer les 2 boîtes de Petri dans l’incubateur à l’envers (la face 

contenant l’agar  en haut, afin d’éviter que de la condensation ne 
tombe sur l’agar). 

  



3) Mettre les tubes contenant le plasmide et les cellules compétentes 
dans la glace pendant 10 minutes.  

4) Allumer le Bec Bunsen afin d’éviter une contamination.  
Conseils : Travailler sous la flamme chaque fois que des bactéries vivantes 
sont manipulées. Pour cela, ôter les gants inflammables et rincer les mains 
avec de l’éthanol.  

5)  Pipeter 1-5µl de plasmide dans le tube de cellules. Avec précaution, 
inverser le tube 4-5 fois pour mélanger. 

6) Placer le mélange dans la glace pendant 30 minutes.  
7) Choc thermique des bactéries en les plaçant à exactement 42°C 

pendant exactement 30 secondes dans le bain-marie.  

 
Le choc thermique aide à incorporer l’ADN dans les cellules et ferme la 
membrane poreuse des bactéries.  

8) Mettre le mélange dans la glace pendant 5 minutes. 
9) Ajouter 950µl de SOC medium au mélange.  

Le SOC medium et le LB medium sont des milieux nutritifs très riches qui 
favorisent la croissance bactérienne.   

10)  Secouer le mélange à 37°C dans l’incubateur pendant  60 minutes. 
11)  Etaler 50-100µl de mélange sur les deux assiettes de Petri (avec et 

sans chloramphénicol) avec l’anse stérile. Cela permettra de voir l’effet 
de la sélection par l’antibiotique.  

  



12)  Refermer les boîtes et les laisser reposer pendant 1 minute. 
13)  Incuber les boîtes pendant la nuit à 37°C à l’envers (agar en haut).  

Les boîtes de Petri doivent incuber avec la partie d’agar en haut pour 
empêcher que des gouttelettes formées par condensation ne tombent sur les 
bactéries.  

Déchets	
  

Pour la gestion des déchets, les professeurs doivent suivre les procédures de 
leur école. Généralement, il est recommandé que chaque poste de travail soit 
muni d’une petite poubelle, dans laquelle les déchets biologiques (pointes de 
pipettes, tubes, boîtes de Petri, semoir stérile) seront jetés. De l’eau de Javel 
à 10% recouvrira ensuite les déchets biologiques pendant au moins 2 heures. 
Ils pourront ensuite être jetés dans une poubelle standard. 

Calcul	
  de	
  l’efficacité	
  de	
  transformation	
  

L’efficacité de la transformation est définie par le nombre d’unité de colonies 
formées (cfu, de l’anglais « colony forming units ») qui serait produit par la 
transformation de 1µg de plasmide dans un certain volume de cellules 
compétentes. Soit : 

Efficacité de transformation  = !"#$%&  !
!!"#$é  !"  !"#"$%&'  !"#$é&'
!"#$%&%é  !"#$%  

 [cfu/µg]. 

Exemple	
  : 	
  

- 5µl de plasmid à concentration 0.04µg/µl  

 à	
   5µl*0.04µg/µl = 0.2µg d’ADN 

- 200 colonies comptées	
  
- 100µl du la solution de transformation utilisée (volume total est ~  1ml) 

	
   à	
   	
   𝐸𝑓𝑓𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖𝑡é   = !""  !"#"$%&'  !"#$%é!"
0.2µμg  de  plasmide  transformé ∗

!"""µμl  vol.total  
100µμl  vol.utilisé = 10!  [!"#µμg ]     

 
  


