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Résumé :

Les bactéries sont impliquées dans de nombreux phénomeénes. Or, la quantification d'une
population microbienne, appartenant & un groupe phylogénétique spécifique, est sans aucun doute
une premiere réussite dans une meilleure connaissance de ces micro-organismes. Ainsi, ce travail se
propose de faire un bilan sur les différentes techniques de quantification existantes, utilisant des
concepts appartenant a la biologie moléculaire.

Mots-clés : bactérie, analyse quantitative, quantification, réaction chaine polymérase,

\cfénombrement, méthode, 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 intégrante des écosystémes. Ils influent, par exemple,
directement sur la santé des organismes supérieurs en prévenant ou en causant des maladies, et sont
essentiels pour le cycle global des nutriments.

Une meilleure compréhension du rdle et de l'impact des bactéries impliquent de connaitre les
caractéristiques spécifiques d'une population bactérienne au cours du temps. Or, la quantification
d'une population microbienne, appartenant par exemple a un groupe phylogénétique spécifique,
constitue sans aucun doute une premiére réussite dans la connaissance de ces micro-organismes.

Face a l'existence de différents problémes de quantification des bactéries, dus a des
problémes d'environnement, ou de spécificité de détection, de nombreuses techniques de biologie
moléculaire ont été¢ développées et ont abouti a 1'élaboration de méthodes ayant chacune leur
spécificité.

Ce travail de recherche bibliographique a surtout vocation de servir d'amorce a tout
chercheur désirant effectuer des recherches dans ce domaine ou voulant prendre connaissance des
différentes techniques existantes a ce jour. Le but étant d'offrir des documents dédiés uniquement a
la quantification des bactéries via des techniques de biologie moléculaire.






1) Etude préalable.

Ce sujet se situe dans le domaine de la biologie moléculaire et plus spécifiquement aux
techniques, associées a ce domaine, impliquées dans la quantification des bactéries.

Pour débuter dans cette recherche, mon commanditaire m'a aiguillé en m'indiquant
quelques références et mots-clés. A l'issu des différentes conversations que nous avons eu, et de
l'analyse de l'ensemble des informations en ma possession (références, mots-clés,...), un pool de
termes en langage naturel a été établi. Ce pool de termes se veut exhaustif, car il n'a pas vocation
d'étre utilisé directement pour une interrogation. En effet, il présente un éventail de termes pouvant
étre utilisé pour une recherche aprés étre, bien siir, passé par un crible tel qu'un thésaurus ou un
index.

Enfin, suite a l'analyse des besoins de mon commanditaire de grandes directions ont
conjointement été définies qui consistent a rechercher uniquement des documents en anglais dans la
période allant de 1994 , & nos jours, et de ne rechercher que des références d'articles.

2) Recherche manuelle.

Le principal langage d'interrogation, dans les bases de données touchant au domaine de la
biologie moléculaire, est l'anglais. Ainsi, préalablement & toute recherche, il fut nécessaire de
traduire I'ensemble des termes via l'utilisation du dictionnaire frangais/anglais Robert et Collins et
du thésaurus biomédical frangais/anglais adapté au Mesh (réalisé par I'INSERM 1998).

La détermination des descripteurs pertinents pour les différentes bases interrogées a ¢té
réalisée grace a l'utilisation de différents thésaurus dont le Mesh et EmTree.

Enfin, lors de l'interrogation en ligne, il fut nécessaire de consulter les Blues Sheet (serveur
DIALOG) qui constituent de véritables fiches d'identité des bases de données proposées par le
serveur Dialog ( cfrecherche en ligne).

3) Recherche sur CD-ROM.

Lorsque l'on a la possibilité d'explorer différentes sources, commencer par une recherche
sur CD-ROM semble étre une bonne alternative car elle présente plusieurs avantages :

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

- L'interrogation n'est pas payante, donc possibilité de réaliser une
interrogation trés compléte sur différents champs. Ceci permettant d'avoir
une bonne base de références a traiter et a exploiter pour la suite du
travail.

- Enfin, lors de l'interrogation des bases sur CD-ROM, on a la possibilité
d'établir sereinement une stratégie en vue de la recherche sur les bases de
données en ligne.



Mais une interrogation sur CD-ROM présente également certains inconvénients qu'il est
important de considérer :

- Aucune possibilité de réaliser un dédoublonnage automatique des
références obtenues, donc opération réalisée manuellement qui se révéle
longue et fastidieuse.

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

a) Bases de données interrogées.

Caractéristiques des bases sur CD-ROM

Date d'existence de
Nomde la | Producteur Nature des Domaine la forme papier et
Base Documents de la base
informatique.
Biosciences 10000 revues analysées, Science de lavie, | i jpical abtract:1969
Biosis (Philadelphie) plus quelques livres et humaine, animale
actes de congreés ou végétale CD: 1990
Biomédical au sens
EMBASE Elsevier 3800 revues analysées, large, avec une Excerpta Medica : 1947
(Amsterdam) | dont 155 revues frangaises | spécialisation en D - 1974
pharmacologie et ’
toxicologie
4300 re‘:/uesba.nal}file:es,1 d:ntt.20(10 Sciences,
U secteur biomedical, contien .
INIST aussi théses, rapports, actes de ,tec},mOlog,les’ . CD : 1973
Pascal (Nancy) congrés, et également les notices Med.ecme, BlOIQgIQ ‘
de la BDSP* Biotechnologie
National
library of Biomédical, i
.. . . . Index Medicus : 1879
Medline Medicine 3800 revues analysées, Biologie,
(NLM) 60% des USA et UK. Biochimie. CD: 1966
Bethesda (USA)

* BDSP = Banque de données en Santé Publique,

CD = CD-ROM




b) Equations de recherche.

Les interrogations ont été réalisées a la BU Science et BU Rockfeller sur les bases Pascal,
Embase, Biosis, interrogeables sous un accés unique: WinSPIRS (édité par SilverPlatters).

La recherche sur les bases Embase et Medline a été réalisée, via 'utilisation de leur
thésaurus qui se nomme respectivement EmTree et Mesh, et a donné lieu aux mémes équations de
recherche, ceci étant certainement dfi aux grandes similitudes structurelles relatives a ces deux
thésaurus :

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

Pour la base Biosis n’ayant pas trouvé de thésaurus spécifique a cette base, j’ai réutilisé
I’équation ci-dessus ( choix confirmé lors de la consultation de I’index disponible sur le CD-ROM ).
Mais il faut avouer que ceci a certainement dii augmenter le bruit et le silence dans le lot de
références obtenu.

Lors de I'interrogation de la base Pascal, ’équation de recherche a été établie grace a
I’index disponible sur le CD-ROM Pascal, qui a permis d’établir I’équation 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 équation il y a volontairement trés peu de troncatures car au cours de
I’interrogation de la base Pascal, un bruit beaucoup trop élevé a été obtenu lorsque :

quanti* a éré utilisé au lieu de quantization, quantitative-analysis, quantification
Et
bacteri* a été utilisé au lieu de bacteria, bacterium, bacterial.
Ceci s’expliquant uniquement par le fait que beaucoup de descripteurs non pertinents ont

été rapatriés et utilisés dans I’équation de recherche a cause de ces troncatures.

Exemple d’une interrogation . Biosis :




- 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*)

¢) Résultats.

= 1520

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

- qui ont été rapatri€es suite a l'interrogation.

- qui se sont révélées pertinentes. Et obtenues par un premier filtrage que
j'ai réalisé (afin d'offrir une valeur ajoutée & mon commanditaire) et ou
seront éliminées les références qui sont nettement hors sujet. Puis par
second filtrage, réalisé cette fois par mon commanditaire, qui validera
définitivement les références.

Aprés dédoublonnage, 30 références ont finalement été retenues pour la bibliographie.

Résultat de la recherche sur CD-ROM

Nom de la
Base Biosis EMBASE | Medline Pascal Total
Références 76 20 47 62 181
totales
Références 15 6 13 18 52
pertinentes
DEDOUBLONNAGE




4) Recherche en ligne.

Cette recherche a été réalisée sur le serveur DIALOG a I'ENSSIB. Ce serveur, qui
appartient a la société 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 compléter le travail réalisé sur CD-ROM. Ceci pouvant étre décliné en deux facettes bien
distinctes qui sont :

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

- De réinterroger en ligne les bases sur CD-ROM les plus pertinentes, sur la
période ou elles n'ont plus été mises a jour. Les bases choisies ont été
BIOSIS, PASCAL

Sur DIALOG, la principale contrainte reste sans aucun doute la facturation. Pour pallier a
ceci, il est préférable d'établir préalablement une stratégie de recherche (dans mon cas sur CD-

ROM).

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

- les bases sont réguliérement mises a jour, ce qui permet d'obtenir des
références trés récentes.

- le serveur offre un large éventail de bases.

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

a) Détermination des bases de pertinentes.

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

Your last SELECT staternent was: :

S (ENUMERATION OR QUANTIZATION OR QUANTIFICATION) AND BACTERI???

Ref

N7
Nz
N3
N4
N5
N6
N7
N§&
N9

N710

10

Itemns  File

2018 654: US Pat.Full._1990-1999/Nov 16

1425 5: Biosis Previews(R)_1969-1999/ Oct W5

1235 440: Current Contents Search(R)_1990-1999/ Dec W1
863 144: Pascal _1973-1999/ Oct

766 34: SciSearch(R) Cited Ref Sci_1990-1999/ Nov W3
608 73: EMBASE_1974-1999/ Nov W2

604 155: MEDLINE(R)_1966-1999/ Dec W4

580 348: European Patents_1978-1999/Nov W45

391 76: Life Sciences Collection_1982-1999/ Sep
388  50: CAB Abstracts_1972-1999/ Oc



Suite a ce résultat, j'ai consulté les blues sheet (fiche descriptive des bases sur DIALOG)
associées a ces bases afin de sélectionner celles qui seront interrogées. A 1'issue, les bases choisies
ont ét¢ Current Content, Life Science Collection, Embase, Pascal ( ¢f caractéristique 3) a) ).

Caracteristiques des bases en ligne
Nomde la

Base| Current Content Life Science PASCAL BIOSIS

Collection

Date d'existence De 1990 a nos De 1978 anos

de la base jours jours
ISL, Institut de Cambridge
Producteur I'Information Scientifique
Scientifique. Abstract (voir
(Philadelphie) (Cambridge) caractéristiques des
bases CD- ROM)
Nature des 5000 périodiques,
Document 6500 périodiques rapport de

conférence, brevet

Scientifique, Biologie,
Domaine science social, art. | biotechnologie,
toxicologie
Mise a jour Toutes les Tous les mois Tous les mois | Tous les mois
semaines

b) Equations de recherche.
Pour les quatre bases l'interrogation fut identique, sauf a I'étape S4 les bases PASCAL et

BIOSIS furent interrogées uniquement sur l'année 1999 et 2000. Car les années précédentes ,pour
ces deux bases, ont été couvertes sur CD-ROM.
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Exemple : Interrogation des bases Current content et LifeScience Collection

S1 1226150 METHOD OR TECHNIQUE
S2 482 (QUANTIFICATION??(N)BACTER??2) OR (ENUMERAT?2?2(N)BACTER??2?)
S3 111 §7 AND §2

54 72 53 AND (PY=2000 OR PY=1999 OR PY=1998 OR PY=1997 OR
PY=1996 OR PY=1995 OR PY=1994)
S5 56 RD (unique items)

¢) Résultats.

Résultat de la recherche en ligne

Nomde la
base Biosis Pascal Life Science |  Current Total
Collection Content
Références 14 16 20 36 86
Totales
Références 6 11 15 7 39
Pertinentes

Les 39 références pertinentes obtenues ont été ajoutées au pool de références total ( ¢f
schéma 7)) et a l'issue du dédoublonnage (par rapport aux documents sur CD-ROM) 15 documents
ont €té retenus pour la bibliographie.

5) Recherche sur INTERNET.

L'Internet, réseau de réseaux offre de multiples opportunités de part la variété des
ressources et des outils disponibles. Ainsi, face a l'océan d'information qu'est I'Internet, il fallut,
dans un soucis d'efficacité, définir une stratégie de recherche. Celle-ci a €té établi en fonction des
besoins de mon commanditaire qui ne désirait obtenir, essentiellement, que des références d'articles
(fiables, bien siir).

Pour ce faire, j'ai utilisé : les listes de discussions, et les moteurs de recherche.
a) Listes de discussions.

Dans le cadre de ma recherche, les listes de discussions pertinentes, déterminées via les
moteurs de recherche, ont été interrogées dans le but :
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-~ de m'orienter en sollicitant des conseils sur d'éventuels sites dans le
domaine.
- de m'indiquer des références d'articles traitant du sujet (et le cas échéant
vérifier la pertinence de la référence proposée).

Listes interrogées:
www.molbio.org
www.protocol-online.net/discussion/index.htm
www.nwisc.noaa.gov/protocols/resources. htmlfprot

La question posée fut : " 1'm 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 l'issue, il ressort que, malgré I'avantage de ce type de recherche qui demande trés peu de
temps et permet de toucher un large segment de population spécialis€ dans le domaine, les résultats
n'ont pas été concluants. Car, suite a I'ensemble des messages envoyés, aucune réponse exploitable
n'a été obtenue. En effet, au cours de mon travail de recherche bibliographique ce moyen n'a
constitué en aucun cas une source fiable d'information mais plus une opportunité.

b) Le World Wide Web.

Sur I'ensemble du travail de recherche effectué sur Internet, Excite, Alta Vista, Google
ont permis d'obtenir des résultats intéressants.

Google :
Equation : Bacteria quantification technique

Réalisant des recherches par popularité, ce moteur a permis d'obtenir des adresses de sites
références dans le domaine de la bactériologie, mais aucun de ces sites n'offraient des informations
sur des articles spécifiques & mon sujet.

Alta Vista et Excite:

Equation Alta vista . (method OR technique) AND bacteria AND (quantification

OR enumerate)
Equation Alta vista : discussion AND biology
Equation Excite  : method bacteria quantification

Les résultats obtenus avec ces deux moteurs furent principalement des adresses de sites
d'université, ou d'industriel spécialisé dans le domaine, ou enfin des sites dédiés a des congres.

L'analyse de toutes ces pages fut longue et fastidieuse, et n'a permis de trouver que 1
référence pouvant s'ajouter a la bibliographie. Obtenue a partir du site Zoopole (visité le
07/01/2000) a I'adresse : www.cbb.developpement.com/00/.\10\1049.htm

Le site de la National Ligue of Medecine offre la possibilité d'interroger la base Medline
gratuitement et a permis d'obtenir 3 références qui n'étaient pas disponibles lors de l'interrogation de

13



cette méme base sur CD-ROM. De plus, dans un soucis d'efficacité & moindre coup, la base
Medline a été réguliérement interrogée sur ce site jusqu'au 1 mars 2000.

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

La base de I'INIST interrogeable, via leur site, a également permis de trouver 1 référence.

Ainsi de maniere générale, 1'Internet est source qui n'a pas été pertinente pour la recherche de
références d'articles. Mais part contre, cette source est trés utile pour obtenir des informations
relative a des organismes ou des produits, et également pour se constituer un carnet d'adresse.
Malheureusement se type d'information n'était pas utile dans le cadre de ma recherche.

6) Optimisation de la recherche.

Jusqu'a cette étape, toutes les recherches décrites ci-dessus suivent fondamentalement le
méme plan, qui est d'interroger une source d'information afin d'obtenir des références de
documents que l'on ne posséde pas.

Or, dans cette étape l'optique différe quelque peu, car a présent, le but est d'exploiter le
pool de références obtenu afin d'extraire des informations permettant de rapatrier de nouvelles
références. Pour ce faire, ce travail a été réalisé :

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

L'analyse du champ descripteur a eu comme rdle de compléter et de confirmer la
pertinence des descripteurs choisis pour l'équation, et éventuellement d'apporter de nouveaux
descripteurs.

Le champ auteur a été analysé afm de dégager le nom des auteurs qui ont publié les
références les plus pertinentes. Suite a cela, les bases sur CD-ROM ont été réinterrogées sur le
champ auteur. Ce travail a permis d'ajouter 2 références de plus a notre bibliographie.

b) Sur les documents au niveau de la bibliographie.
N'ayant pas le temps d'analyser l'ensemble des références pertinentes obtenues, la décision
a €té prise d'analyser uniquement la bibliographie des articles de références (

cf.bibliographie ) . Ceci & permis de m'informer sur toutes les techniques de quantification
bactérienne existantes, et de compléter mon pool de 3 références.

7) Schéma récapitulatif.
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B | Analvse des besoins

Commanditaire

Pool de termes en langage INDEX Descriptéms en langage
o , naturel THESAURUS controlé
Optimisation champ descripteur .
Optitnisation champ auteur
Détermination des bases de données ‘
_ pertinentes ( Dial Index, blue sheet ) A B Recherche sur CD-ROM

Recheréhé SWINTERNET )

FEEDBAGK

Etablir stratégie de
recherche en ligne

, Booi de références Pdol?de références

(avec doublon) sur . (avec doublon)

" Pool de références S“r INTERNET

CD-ROM
total (unique) ' e

Pool de références

; Recherche en LIGNE
(unique) en LIGNE f

Dédoublonnage lédeublonnage

Dédoublonnage o - e
(T g " Pool de références Pool de réferences Poglnée :;:ié ' nce
ANALYSE DE PERTINENCE total (avec doublon) (unique) sur CD-ROM S

INTERNET

Schéma récapitulatif de la stratégie de recherche




8) Exploitation des résultats.

a) Bilan.

A la fin de ma recherche, j'ai obtenu un total de 55 références pertinentes qui ont toutes été
retenues pour la bibliographie. La synthése a été réalisée avec 8 références qui ont pu €tre
physiquement obtenues grace a l'utilisation du CD-ROM Myriade. L'ensemble des références a pu
étre obtenu a la BU Science.

450
400
350
300
250
200

B pertinentes |
Cretenues

150
100
50

CD-ROM Ligne Internet

Répartition des références en fonction des sources.

Le graphique ci-dessus met clairement en évidence la pertinence des résultats en fonctions
des sources consultées. Pour la recherche sur CD-ROM, sur I'ensemble des références obtenues
avec cette source 18% ont été retenues pour la bibliographie; alors que pour la recherche en Ligne
17% ont été retenue et pour la recherche sur Internet moins de 1%. Ceci confirme le fait que
I'Internet n'est pas une source trés pertinente pour la recherche de références bibliographiques. La
recherche en Ligne et sur CD-ROM ont, par contre, donné des résultats assez similaire mais pour
des raisons inhérente a aux défauts de ces sources (cofit élevé sur DIALOG, mise a jour sur CD-
ROM) elles restent complémentaires.

Egalement, 60% des références pertinentes obtenues sur CD-ROM ont été retenues pour la
bibliographie, ceci étant dii principalement au dédoublonnage ( ¢/’ méthodologie 7) ). Alors que
pour la recherche en Ligne seulement 40% des références ont été retenue, la raison pouvant
expliquer ce chiffre est qu'il y ait une zone de couverture identique importante entre les bases
consultées sur CD-ROM et en Ligne (beaucoup de références éliminées au dédoublonnage). Enfin
100% des références sur Internet ont été conservées, mais ce résultat n'est pas exploitable au vue du
faible nombre de références obtenues avec cette source.
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b) Evaluation du coiit financier.

Dialog : dial index  : 148 fr.
Interrogation : 115 fr.
Photocopie/achat/poste : 70 fr.

Photocopie )
/Achat/ Dialog
Poste Interrogation
21% 44%

Dialog
dial index

35%

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

On peut remarquer au vue de ces résultats, que l'utilisation de la fonction "dial index"
proposée par le serveur Dialog a un coiit élevé, car il constitue & lui seul 35% de la somme totale
allouée a cette recherche bibliographique. Donc convient d'utiliser cette fonction que si I'on désire
interroger ce serveur et que l'on ne connait vraiment pas les bases qui se révélent pertinentes.

¢) Evaluation du temps .

Dialog : 50 min

Internet : 15 h
CD-ROM:2h

Analyse, tri, traduction : 50 h

Aprés avoir mis en exergue la faible pertinence de l'Internet pour la recherche de
références d'articles, il convient également de signaler que ceci a surtout été mis en évidence par le
rapport nombre de références retenue/temps de recherche.

d) conclusion.

En conclusion, on peut dire que pour qu'une recherche soit de qualité, il est important
d'avoir bien cerné qu'elle sont les besoins, et les attentes du commanditaire. Mais ceci, pas dans le
but de visualiser le résultat final; mais plutét dans un soucis de collecte d'informations fiables
conduisant a ce résultat. Car paradoxalement, ce travail a pour but de répondre & un besoin, qui est
souvent difficile a définir au départ, et chaque conversation, chaque dialogue, doit étre analysé et
constitué le principal fil directeur.

S'ajoutant a cela, il y a également d'autres compétences trés importantes telles que la
maitrise des outils utilisés au cours de la recherche (réduit silence et bruit), et la capacité d'identifier
les sources les mieux adaptées.
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Introduction

Initialement, certaines techniques de biologie moléculaire, comme les sondes 8 ADN ou la
PCR, étaient utilisées afin de déterminer uniquement la présence ou l'absence d'un micro-
organisme. Actuellement, de plus en plus de ces techniques sont développées dans le but de
quantifier des populations bactériennes spécifiques. Or, l'identification et la détermination du
nombre de cellules bactériennes d'une souche spécifique, dans un échantillon, reléve du véritable
défi, certainement parce que les populations microbiennes sont complexes et trés diverses. Il faut
savoir qu'il peut y avoir jusqu'a un millier de génotypes différents dans un seul gramme de terre.
Les méthodes mises en place doivent par conséquent cibler une caractéristique spécifique de la
bactérie d'intérét. Ceci a conduit a ['établissement de nombreuses techniques offrant aux
microbiologistes un large éventail de possibilités.

Cette synthése n'a pas pour objectif de traiter l'ensemble des méthodes existantes dans le
domaine de la quantification des bactéries; mais plutot de présenter les principales techniques.

1) Techniques dérivée de la PCR.

a) LaPCR.

Réaction de polymérisation en chaine, ou P.C.R (pour polymerase chain reaction ) est une
technique d'amplification génique qui confére au diagnostic génotypique une sensibilité permettant
de détecter parfois jusqu’a une seule copie d’une séquence génomique spécifique. Elle utilise la
propriété de ’enzyme ADN polymérase de synthétiser le brin complémentaire d’un ADN simple
brin servant de matrice en assemblant des nucléotides (comme dans le mécanisme naturel de
réplication de ’ADN). La réaction débute par l'hybridation d’une courte séquence d’ADN
(quelques dizaines de bases) spécifique de I’ADN a amplifier (amorce d’amplification) sur chacun
des deux brins de I’ADN dénaturé par chauffage, le choix de ces amorces est déterminant, car c'est
ce facteur qui permettra d'amplifier spécifiquement I'ADN d'intérét (séquence 16S rDNA tres
souvent utilisée pour les techniques de quantification). L’adjonction d’une ADN polymérase
thermorésistante (extraite de Thermus aquaticus, une espéce bactérienne adaptée aux eaux
chaudes) permet d’aboutir en quelques minutes a deux copies de I’ADN original. Apres n cycles
consécutifs, le nombre de copies d’ADN amplifié (amplicon) atteindra au plus 2" en quelques
heures, offrant ainsi une sensibilité de détection extraordinairement élevée par comparaison avec les
méthodes de culture les plus performantes.

Concretement, la PCR a l'avantage d'étre a la fois rapide et peu cofiteuse; il convient
pourtant d'étre trés prudent lorsque 1'on utilise cette technique

Le produit obtenu suite a une PCR classique ne permet pas de quantifier des bactéries car
le nombre de copie de 2" aprés n cycle est théorique, il est en fait variable et non reproductible, il
fut donc nécessaire d'optimiser cette technique. Les méthodes décrites, ci-dessous, en sont quelques
exemples.
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b) Exemples de techniques.

b.1) Quantitative-MPN-PCR.

Une Quantitative-MPN-PCR (MPN comme Most Probable Number), se réalise par
de multiples PCR sur des €chantillons qui ont été dilués en série, chaque dilution est amplifiée en
trois exemplaires. Ensuite, le nombre de réactions positives (lorsque le produit de réaction atteint un
certain seuil de détectablilité) est comparé a la table MPN éditée permettant une estimation du
nombre de copies d'ADN dans I'échantillon. Cette technique a déja été utilisée pour, par exemple,
énumérer une population de "Nitrobacter”, o il ressort que pour que cette technique soit efficace
avec cette population, il est nécessaire de limiter 'ADN et les cellules perdus au cours du protocole
pour que les résultats 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 réalisée en utilisant des amorces permettant d'amplifier I'ADN
d'intérét et d'une méthodologie d’immunodosages quantitatifs fondée sur I’intéraction primaire Ag-
Amorce.

Cette réaction immunologique est fondée sur une technique de marquage par une
enzyme de I’un des éléments, I’antigene ou I’anticorps, qui intervient dans la réaction. L utilisation
d’enzymes comme marqueur présente ’avantage considérable de conférer une grande sensibilité a
la réaction Ag-Ac en raison de la propriété de I’enzyme liée & I’un des partenaires de la réaction (le
plus souvent I’anticorps) de transformer un trés grand nombre de molécules de substrat, ¢’est-a-dire
a ’amplification du signal servant de révélateur de la réaction. Une étude via une PCR-ELISA a été
réalisé afin d'énumérer les bactéries se trouvant dans le lait cru, dans cette étude il était important de
quantifier I'ensemble des bactéries pouvant se développer dans ce milieu. Pour ce faire, des amorces
ont été réalisées en utilisant le géne de la région 16S de I'ARNr afin de construire des amorces
communes a une large partie des bactéries se développant dans cet environnement[12].

b.3) Quantitative-Competitive-PCR.

Cette technique est basée sur l'incorporation d'un standard interne pour chaque
réaction de PCR. Ce standard interne ou ADN compétiteur devrait ressembler autant que possible a
I'ADN cible et étre amplifier avec le méme jeu d'amorces, mais se distinguerait toujours de la cible,
par exemple, par sa taille. Une courbe standard est élaborée en utilisant, une concentration constante
d'ADN compétiteur additionné & une dilution en série de I'ADN cible, et du rapport entre le
rendement d'amplification de ' ADN par PCR et la concentration initiale d'ADN cible. Cette courbe
standard peut ensuite €tre utilisée pour calculer les concentrations d'ADN cible dans des
échantillons environnementaux. L'ADN cible et le compétiteur sont sujets aux mémes conditions
ceci pouvant influer sur les performances de la Taq polymerase, mais le rapport résultant du produit
de la PCR reste toujours valide.
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Il existe différent points, dans une procédure d'extraction classique ou I'ADN
compétiteur peut étre ajouté (fig.4) . L'addition du compétiteur en "post extraction" peut permettre
de calculer précisément le nombre de copies d'ADN cible dans 'ADN qui a été isolé. Ainsi, par
utilisation des courbes standards appropriées, il est possible de déterminer le nombre de bactéries
qu'il y avait initialement dans I'échantillon. Concrétement, les résultats obtenus avec cette technique
semble étre d'aussi bonne qualité que ceux obtenus avec des méthodes de culture classique [33]. De
plus, cette technique est plus rapide, car dans le cas de la quantification de la bactérie "Bortella
pertussis" la PCR compétitive a été réalisée en 1 jour, contre 3 210 jours avec des cultures [29].

[Echantillon contenant la bactérie d'intérét l

Lyse des cellules _]

ADN compétiteur (ajouté
a l'intérieur de la cellule)

ADN compétiteur (ajouté
en co-extraction)

Extraction de I'ADN (phénol et
chloroform)

Précipitation de ' ADN (isopropanol)
Purification de I'ADN (colonne)

ADN compétiteur (ajouté
en post extraction)

Fig.1: représentation schématique indiquant les différents points ot peut étre ajouté I'ADN
compétiteur au cours d'un protocole d'isolation d'ADN a partir d'un échantillon
environnemental.

2) Technique d'hybridation des acides nucléiques.

a) Par quantification d'ADN.

a.1) Principe.

La maniére la plus simple de détecter une séquence spécifique d'acide nucléique, ou un géne
d'intérét se fait par hybridation directe d'une sonde ADN ou ARN avec un extrait d'acide nucléique
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bactérien. L'ADN ou I'ARN de cellules entieres est extrait du microbe se trouvant dans I'échantillon
expérimental par des techniques de centrifugation différentielle ou d'extraction directe, et est fixé
sur une membrane chargée positivement (nitrocellulose, nylon). Les acides nucléiques fixés sur la
membrane sont hybridé avec un oligonucléotide ADN ou ARN constitué d'une séquence
complémentaire a la séquence cible. Cette sonde est marquée avant hybridation. Une sonde ADN
peut étre utilisée pour détecter des génes d'un génome bacterien, ou pour détecter des ARNm ou
des ARNr. Dans la mesure ol l'extraction des acides nucléiques est quantitative, le signal obtenu
par la suite par hybridation l'est également.

a.2) Exemple : Slot-Blot.

Cette technique peut étre utilisée pour quantifier des bactéries, ainsi aprés extraction de
I'ADN, une séquence d'ADN cible spécifique peut étre quantifiée par Slot-Blot en utilisant la
séquence cible comme une sonde. L'intensité d'hybridation de la sonde sur 'ADN concentré dans
les dépOts sur la membrane est comparée a une série de dilution de I'ADN cible. Les fentes avec une
intensité d'hybridation identique sont jugées comme ayant la méme concentration de cette ADN
cible. Cette méthode peu efficace a une sensibilité de 10*4 cells/g de sol [1].

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

b.1) Principe et application.

Une des caractéristiques intéressantes inhérente a cette technique est qu'elle permet
d'intervenir sur une communauté microbienne sans en modifier la structure, ceci permettant
d'obtenir des informations sur I'organisation générale du systéme. Cette technique permet également
de quantifier des bactéries directement dans leur environnement sans les avoir préalablement
cultivées.

Le principe est le suivant, sur un support (biofilm...) les cellules enticres sont traitées par du
paraformaldéhyde. Ces cellules ainsi fixées et perméabilisées sont exposées a une sonde, souvent un
oligonucléotide, qui a été marquée par un agent fluorescent tel que la fluorescéine. La sonde ADN
se lie a la séquence ADN ou ARN qui lui est complémentaire a l'intérieur de la cellule. Ainsi grace
a cette méthode, il est possible de détecter via 'utilisation d'un microscope a épifluorescence les
bactéries qui contiennent la séquence complémentaire qui s'est hybridé a la sonde.

La méthode FISH (pour fluorescente in situ hybridation) peut donc permettre de marquer,
détecter, et quantifier des bactéries dans de nombreux environnements comme par exemple dans
I'eau de mer [5], et ceci sans avoir a les cultiver. L'intensité de marquage est plus importante si les
sondes ciblent des ARNr. Quelques réserves toutefois, car les résultats obtenus avec cette technique
sont souvent inférieurs a ceux obtenus avec des techniques classiques de culture en plaque, car
l'intensité de marquage des bactéries cibles dépend de la perméabilité de celles-ci a la sonde, et
également de son activité si les sondes ciblent des ARNT.
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Conclusion

Les techniques de biologie moléculaire sont actuellement les meilleurs moyens pour
quantifier les bactéries dans des milieux naturels (terre, boue, eau...) et dans les aliments, ceci
offrant une alternative fiable pour 1'énumération des bactéries 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 bactéries "Salmonella" en quelques heures [50] ou de
quantifier la bactérie "Stachybotrys chartarum conidia" avec la méme efficacité que les méthodes de
comptages direct mais avec un temps de réalisation beaucoup plus court [49]. Ceci conduisant ce
domaine a s'enrichir de méthodes qui sont de plus en plus pointues, et qui sont en général
complémentaires, dans le sens ol chaque technique de quantification est plus ou moins adaptée a
tels type d'études ou de milieu.
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La formalisation des références bibliographiques a été réalisée en suivant
la norme AFNOR Z 44-005 ( ISO 690 ).

Le classement des références bibliographiques est deux niveaux, avec un
classement par type de technique et chaque technique est ordonnée par ordre

alphabétique des auteurs.
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