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Resume : 

Les bacteries sont impliquees dans de nombreux phenomenes. Or, la quantification d'une 
population microbienne, appartenant a un groupe phylogenetique specifique, est sans aucun doute 
une premiere reussite dans une meilleure connaissance de ces micro-organismes. Ainsi, ce travail se 
propose de faire un bilan sur les differentes techniques de quantification existantes, utilisant des 
concepts appartenant a la biologie moleculaire. 

Mots-cles : bacterie, analyse quantitative, quantification, reaction chaine polymerase, 
denombrement, methode, technique. 

Abtract: 

Bacteria are involved in lots of phenomenum. However, a microbial population 
quantification, for example of a specific phylogenetic group, is without doubt a first success in a 
better knowledge of these microorganisms. Moreover, this work aims to review on the different 
existing quantification techniques using concepts which belong to molecular biology. 

Keywords : bacteria, quantitative analysis, quantization, polymerase chain reaction, enumeration, 
method, technique. 
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Introduction 

Les micro-organismes font partie integrante des ecosystemes. Ils influent, par exemple, 
directement sur la sante des organismes superieurs en prevenant ou en causant des maladies, et sont 
essentiels pour le cycle global des nutriments. 

Une meilleure comprehension du role et de 1'impact des bacteries impliquent de connaitre les 
caracteristiques specifiques d'une population bacterienne au cours du temps. Or, la quantification 
d'une population microbienne, appartenant par exemple a un groupe phylogenetique specifique, 
constitue sans aucun doute une premiere reussite dans la connaissance de ces micro-organismes. 

Face a 1'existence de differents problemes de quantification des bacteries, dus a des 
problemes d'environnement, ou de specificite de detection, de nombreuses techniques de biologie 
moleculaire ont ete developpees et ont abouti a l'elaboration de methodes ayant chacune leur 
specificite. 

Ce travail de recherche bibliographique a surtout vocation de servir d'amorce a tout 
chercheur desirant effectuer des recherches dans ce domaine ou voulant prendre connaissance des 
differentes techniques existantes a ce jour. Le but etant d'offrir des documents dedies uniquement a 
la quantification des bacteries via des techniques de biologie moleculaire. 
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1) Etude prealable. 

Ce sujet se situe dans le domaine de la biologie moleculaire et plus specifiquement aux 
techniques, associees a ce domaine, impliquees dans la quantification des bacteries. 

Pour debuter dans cette recherche, mon commanditaire m'a aiguille en m'indiquant 
quelques references et mots-cles. A 1'issu des differentes conversations que nous avons eu, et de 
1'analyse de l'ensemble des informations en ma possession (references, mots-cles,...), un pool de 
termes en langage naturel a ete etabli. Ce pool de termes se veut exhaustif, car il n'a pas vocation 
d'etre utilise directement pour une interrogation. En effet, il presente un eventail de termes pouvant 
etre utilise pour une recherche apres etre, bien sur, passe par un crible tel qu'un thesaurus ou un 
index. 

Enfin, suite a 1'analyse des besoins de mon commanditaire de grandes directions ont 
conjointement ete definies qui consistent a rechercher uniquement des documents en anglais dans la 
periode allant de 1994 , a nos jours, et de ne rechercher que des references d'articles. 

2) Recherche manuelle. 

Le principal langage d'interrogation, dans les bases de donnees touchant au domaine de la 
biologie moleculaire, est 1'anglais. Ainsi, prealablement a toute recherche, il fut necessaire de 
traduire l'ensemble des termes via 1'utilisation du dictionnaire frangais/anglais Robert et Collins et 
du thesaurus biomedical franfais/anglais adapte au Mesh (realise par 1'INSERM 1998). 

La determination des descripteurs pertinents pour les differentes bases interrogees a ete 
realisee grace a 1'utilisation de differents thesaurus dont le Mesh et EmTree. 

Enfin, lors de 1'interrogation en ligne, il fut necessaire de consulter les Blues Sheet (serveur 
DIALOG) qui constituent de veritables fiches d'identite des bases de donnees proposees par le 
serveur Dialog ( cfrecherche en ligne). 

3) Recherche sur CD-ROM. 

Lorsque l'on a la possibilite d'explorer differentes sources, commencer par une recherche 
sur CD-ROM semble etre une bonne alternative car elle presente plusieurs avantages : 

- Dans le domaine de la biologie il existe de nombreuses bases sur ce 
support. 

- L'interrogation n'est pas payante, donc possibilite de realiser une 
interrogation tres complete sur differents champs. Ceci permettant d'avoir 
une bonne base de references a traiter et a exploiter pour la suite du 
travail. 

Enfin, lors de 1'interrogation des bases sur CD-ROM, on a la possibilite 
d'etablir sereinement une strategie en vue de la recherche sur les bases de 
donnees en ligne. 
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Mais une interrogation sur CD-ROM presente egalement certains inconvenients qu'il est 
important de considerer : 

- Aucune possibilite de realiser un dedoublonnage automatique des 
references obtenues, donc operation realisee manuellement qui se revele 
longue et fastidieuse. 

- Une base sur CD-ROM est un stock d'information fini qui, contrairement 
aux bases en ligne, n'est pas regulierement mis a jour, ce qui ne permet 
pas d'obtenir des references tres recentes. 

a) Bases de donnees interrogees. 

Caracteristiques des bases sur CD-ROM 

Nom de la 
Base 

Producteur Nature des 
Documents 

Domaine 
Date d'existence de 
la forme papier et 

de la base 
informatique. 

Biosis 
Biosciences 
(Philadelphie) 

10000 revues analysees, 
plus quelques livres et 

actes de congres 

Science de la vie, 
humaine, animale 

ou vegetale 

Biological abtract:1969 

CD: 1990 

EMBASE Elsevier 
(Amsterdam) 

3800 revues analysees, 
dont 155 revues frangaises 

Biomedical au sens 
large, avec une 

specialisation en 
pharmacologie et 

toxicologie 

Excerpta Medica : 1947 

CD: 1974 

Pascal 
INIST 
(Nancy) 

4000 revues analysees, dont 2000 
du secteur biomedical, contient 
aussi theses, rapports, actes de 

congres, et egalement les notices 
de la BDSP* 

Sciences, 
technologies, 

Medecine, Biologie, 
Biotechnologie 

CD: 1973 

Medline 

National 
library of 
Medicine 
(NLM) 

Bethesda (USA) 

3800 revues analysees, 
60% des USA et UK. 

Biomedical, 
Biologie, 

Biochimie. 

Index Medicus: 1879 

CD: 1966 

* BDSP = Banque de donnees en Sante Publique, CD ~ CD-ROM 
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b) Equations de recherche. 

Les interrogations ont ete realisees a la BU Science et BU Rockfeller sur les bases Pascal, 
Embase, Biosis, interrogeables sous un acces unique: WinSPIRS (edite par SilverPlatters). 

La recherche sur les bases Embase et Medline a ete realisee, via l!utilisation de leur 
thesaurus qui se nomme respectivement EmTree et Mesh, et a donne lieu aux memes equations de 
recherche, ceci etant certainement du aux grandes similitudes structurelles relatives a ces deux 
thesaurus : 

= (quantiflcation OR enumerat*) AND bacteria AND (method* OR technique*) 

Pour la base Biosis n'ayant pas trouve de thesaurus specifique a cette base, j'ai reutilise 
1'equation ci-dessus (choix confirme lors de la consultation de 1'index disponible sur le CD-ROM). 
Mais il faut avouer que ceci a certainement du augmenter le bruit et le silence dans le lot de 
references obtenu. 

Lors de Vinterrogation de la base Pascal, 1'equation de recherche a ete etablie grace a 
l'index disponible sur le CD-ROM Pascal, qui a permis d'etablir 1'equation ci-dessous : 

= (DEA='quantization' OU DXA='quantitative analysis' OU DEA='quantification' 
OU DEA='enumerat*' ) ET ( DEA='bacteria' OU DEA='bacterial' OU 
DEA='bacterium') ET (DEA='method*' OU DEA='technique*' ) 

Dans cette equation il y a volontairement tres peu de troncatures car au cours de 
1'interrogation de la base Pascal, un bruit beaucoup trop eleve a ete obtenu lorsque : 

quanti* a ete utilise au lieu de quantization, quantitative-analysis, quantification 

Et 

bacteri* a ete utilise au lieu de bacteria, bacterium, bacterial. 

Ceci s'expliquant uniquement par le fait que beaucoup de descripteurs non pertinents ont 
ete rapatries et utilises dans 1'equation de recherche a cause de ces troncatures. 

Exemple d'une interrosation : Biosis : 
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- quantification OR enumerat* 
- bacteri* 
PCR OR 'polymerase chain reaction' 
- dot-blot* 
- quanti* 
- (quanti* OR enumerat*) AND bacteri* 
- (quanti* OR enumerat*) AND bacteri* AND (PCR OR 

'polymerase chain reaction' OR dot-blot*) 
- (quanti* OR enumerat*) AND bacteria AND (PCR OR 

'polymerase chain reaction' OR dot-blot*) 
- (quantification OR enumerat*) AND bacteria AND (PCR 
OR 'polymerase chain reaction' OR dot-blot*) 

c) Resultats. 

Le tableau ci-dessous indique pour chacune des bases le nombre de references: 

- qui ont ete rapatriees suite a l'interrogation. 

- qui se sont revelees pertinentes. Et obtenues par un premier filtrage que 
j'ai realise (afin d'offrir une valeur ajoutee a mon commanditaire) et ou 
seront eliminees les references qui sont nettement hors sujet. Puis par 
second filtrage, realise cette fois par mon commanditaire, qui validera 
definitivement les references. 

Apres dedoublonnage, 30 references ont fmalement ete retenues pour la bibliographie. 

Resultat de la recherche sur CD-ROM 

DEDOUBLONNAGE 

References 
pertinentes 

References 
totales 

181 

= 21738 
= 254286 
=177230 
= 1473 
=225243 
= 8211 

= 1520 

= 440 

= Ipe1 
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4) Recherche en ligne. 

Cette recherche a ete realisee sur le serveur DIALOG a 1'ENSSIB. Ce serveur, qui 
appartient a la societe Knight-Ridder, regroupe actuellement environ 980 Bases dans tous les 
domaines de connaissance. 

L'interrogation en ligne, dans le cadre de ma recherche, a eu essentiellement comme role 
de completer le travail realise sur CD-ROM. Ceci pouvant etre decline en deux facettes bien 
distinctes qui sont: 

d'interroger les bases pertinentes qui n'etaient pas disponibles sur CD-
ROM. 

- De reinterroger en ligne les bases sur CD-ROM les plus pertinentes, sur la 
periode ou elles n'ont plus ete mises ajour. Les bases choisies ont ete 
BIOSIS, PASCAL 

Sur DIALOG, la principale contrainte reste sans aucun doute la facturation. Pour pallier a 
ceci, il est preferable d'etablir prealablement une strategie de recherche (dans mon cas sur CD-
ROM). 

Les principaux avantages, d'une interrogation en ligne, sont que: 

- les bases sont regulierement mises ajour, ce qui permet d'obtenir des 
references tres recentes. 

- le serveur offre un large eventail de bases. 

- De nombreuses fonctions facilitant tout type de recherche sont proposees 
(dedoublonnage automatique, dial index, profil...). 

a) Determination des bases de pertinentes. 

Dans le but de determiner les bases pertinentes, disponibles sur DIALOG mais pas sur CD-
ROM, j'ai utilise un outil propose par ce serveur nomme le Dial-Index qui a la suite d'une 
interrogation simple m'a propose les dix bases les plus pertinentes : 

Your last SELECT statement was:: 

S (ENUMERATION ORgUANTIZATION ORQUANTIFICATION) AND BACTERI??? 
Ref Items File 

N1 2018 654: US Pat.FullJ990-1999/Nov 16 
N2 1425 5: Biosis Previem(K)J969-1999/ Oct W5 
N3 1235 440: Current Contents Search(K)J990-1999/DecW1 
N4 863 144: PascalJ973-1999/Oct 
N5 766 34: SciSearch(K) Cited Ref SciJ990-1999/Nov W3 
N6 608 73: EMBASEJ974-1999/Nov W2 
N7 604 155: MEDUNE(R)J966-1999/DecW4 
N8 580 348: European PatentsJ978-1999/NovW45 
N9 391 76: Ufe Sciences CollectionJ982-1999/Sep 
N10 388 50: CAB AbstractsJ972-1999/Oc 
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Suite a ce resultat, j'ai consulte les blues sheet (fiche descriptive des bases sur DIALOG) 
associees a ces bases afin de selectionner celles qui seront interrogees. A l'issue, les bases choisies 
ont ete Current Content, Life Science Collection, Embase, Pascal (cf caracteristique 3) a) ). 

Caracteristiques des bases en ligne 
Nom de la 

Base Current Content Life Science 
Collection 

PASCAL BIOSIS 

Date d'existence 
de la base 

De 1990 anos 
jours 

De 1978 anos 
jours 

Producteur 
ISI, Institut de 
1'Information 
Scientifique. 

(Philadelphie) 

Cambridge 
Scientifique 

Abstract 
(Cambridge) 

(voir 
caracteristiques des 
bases CD- ROM) 

Nature des 
Document 6500 periodiques 

5000 periodiques, 
rapport de 

conference, brevet 

Domaine 
Scientifique, 

science social, art. 
Biologie, 

biotechnologie, 
toxicologie 

Mise ajour Toutes les 
semaines 

Tous les mois Tous les mois Tous les mois 

b) Equations de recherche. 

Pour les quatre bases 1'interrogation fut identique, sauf a 1'etape S4 les bases PASCAL et 
BIOSIS furent interrogees uniquement sur 1'annee 1999 et 2000. Car les annees precedentes ,pour 
ces deux bases, ont ete couvertes sur CD-ROM. 
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51 1226150 METHOD ORTECHNIQUE 
52 482 (QUANTIFICATION??(N)BACTER???) OR (ENUMERAT???(N)BACTER???) 
53 111 S1ANDS2 
54 72 S3 AND (PY=2000 OR PY= 1999 OR PY= 1998 OR PY= 1997 OR 

PY= 1996 OR PY= 1995 OR PY= 1994) 
55 56 RD (unique items) 

c) Resultats. 

Resultat de la recherche en ligne 
X. Nom de la 

base Biosis Pascal Life Science 
Collection 

Current 
Content 

Total 

References 
Totales 

14 16 20 36 86 

References 
Pertinentes 

6 11 15 7 39 

Les 39 references pertinentes obtenues ont ete ajoutees au pool de references total ( cf 
schema 7) ) et a l'issue du dedoublonnage (par rapport aux documents sur CD-ROM) 15 documents 
ont ete retenus pour la bibliographie. 

5) Recherche sur INTERNET. 

L'Internet, reseau de reseaux offre de multiples opportunites de part la variete des 
ressources et des outils disponibles. Ainsi, face a 1'ocean d'information qu'est 1'Internet, il fallut, 
dans un soucis d'efficacite, definir une strategie de recherche. Celle-ci a ete etabli en fonction des 
besoins de mon commanditaire qui ne desirait obtenir, essentiellement, que des references d'articles 
(fiables, bien sur). 

Pour ce faire, j'ai utilise : les listes de discussions, et les moteurs de recherche. 

a) Listes de discussions. 

Dans le cadre de ma recherche, les listes de discussions pertinentes, determinees via les 
moteurs de recherche, ont ete interrogees dans le but: 

12 



- de m'orienter en sollicitant des conseils sur d'eventuels sites dans le 
domaine. 

- de m'indiquer des references d'articles traitant du sujet (et le cas echeant 
verifier la pertinence de la reference proposee). 

Listes interrogees: 
www.molbio.org 
www.protocol-online.net/discussion/index.htm 
www.nwfsc.noaa.gov/protocols/resources.html#prot 

La questionposee fut:" Tm a french student, owing to my studies, I'm searching all 
information concerning sites or articles references in the bacteria's 
quantification by molecular biology technique " 

A 1'issue, il ressort que, malgre 1'avantage de ce type de recherche qui demande tres peu de 
temps et permet de toucher un large segment de population specialise dans le domaine, les resultats 
n'ont pas ete concluants. Car, suite a l'ensemble des messages envoyes, aucune reponse exploitable 
n'a ete obtenue. En effet, au cours de mon travail de recherche bibliographique ce moyen n'a 
constitue en aucun cas une source fiable d'information mais plus une opportunite. 

b) Le World Wide Web. 

Sur 1'ensemble du travail de recherche effectue sur Internet, Excite, Alta Vista, Google 
ont permis d'obtenir des resultats interessants. 

Google : 

Equation : Bacteria quantification technique 

Realisant des recherches par popularite, ce moteur a permis d'obtenir des adresses de sites 
references dans le domaine de la bacteriologie, mais aucun de ces sites n'offraient des informations 
sur des articles specifiques a mon sujet. 

Alta Vista et Excite: 

Equation Alta vista : (method OR technique) AND bacteria AND fquantification 
OR enumerate) 

Equation Alta vista : discussion AND biology 
Equation Excite : method bacteria quantification 

Les resultats obtenus avec ces deux moteurs furent principalement des adresses de sites 
d'universite, ou d'industriel specialise dans le domaine, ou enfin des sites dedies a des congres. 

Lanalyse de toutes ces pages fut longue et fastidieuse, et n'a permis de trouver que 1 
reference pouvant s'ajouter a la bibliographie. Obtenue a partir du site Zoopole (visite le 
07/01/2000) a 1'adresse : www.cbb.developpement.com/00/.\l 0\1049.htm 

Le site de la National Ligue of Medecine offre la possibilite d'interroger la base Medline 
gratuitement et a permis d'obtenir 3 references qui n'etaient pas disponibles lors de 1'interrogation de 
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cette meme base sur CD-ROM. De plus, dans un soucis cTefficacite a moindre coup, la base 
Medline a ete regulierement interrogee sur ce site jusqu'au 1 mars 2000. 

Equation : (quantification OR enumerat*) AND bacteria AND (method* OR 
technique*) 

La base de l'INIST interrogeable, via leur site, a egalement permis de trouver 1 reference. 

Ainsi de maniere generale, l'Internet est source qui n'a pas ete pertinente pour la recherche de 
references d'articles. Mais part contre, cette source est tres utile pour obtenir des informations 
relative a des organismes ou des produits, et egalement pour se constituer un carnet d'adresse. 
Malheureusement se type d'information n'etait pas utile dans le cadre de ma recherche. 

6) Optimisation de la recherche. 

Jusqu'a cette etape, toutes les recherches decrites ci-dessus suivent fondamentalement le 
meme plan, qui est d'interroger une source d'information afin d'obtenir des references de 
documents que l'on ne possede pas. 

Or, dans cette etape 1'optique differe quelque peu, car a present, le but est d'exploiter le 
pool de references obtenu afin d'extraire des informations permettant de rapatrier de nouvelles 
references. Pour ce faire, ce travail a ete realise : 

a) Sur les notices au niveau des champs auteur et descripteur. 

L'analyse du champ descripteur a eu comme role de completer et de confirmer la 
pertinence des descripteurs choisis pour 1'equation, et eventuellement d'apporter de nouveaux 
descripteurs. 

Le champ auteur a ete analyse afm de degager le nom des auteurs qui ont publie les 
references les plus pertinentes. Suite a cela, les bases sur CD-ROM ont ete reinterrogees sur le 
champ auteur. Ce travail a permis d'ajouter 2 references de plus a notre bibliographie. 

b) Sur Ies documents au niveau de Ia bibliographie. 

N'ayant pas le temps d'analyser 1'ensemble des references pertinentes obtenues, la decision 
a ete prise d'analyser uniquement la bibliographie des articles de references ( 
cf.bibliographie ) . Ceci a permis de m'informer sur toutes les techniques de quantification 
bacterienne existantes, et de completer mon pool de 3 references. 

7) Schema recapitulatif. 

14 



Analyse des besoins 

Gommanditaire 

___i 

FEEDBACK 

Optntus atlcin champ descripteur 

Pool de termes en langage 
naturel 

INDEX 
THESAURUS 

Dedoublonnage 
ET 

ANALY8E DE PERTINENGE 

Optimisation champ auteuur 

Ddtermination des bases de donnees 
pertinentes (Dial Index, blue sheet) A B 

A ci U 
L 1 

Etablir strategie de 
recherche en ligne 

Descripteurs en langage 
eontrole 

Recherche sur CD-ROM Recherche sur INTERNET 

Pool de references 
(avec doublon) sur 

Poolde references 
(avec doublon) 

CD-ROM surlNTERNET Pool de rtferences 
total (utiique) 

Pool de references 
(unique) en LIGNE 

Recherche en LIGNE 

onnage 

Pool de reference Pool de references 
(unique) sur CD-ROM 

Pool de references 
total (avec doublon) 

(unique) sur 
INTERNET 

Schema recapitufatif de la strategie c/e recherche 



8) Exploitation des resultats. 

a) Bilan. 

A la fin de ma recherche, j'ai obtenu un total de 55 references pertinentes qui ont toutes ete 
retenues pour la bibliographie. La synthese a ete realisee avec 8 references qui ont pu etre 
physiquement obtenues grace a 1'utilisation du CD-ROM Myriade. Lensemble des references a pu 
etre obtenu a la BU Science. 

• totales 
• pertinentes 
• retenues 

Internet CD-ROM 

Repartition des references en fonction des sources. 

Le graphique ci-dessus met clairement en evidence la pertinence des resultats en fonctions 
des sources consultees. Pour la recherche sur CD-ROM, sur 1'ensemble des references obtenues 
avec cette source 18% ont ete retenues pour la bibliographie; alors que pour la recherche en Ligne 
17% ont ete retenue et pour la recherche sur Internet moins de 1%. Ceci confirme le fait que 
1'Internet n'est pas une source tres pertinente pour la recherche de references bibliographiques. La 
recherche en Ligne et sur CD-ROM ont, par contre, donne des resultats assez similaire mais pour 
des raisons inherente a aux defauts de ces sources (cout eleve sur DIALOG, mise a jour sur CD-
ROM) elles restent complementaires. 

Egalement, 60% des references pertinentes obtenues sur CD-ROM ont ete retenues pour la 
bibliographie, ceci etant du principalement au dedoublonnage ( cf methodologie 7) ). Alors que 
pour la recherche en Ligne seulement 40% des references ont ete retenue, la raison pouvant 
expliquer ce chiffre est qu'il y ait une zone de couverture identique importante entre les bases 
consultees sur CD-ROM et en Ligne (beaucoup de references eliminees au dedoublonnage). Enfin 
100% des references sur Internet ont ete conservees, mais ce resultat n'est pas exploitable au vue du 
faible nombre de references obtenues avec cette source. 
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b) Evaluation du cout financier. 

Dialog : dial index : 148 fr. 
Interrogation : 115 fr. 

Photocopie/achat/poste : 70 fr. 

P h o t o c o p i e  
/ A c h a t /  
P o s t e  

D i a l o g  
I n t e r r o g a t i o n  

4 4 %  2 1  %  

D i a l o g  
d i a l  i n d e x  

3  5 %  

Estimation (en %) de la repartition de la somme totale 

On peut remarquer au vue de ces resultats, que 1'utilisation de la fonction "dial index" 
proposee par le serveur Dialog a un cout eleve, car il constitue a lui seul 35% de la somme totale 
allouee a cette recherche bibliographique. Donc convient d'utiliser cette fonction que si l'on desire 
interroger ce serveur et que l'on ne connait vraiment pas les bases qui se revelent pertinentes. 

c) Evaluation du temps . 

Dialog : 50 min 
Internet: 15 h 
CD-ROM: 2 h 
Analyse, tri, traduction : 50 h 

Apres avoir mis en exergue la faible pertinence de 1'Internet pour la recherche de 
references d'articles, il convient egalement de signaler que ceci a surtout ete mis en evidence par le 
rapport nombre de references retenue/temps de recherche. 

d) conclusion. 

En conclusion, on peut dire que pour qu'une recherche soit de qualite, il est important 
d'avoir bien cerne qu'elle sont les besoins, et les attentes du commanditaire. Mais ceci, pas dans le 
but de visualiser le resultat final; mais plutot dans un soucis de collecte d'informations fiables 
conduisant a ce resultat. Car paradoxalement, ce travail a pour but de repondre a un besoin, qui est 
souvent difficile a definir au depart, et chaque conversation, chaque dialogue, doit etre analyse et 
constitue le principal fil directeur. 

S'ajoutant a cela, il y a egalement d'autres competences tres importantes telles que la 
maitrise des outils utilises au cours de la recherche (reduit silence et bruit), et la capacite d'identifier 
les sources les mieux adaptees. 
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Introduction 

Initialement, certaines techniques de biologie moleculaire, comme les sondes a ADN ou la 
PCR, etaient utilisees afin de determiner uniquement la presence ou 1'absence d'un micro-
organisme. Actuellement, de plus en plus de ces techniques sont developpees dans le but de 
quantifier des populations bacteriennes specifiques. Or, 1'identification et la determination du 
nombre de cellules bacteriennes d'une souche specifique, dans un echantillon, releve du veritable 
defi, certainement parce que les populations microbiennes sont complexes et tres diverses. II faut 
savoir qu'il peut y avoir jusqu'a un millier de genotypes differents dans un seul gramme de terre. 
Les methodes mises en place doivent par consequent cibler une caracteristique specifique de la 
bacterie d'interet. Ceci a conduit a l'etablissement de nombreuses techniques offrant aux 
microbiologistes un large eventail de possibilites. 

Cette synthese n'a pas pour objectif de traiter 1'ensemble des methodes existantes dans le 
domaine de la quantification des bacteries; mais plutot de presenter les principales techniques. 

1) Techniques derivee de la PCR. 

a) LaPCR. 

Reaction de polymerisation en chaine, ou P.C.R (pour polymerase chain reaction ) est une 
technique d'amplification genique qui confere au diagnostic genotypique une sensibilite permettant 
de detecter parfois jusqu'a une seule copie d'une sequence genomique specifique. Elle utilise la 
propriete de Penzyme ADN polymerase de synthetiser le brin complementaire d'un ADN simple 
brin servant de matrice en assemblant des nucleotides (comme dans le mecanisme naturel de 
replication de l'ADN). La reaction debute par l'hybridation d'une courte sequence d'ADN 
(quelques dizaines de bases) specifique de l'ADN a amplifier (amorce d'amplification) sur chacun 
des deux brins de l'ADN denature par chauffage, le choix de ces amorces est determinant, car c'est 
ce facteur qui permettra d'amplifier specifiquement l'ADN d'interet (sequence 16S rDNA tres 
souvent utilisee pour les techniques de quantification). L'adjonction d'une ADN polymerase 
thermoresistante (extraite de Thermus aquaticus, une espece bacterienne adaptee aux eaux 
chaudes) permet d'aboutir en quelques minutes a deux copies de l'ADN original. Apres n cycles 
consecutifs, le nombre de copies d'ADN amplifie (amplicon) atteindra au plus 2n en quelques 
heures, offrant ainsi une sensibilite de detection extraordinairement elevee par comparaison avec les 
methodes de culture les plus performantes. 

Concretement, la PCR a l'avantage d'etre a la fois rapide et peu couteuse; il convient 
pourtant d'etre tres prudent lorsque l'on utilise cette technique 

Le produit obtenu suite a une PCR classique ne permet pas de quantifier des bacteries car 
le nombre de copie de 2n apres n cycle est theorique, il est en fait variable et non reproductible, il 
fut donc necessaire d'optimiser cette technique. Les methodes decrites, ci-dessous, en sont quelques 
exemples. 
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b) Exemples de techniques. 

b.l) Quantitative-MPN-PCR. 

Une Quantitative-MPN-PCR (MPN comme Most Probable Number), se realise par 
de multiples PCR sur des echantillons qui ont ete dilues en serie, chaque dilution est amplifiee en 
trois exemplaires. Ensuite, le nombre de reactions positives (lorsque le produit de reaction atteint un 
certain seuil de detectablilite) est compare a la table MPN editee permettant une estimation du 
nombre de copies d'ADN dans 1'echantillon. Cette technique a deja ete utilisee pour, par exemple, 
enumerer une population de "Nitrobacter", ou il ressort que pour que cette technique soit efficace 
avec cette population, il est necessaire de limiter l'ADN et les cellules perdus au cours du protocole 
pour que les resultats de la PCR soit fiable [25]. 

b.2) PCR-ELISA. 

Une technique de PCR-ELISA (pour enzyme linked immunosorbent assay) se 
compose d'une PCR classique realisee en utilisant des amorces permettant d'amplifier l'ADN 
d'interet et d'une methodologie d'immunodosages quantitatifs fondee sur 1'interaction primaire Ag-
Amorce. 

Cette reaction immunologique est fondee sur une technique de marquage par une 
enzyme de l'un des elements, 1'antigene ou 1'anticorps, qui intervient dans la reaction. L'utilisation 
d'enzymes comme marqueur presente 1'avantage considerable de conferer une grande sensibilite a 
la reaction Ag-Ac en raison de la propriete de 1'enzyme liee a l'un des partenaires de la reaction (le 
plus souvent 1'anticorps) de transformer un tres grand nombre de molecules de substrat, c'est-a-dire 
a 1'amplification du signal servant de revelateur de la reaction. Une etude via une PCR-ELISA a ete 
realise afm d'enumerer les bacteries se trouvant dans le lait cru, dans cette etude il etait important de 
quantifier 1'ensemble des bacteries pouvant se developper dans ce milieu. Pour ce faire, des amorces 
ont ete realisees en utilisant le gene de la region 16S de l'ARNr afin de construire des amorces 
communes a une large partie des bacteries se developpant dans cet environnement[12]. 

b.3) Quantitative-Competitive-PCR. 

Cette technique est basee sur 1'incorporation d'un standard interne pour chaque 
reaction de PCR. Ce standard interne ou ADN competiteur devrait ressembler autant que possible a 
l'ADN cible et etre amplifier avec le meme jeu d'amorces, mais se distinguerait toujours de la cible, 
par exemple, par sa taille. Une courbe standard est elaboree en utilisant, une concentration constante 
d'ADN competiteur additionne a une dilution en serie de l'ADN cible, et du rapport entre le 
rendement d'amplification de l'ADN par PCR et la concentration initiale d'ADN cible. Cette courbe 
standard peut ensuite etre utilisee pour calculer les concentrations d'ADN cible dans des 
echantillons environnementaux. L'ADN cible et le competiteur sont sujets aux memes conditions 
ceci pouvant influer sur les performances de la Taq polymerase, mais le rapport resultant du produit 
de la PCR reste toujours valide. 
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II existe different points, dans une procedure d'extraction classique ou l'ADN 
competiteur peut etre ajoute ifig.4) . L'addition du competiteur en "post extraction" peut permettre 
de calculer precisement le nombre de copies d'ADN cible dans l'ADN qui a ete isole. Ainsi, par 
utilisation des courbes standards appropriees, il est possible de determiner le nombre de bacteries 
qu'il y avait initialement dans 1'echantillon. Concretement, les resultats obtenus avec cette technique 
semble etre d'aussi bonne qualite que ceux obtenus avec des methodes de culture classique [33]. De 
plus, cette technique est plus rapide, car dans le cas de la quantification de la bacterie "Bortella 
pertussis" la PCR competitive a ete realisee en 1 jour, contre 3 alO jours avec des cultures [29]. 

ADN competiteur (ajoute 
a l'interieur de la cellule) 

ADN competiteur (ajoute 
en co-extraction) 

Echantillon contenant la bacterie d'interet 

Lyse des cellules 

Extraction de l'ADN (phenol et 
chloroform) 

ADN competiteur (ajoute 
en post extraction) 

Precipitation de l'ADN (isopropanol) 

Purification de l'ADN (colonne) 

Fig.l: representation schematique indiquant les differentspoints oiipeut etre ajoute l'ADN 
competiteur au cours d'un protocole d'isolation d'ADN a partir d'un echantillon 
environnemental. 

2) Technique d'hybridation des acides nucleiques. 

a) Par quantification d'ADN. 

a.l) Principe. 

La maniere la plus simple de detecter une sequence specifique d'acide nucleique, ou un gene 
d'interet se fait par hybridation directe d'une sonde ADN ou ARN avec un extrait d'acide nucleique 
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bacterien. L'ADN ou l'ARN de cellules entieres est extrait du microbe se trouvant dans 1'echantillon 
experimental par des techniques de centrifugation differentielle ou d'extraction directe, et est fixe 
sur une membrane chargee positivement (nitrocellulose, nylon). Les acides nucleiques fixes sur la 
membrane sont hybride avec un oligonucleotide ADN ou ARN constitue d'une sequence 
complementaire a la sequence cible. Cette sonde est marquee avant hybridation. Une sonde ADN 
peut etre utilisee pour detecter des genes d'un genome bacterien, ou pour detecter des ARNm ou 
des ARNr. Dans la mesure ou 1'extraction des acides nucleiques est quantitative, le signal obtenu 
par la suite par hybridation l'est egalement. 

a.2) Exemple : Slot-Blot. 

Cette technique peut etre utilisee pour quantifier des bacteries, ainsi apres extraction de 
l'ADN, une sequence d'ADN cible specifique peut etre quantifiee par Slot-Blot en utilisant la 
sequence cible comme une sonde. L'intensite d'hybridation de la sonde sur l'ADN concentre dans 
les depots sur la membrane est comparee a une serie de dilution de l'ADN cible. Les fentes avec une 
intensite d'hybridation identique sont jugees comme ayant la meme concentration de cette ADN 
cible. Cette methode peu efficace a une sensibilite de 10*4 cells/g de sol [1]. 

b) Hybridation in situ de sondes fluorescente (FISH). 

b.l) Principe et application. 

Une des caracteristiques interessantes inherente a cette technique est qu'elle permet 
d'intervenir sur une communaute microbienne sans en modifier la structure, ceci permettant 
d'obtenir des informations sur 1'organisation generale du systeme. Cette technique permet egalement 
de quantifier des bacteries directement dans leur environnement sans les avoir prealablement 
cultivees. 

Le principe est le suivant, sur un support (biofilm...) les cellules entieres sont traitees par du 
paraformaldehyde. Ces cellules ainsi fixees et permeabilisees sont exposees a une sonde, souvent un 
oligonucleotide, qui a ete marquee par un agent fluorescent tel que la fluoresceine. La sonde ADN 
se lie a la sequence ADN ou ARN qui lui est complementaire a 1'interieur de la cellule. Ainsi grace 
a cette methode, il est possible de detecter via 1'utilisation d'un microscope a epifluorescence les 
bacteries qui contiennent la sequence complementaire qui s'est hybride a la sonde. 

La methode FISH (poiir fluorescente in situ hybridation) peut donc permettre de marquer, 
detecter, et quantifier des bacteries dans de nombreux environnements comme par exemple dans 
l'eau de mer [5], et ceci sans avoir a les cultiver. L'intensite de marquage est plus importante si les 
sondes ciblent des ARNr. Quelques reserves toutefois, car les resultats obtenus avec cette technique 
sont souvent inferieurs a ceux obtenus avec des techniques classiques de culture en plaque, car 
l'intensite de marquage des bacteries cibles depend de la permeabilite de celles-ci a la sonde, et 
egalement de son activite si les sondes ciblent des ARNr. 
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Conclusion 

Les techniques de biologie moleculaire sont actuellement les meilleurs moyens pour 
quantifier les bacteries dans des milieux naturels (terre, boue, eau...) et dans les aliments, ceci 
offrant une alternative fiable pour 1'enumeration des bacteries non-cultivable. L'on constate que 
cette voie de recherche est en pleine expansion, avec par exemple la technique de Taq Man PCR qui 
a permis de quantifier dans les aliments la bacteries "Salmonella" en quelques heures [50] ou de 
quantifier la bacterie "Stachybotrys chartarum conidia" avec la meme efficacite que les methodes de 
comptages direct mais avec un temps de realisation beaucoup plus court [49]. Ceci conduisant ce 
domaine a s'enrichir de methodes qui sont de plus en plus pointues, et qui sont en general 
complementaires, dans le sens ou chaque technique de quantification est plus ou moins adaptee a 
tels type d'etudes ou de milieu. 
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La formalisation des references bibliographiques a ete realisee en suivant 
la norme AFNOR Z 44-005 (ISO 690 ). 

Le classement des references bibliographiques est deux niveaux, avec un 
classement par type de technique et chaque technique est ordonnee par ordre 
alphabetique des auteurs. 
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